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PARAMETROS DIGESTIVOS E PRODUTIVOS DE VACAS LEITEIRAS
EM RESPOSTA A FONTES DE FIBRA LONGA, GENOTIPOS E
METODOS DE PROCESSAMENTO DE GRAO DE MILHO

1. Resumo Geral

Neste trabalho foram realizados dois experimentos. O primeiro experimento foi desenvolvido
com o objetivo de avaliar o consumo, a digestibilidade dos nutrientes, a produ¢do e o perfil de
acidos graxos do leite de vacas em lactagao recebendo dietas com niveis crescentes de inclusao
de feno de Coastcross em substituicdo a silagem de milho (0, 9%, 18,3% e 27,6%, na base
seca). Doze vacas da raca Holandesa, com mais de 100 dias de lactagdo foram distribuidas em
delineamento em switch-back e submetidas a quatro tratamentos experimentais compostos por
dietas a base de silagem de milho, farelo de soja, farelo de algodao, milho moido e gérmen de
milho, e niveis crescentes de inclusdo de feno de Coastcross. Verificou-se apenas efeito linear
sobre o consumo de PB, e efeitos quadraticos sobre os consumos de EE ¢ CNF. A inclusao de
niveis crescentes de feno na dieta de vacas em lactacdo ndo influenciou a digestibilidade dos
nutrientes. A producao de leite (kg/dia) sofreu efeito linear inversamente proporcional aos
niveis crescentes de feno na ragdo e os teores de nitrogénio ureico no leite (NUL) sofreram
efeito linear crescente em relacdo ao incremento de feno nos tratamentos avaliados. Os teores
de gordura, proteina, lactose e soélidos totais do leite ndo sofreram interferéncia dos
tratamentos. Com relagdo ao perfil de acidos graxos do leite, houve efeito quadratico dos
tratamentos apenas sobre os teores de acido miristoleico (Cis:) e acido estedrico (Cisg.).
Conclui-se que niveis crescentes de feno na dieta de vacas em lactacdo de alta produgdo
influenciaram os consumos de PB, EE e CNF, bem como a produg¢ao de leite (kg/dia) e teores
de Ci4.1, Cis0 € Cis:0. No segundo experimento, o grau de interacdo entre a vitreosidade e o
tamanho de particula do grdo de milho sobre a digestdo ruminal e intestinal da matéria seca,
amido ¢ nitrogénio foi avaliado utilizando 6 gendtipos de milho, caracterizados por
apresentarem diferentes graus de vitreosidade. Esses alimentos foram submetidos a 3
tratamentos distintos: a moagem (em peneira de 3 mm, particulas pequenas, com tamanho
médio de particulas (TMP): 526 um) e quebrados ao passarem através de dois cilindros com
diferentes distancias entre si (particulas médias, TMP: 1360 um; particulas grandes, TMP: 2380
um). Os alimentos experimentais (18) foram incubados no ramen (3 a 48 h) utilizando-se 3 vacas
da raca Holandesa preparadas com canulas no riimen, inicio de duodeno e porg¢ao final do ileo.
Os residuos provenientes de 15 h de incubagdo foram introduzidos no duodeno em sacos de
nailon moéveis apos permanecerem por 1,5 h em solucdo de HCI pepsina. A degradabilidade
ruminal e a digestibilidade intestinal do amido variou entre genotipos (P < 0,001) e diminuiu em
fun¢do do aumento do tamanho das particulas (P < 0,001). Para o mesmo tamanho de particulas,
ambas degradabilidade ruminal (P <0,05) e a digestibilidade intestinal (P <0,002) do amido
decresceram em fun¢do da vitreosidade. O tamanho de particula e a vitreosidade do grao de
milho sdo fatores eficientes na manipula¢do da quantidade de amido que ndo sofre degradacao
ruminal, no entanto podem limitar a quantidade de amido que ¢é digerida no intestino delgado.

Palavras-chave: bovinos de leite, ALC, forragem, amido, vitreosidade, tamanho de particula.



DIGESTIVE AND PRODUCTIVE PARAMETERS OF DAIRY COWS IN
RESPONSE OF LONG FIBER SOURCE, CORN GRAIN GENOTYPES
AND TECHNOLOGICAL PROCESSED METHODS

2. General Abstract

There were developed two essays in this work. The aim of the first one was evaluate the
increasing levels of Coast cross hay (0, 9%, 18.3% e 27.6%, dry matter) replacing maize
silage on intake, nutrients digestibility, milk production and fat acids profile of lactating dairy
cows. Twelve Holstein cows, over than 100 days in milk, were distributed in a switch-back
design and submitted to four experimental treatments. They were composed by maize silage,
soybean meal, cotton seed meal, ground corn, corn germ meal, and increasing levels of coast
cross hay. It was observed only a linear effect on CP intake and quadratic effects on EE and
non fiber carbohydrates (NFC). The digestibility of nutrients was not affected by the
increasing of hay levels in lactating dairy cow diets. Milk production (kg/day) suffered a
linear effect inversely proportional of increasing hay levels on diets. Milk urea nitrogen was
affected by an increasing linear effect following the increasing hay levels on diets. Total milk
fat, protein, lactose and total solids were not affected by treatments. About milk fat acids
profile, only a quadratic effect of increasing hay levels on diets was observed on the contents
of myristoleic acid (Cj4:1) and stearic acid (Cig.0). About this evaluation, the increasing hay
levels in the diets of high production lactating dairy cows affected the intake of CP, EE and
NFC, milk production (kg/day) and the contents of Cj4.1, Cis0 and Cigy. In the second
experiment, the effects of vitreousness and particle size of maize grain on ruminal and
intestinal in sacco degradation of dry matter, starch and nitrogen was evaluated. Six maize
grain genotypes characterized by differing vitreousness were ground (3-mm screen; Gr,
ground particles, mean particle size (MPS): 526 pm) and cracked with a roller mill using 2
gap width settings (CS, cracked small particles, MPS: 1360 um; CL, cracked large particles,
MPS: 2380 um). The ruminal (3 up to 48 hours) and intestinal in sacco degradation of dry
matter, starch and nitrogen was measured on three dry Holstein cows, fitted with rumen,
proximal duodenum and terminal ileum cannulas, fed maize silage ad libitum twice daily.
Ruminal residues obtained after 15 hours of rumen incubation were reintroduced into
duodenum using mobile nylon bags which were deeping previously in a HCI pepsin solution
for 1.5 hour. The ruminal starch degradability and intestinal digestibility differed among
genotypes (P < 0.001) and decreased as particle size increased (P < 0.001). For the same
particle size, starch ruminal degradability decreased (P < 0.05) and intestinal digestibility
decreased (P < 0.002) with vitreousness. Particle size and vitreousness of maize grain are
efficient factors for manipulating the amount of starch escaping rumen degradation, but may
be limiting for the amount of starch digested in the small intestine.

Key-words: dairy cattle, CLA, forage, starch, vitreousness, particle size.
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3. INTRODUCAO

O Brasil ¢ o sexto maior produtor de leite do mundo e responde por 66,7% do
volume total de leite produzido nos paises que compdem o Mercosul (FAO, 2006). O
agronegocio do leite e seus derivados desempenham importante papel no suprimento de
alimentos para todas as camadas da populagdo. O pais tem aproximadamente 1,1 milhdao de
propriedades que exploram a pecuaria leiteira, empregando diretamente 3,5 milhdes de
pessoas (Vilela, 2002). Isto representa um enorme impacto deste setor na economia. Dentro
do cenario mundial, o agronegocio do leite no Brasil tem potencial para crescimento da
producdo e da produtividade, inclusive para exportagao de produtos lacteos. Nos ultimos anos,
a induastria de laticinios tem potencializado o valor nutritivo do produto, colocando no
mercado produtos como as bebidas lacteas enriquecidas com vitaminas, minerais ¢ dmegas.
Porém, o sucesso da producao de leite de um rebanho depende de sua eficiéncia produtiva
econdmica. Melhorias na produtividade sdo obtidas através da adog¢ao de tecnologias que
melhoram a eficiéncia do uso dos fatores de produgdo, dentre eles a alimentagcdo. Em
exploragdes leiteiras, ¢ imprescindivel que se utilizem animais de alto potencial genético e
que estes recebam condigdes alimentares que permitam a obtencdo de altas produgdes, a
baixos custos. O manejo nutricional adequado pode auxiliar nesta obtencdo de maior
producdo leiteira com menores custos.

Para obtencdo da producdo maxima de leite por animal, deve-se considerar o
fornecimento de alimentos de boa qualidade e processamento que resultem na otimizagao de
sua utilizagdo, permitindo que o animal expresse todo seu potencial produtivo.

Os custos de alimentacdo representam mais de 50% do custo de produgao final, e
dessa forma, ¢ imprescindivel o estudo da viabilidade do uso de alimentos de boa qualidade e
baixo custo em substituicdo aos alimentos padrdes, como a silagem de milho, o proprio milho
e o farelo de soja. A silagem de milho ¢ o alimento volumoso mais empregado na maior parte

dos estabelecimentos de producao de leite. Outra opcao de ingrediente volumoso ¢ o feno de
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gramineas, embora seja menos empregado. Dentre estes, tem-se o feno de capim Coastcross,
alimento de baixo custo que pode substituir em parte a silagem de milho para vacas em
lactagdo proporcionando o ajuste da dieta, sem prejuizo para o equilibrio do ambiente
ruminal.

A eficiéncia de utilizacdo dos alimentos concentrados ¢ variavel de acordo com as
suas caracteristicas nutricionais ¢ formas de apresentagdo. Diferentes processamentos
tecnologicos aplicados aos graos podem influenciar nas taxas de digestdo nos diferentes
compartimentos do trato digestivo de ruminantes. O conhecimento desses fatores e da
intensidade com que atuam sobre os indices de digestao dos nutrientes auxilia no emprego dos

alimentos em dietas dos animais de variadas categorias e situagdes de manejo.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Consumo, digestibilidade dos nutrientes, produgdo e composicao do leite

O consumo de alimentos em animais ruminantes ¢ regulado por caracteristicas
oriundas dos alimentos ¢ suas combinagoes em formulagdes e caracteristicas intrinsecas do
animal. Mertens (1994) redefiniu os conceitos e propds que o consumo voluntario ¢ regulado
por trés mecanismos: o fisiologico, onde a regulacao ¢ dada pelo balanco nutricional; o fisico,
relacionado a capacidade de distensdao do ramen e ainda, o psicogé€nico, que envolve o
comportamento responsivo do animal a fatores inibidores ou estimuladores relacionados ao
alimento ou ao ambiente. Dentre os mecanismos citados, alguns fatores sdo constantemente
avaliados em experimentos, tais como: tamanho de particula, freqiiéncia de mastigacdo e
eficiéncia na fragmentacao, efetividade da fibra em estimular a ruminagdo, fragilidade das
particulas, fracdo indigestivel da FDN, taxa de fermenta¢ao da FDN potencialmente digestivel
e caracteristicas das contragdes reticulares no bombeamento e na seletividade de particulas da
digesta (Allen, 1996).

A efetividade da fibra oferecida na dieta ¢ considerada o maior indicador de
manutencdo dos pardmetros do ambiente ruminal. A utilizagdo de diferentes fontes de
volumosos na dieta de vacas em lactagdo € uma alternativa na promogao da efetividade fisica
da fibra devido a diferentes tamanhos de particulas e taxa de digestdo caracteristica de cada
alimento e seu modo de armazenamento ou processamento. West et al. (1998) avaliaram a
ingestao de MS, a digestao e a producao de leite utilizando dietas com inclusdes crescentes de
feno de capim Tifton 85 (8,5; 15,9 e 23,3%) em substituicdo a silagem de milho. Relataram
que houve efeito linear inversamente proporcional ao acréscimo de feno na dieta sobre a
produgdo de leite, e que a concentragdo de gordura do leite ndo foi influenciada pelos

diferentes niveis de feno nas dietas.
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O procedimento de formulacao de dietas que altera a composi¢do do leite em uma
determinada caracteristica requer estudos que avaliem o efeito da dieta sobre a ingestao de
matéria seca, fermentacdo ruminal e balanco de nitrogénio (Fredeen, 1996). O suprimento de
proteina para os ruminantes advém, em grande parte, da sintese microbiana a partir dos
alimentos fornecidos na dieta. Portanto, o conhecimento de diferentes fragdes dos nutrientes,
como proteinas e carboidratos, permite o balanceamento de dietas, fornecendo os compostos
necessarios para maximizar a sintese microbiana (Sniffen et al., 1992).

O leite ¢ constituido de aproximadamente 88% de agua e 12% de compostos
solidos (proteina, lactose, gorduras e minerais), sendo que a composicao de sélidos totais
pode ser alterada em fung¢ao do tipo de ingrediente da dieta, relagdo volumoso:concentrado ¢
diferengas entre ragas e linhagens de animais. A gordura é o constituinte que sofre a maior
variagdo devido a fatores diretamente ligados a dieta, incluindo quantidade ¢ qualidade da
fibra ingerida, taxa ¢ local de degradacdo do amido e digestibilidade e protecdo de
suplementos lipidicos no ramen (Ashes et al., 1997). A gordura do leite ¢ composta por
grande quantidade de &cido graxos oriundos da lipogénese da glandula mamaria, da corrente
sanguinea ou de reservas corporais de lipidios. Acidos graxos de cadeia curta e média (de Cy4
at¢ Ci) sao sintetizados diretamente na glandula mamadaria e correspondem a
aproximadamente 50% dos lipidios totais do leite. A digestdo de carboidratos de origem
fibrosa no ramen gera produtos como os acidos graxos volateis (AGV), acético e butirico, que
em grande parte, sdo transportados até a glandula mamaria constituindo-se na base para a
formac¢ao dos 4cidos graxos de cadeia curta, através da via lipogénica chamada de sintese de
novo (Byers e Schelling, 1988). Os 4cidos graxos de cadeia longa (C;s e cadeias maiores)
podem ser origindrios das reservas lipidicas do proprio animal e/ou da dieta, e suas
concentragdes no leite aumentam quando a dieta ¢ suplementada com ingredientes ricos em
acidos graxos de cadeias longas (Palmquist et al., 1993; Chiliard et al., 2001). A concentragao

de 4cidos graxos do leite pode ser influenciada ainda pela relagdo volumoso:concentrado da
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dieta, em que a diminuicdo de volumoso na dieta acarreta em queda dos percentuais dos
principais acidos graxos do leite, devido a mudanga nos parametros fermentativos ruminais,
alterando o status endocrino do animal e a distribui¢do de nutrientes para o tecido adiposo
(Grummer, 1991).

Nos tultimos anos, os pesquisadores tém voltado a atengdo para os alimentos
funcionais como produtos lacteos e seus derivados, devido ao acido linol€ico conjugado
(ALC), considerado um anticarcinogénico, presente em produtos de origem animal como o
leite ¢ a carne de ruminantes (O'Shea et al., 1998). Segundo o NRC (1996), o ALC cis-9,
trans-11 é o Unico acido graxo que tem se mostrado capaz de inibir a carcinogénese em
estudos experimentais com animais. A gordura do leite ¢ considerada a principal fonte de
ALC e sua concentragdo pode variar dependendo do numero de lactagdes do animal, tipo de
dieta, estacdo do ano e suplementacao de lipidios (Lawless et al., 1998; Dhiman et al., 1999;
Lock e Garnsworthy, 2003).

O ALC (C18 cis-9, trans-11) presente na gordura do leite tem origem a partir da
biohidrogenacdo incompleta de acidos graxos poliinsaturados. A maior parte do ALC presente
na gordura do leite ¢ sintetizada por via endogena através da enzima A’-dessaturase a partir do
Cig. trans-11, é4cido graxo intermediario resultante do processo de biohidrogenagdo dos
acidos graxos no ramen (Griinari et al., 2000). O aumento da concentracdo de ALC no leite
esta diretamente relacionado com a absor¢do de ALC no trato digestivo apos ser produzido no
rimen como um composto intermedidrio do processo de biohidrogenacao do acido linoléico.
Dessa forma, a concentragdo de ALC cis-9, trans-11 é dependente da producdao ruminal de
Cig.1 trans-11 e ALC, bem como da atividade tecidual da enzima A’-dessaturase (Corl et al.,
1999).

Devido ao interesse de modificar a quantidade dos 4cidos graxos presentes na
gordura total do leite, varias pesquisas foram e sdo desenvolvidas para determinar os fatores

que melhor contribuem para aumentar as concentragoes de ALC e seus precursores no leite de
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ruminantes. No entanto, os resultados destas pesquisas sdo controversos. Segundo Grummer
(1991), a alteragdo do perfil de acidos graxos de cadeia curta ¢ média do leite tem-se mostrado
ser ineficiente através da manipulagio de dietas e segundo Avila et al. (2000), essa
modificacdo é freqiientemente observada quando ocorre redugdo no teor da gordura geral do
proprio leite.

Por outro lado, alguns pesquisadores relatam que o aumento da concentragio de
ALC no leite pode ser alcangado através da alteracdo dos ingredientes e quantidades
consumidas pelas vacas. Dhiman et al. (2000) avaliaram a concentragdo de ALC no leite de
vacas em lactacdo alimentadas com uma dieta base ¢ os demais 5 tratamentos com
quantidades fixas de graos de soja crus quebrados, graos de soja tostados e quebrados, 6leo de
soja, oleo de linhaca a 2 ¢ 4%. O estudo revelou que a ingestdo de alimentos ricos em lipidios
como fontes de acido linoléico e linolénico foram significativos no acréscimo de ALC no leite
em relagdo a dieta padrao. Storry et al. (1974) avaliaram dois tipos de dietas, uma rica em
forragem que era composta de 47% de feno e 53% de concentrado por animal (na base seca),
e outra rica em concentrado, com 8,3% de feno ¢ 91,7% de concentrado (na base seca).
Quando as vacas submetidas a dieta rica em concentrado, passaram a receber a dieta rica em
forragem, observou-se que as concentragdes de acidos graxos de cadeia curta e média
reduziram drasticamente ¢ ocorreu uma elevagdo na concentragdo de Cis.,, demonstrando a

influéncia da relagdo forragem:concentrado no tipo de lipidio do leite.

4.2. Digestao ruminal e intestinal de amido

Dietas de animais de alta producdo contém elevadas concentragdes de amido,
originarios, principalmente, de cereais como graos de milho e sorgo. Dentre os ingredientes
mais utilizados na alimentagdo de ruminantes, o grdo de milho possui a maior parte da

composicao em amido (68 a 74% em base seca), que representa excelente fonte de energia e
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sua degradagdo ruminal gera o substrato necessario para as bactérias ruminais produzirem
proteina microbiana e acidos graxos volateis. Por outro lado, dietas com elevados niveis de
amido podem levar a um processo de acidose ruminal, determinando quadros de perda de
performance e risco de satde ao animal. Dessa forma, o conhecimento das fontes de amido e
das caracteristicas dos alimentos permite o controle dos locais e das taxas de digestdo do
amido, diminuindo os riscos de acidose (Sauvant, 1997).

Um amplo levantamento de trabalhos cientificos mostrou que a digestdo ruminal
de amido pode variar de 0,2 a 5,2 kg/dia em vacas de leite, com média de 2,0 kg/dia. Os
coeficientes de digestdo do amido no rimen sdo variaveis de acordo com a natureza do cereal
e a forma de apresentacdo do amido. Segundo Huntington (1997), dentre os graos de cereais
mais utilizados na alimentacdo de ruminantes, o trigo apresentou o maior coeficiente médio
de digestao ruminal do amido (88%), e o grao de milho, além de ndo apresentar o coeficiente
mais elevado, apresentou a maior disparidade de resultados (aproximadamente 40%). A
quantidade de amido que escapa a digestdo ruminal pode variar de 5% a 65% do amido
ingerido (Huntington, 1997; Crocker et al., 1998). Uma das fontes de variagdo observada para
a digestdo ruminal do amido de milho ¢ atribuida aos diferentes processos tecnoldgicos
aplicados como tratamentos do grdo (moagem, quebra, peletizacdo, extrusdo, expansdo e
laminagdo) com o objetivo de aproveitar ao maximo essa fonte de energia. Os processos
tecnoldgicos t€ém como premissa aumentar a drea de exposicdo do amido para favorecer o
ataque de microrganismos ruminais, resultando em diferentes quantidades de amido que nao
sofrem digestdo ruminal e passam para os outros compartimentos do tubo digestorio (Svihus
et al., 2005).

O tamanho médio de particulas ¢ um fator fisico significativo na eficiéncia de
digestdo do amido. Rémond et al. (2004) avaliaram a digestdo ruminal de amido de grao de
milho que apresentavam diferentes tamanhos médios de particulas, apds terem sido

submetidos a diferentes processos fisicos de quebra e moagem. Os autores mostraram que 0s
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coeficientes de digestdo ruminal do amido decresceram em fun¢do do aumento do tamanho
médio das particulas de grao de milho.

A vitreosidade ¢ uma caracteristica conhecida que reflete a dureza dos graos de
cereais. A variabilidade da vitreosidade nos graos de milho ¢ observada entre diferentes
gendtipos. Esta caracteristica ¢ dada em func¢do de pardmetros quimicos e estruturais, como o
arranjo formado pela malha de proteinas do milho (zeina e gluteina) presentes no endosperma,
que dificultam o acesso de bactérias e enzimas aos granulos de amido (Philippeau et al.,
2000). O grau de dureza do grao ndo mostra estar ligado a maiores concentracdes de amido,
mas significativamente a maior presenca de N (Philippeau et al., 1999). Segundo Philippeau
et al. (1999) e Corona et al. (2006) a degradagdo do amido de graos de milho de diferentes
vitreosidades em ambiente ruminal foi fortemente limitada pelo aumento da vitreosidade dos
graos.

A digestio intestinal de amido que escapa do rimen ocorre principalmente no
intestino delgado devido a agdo da enzima amilase pancredtica (suco pancredtico) e pode
variar entre 38% a 88% do amido que entra no duodeno (Owens et al., 1986). O processo de
digestao do amido no intestino delgado ¢ iniciado através da amilase secretada pelo pancreas
juntamente com bicarbonato para deixar o meio em condi¢des favoraveis para a atividade
enzimatica, pois a entrada do conteudo abomasal apresenta situa¢do desfavoravel a acdo de
enzimas presentes no duodeno (Huntington et al., 2006). O resultado da quebra do amido pela
amilase ¢ a producdao de maltose e dextrinas. Estas por sua vez sofrem a agdo de maltase e
isomaltase nos enterdcitos da mucosa do intestino delgado. Os principais fatores limitantes da
digestdo do amido no intestino delgado sdo: as caracteristicas do alimento, como a presenga
de compostos quimicos inibidores de amilase; o dificil acesso de enzimas aos graos de amido
provavelmente por insolubilidade; os tamanhos de particulas que impedem a digestdo do
amido e as condi¢des quimicas desfavoraveis as enzimas (Owens et al., 1986). Outra possivel

limitacdo da digestdo de amido no intestino delgado sdo as concentragdes insuficientes de
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amilase pancredtica na luz intestinal, mas segundo Harmon (1992), a quantidade de amilase
excretada juntamente com o suco pancreatico aumenta de acordo com o nivel de ingestao de
graos. Conforme Rémond et al. (2004), a vitreosidade ¢ o tamanho de particula influenciaram
a digestdo do amido de graos de milho em experimenta¢do com infusdo duodenal de residuos
ruminais em vacas em lactagdo. Entretanto, outros estudos in vivo que avaliaram a digestao do
amido no intestino delgado nao mostraram o efeito do tamanho de particulas (Knowlton et al.,
1998; Callison et al., 2001), nem da vitreosidade do grao (Philippeau et al., 1999).

A digestdo de amido no intestino delgado ¢ comumente avaliada através da
técnica de infusdo duodenal com determinagdo da taxa de passagem por meio de marcadores.
Nao foram encontrados registros da utilizagdo da técnica de sacos de nailon mdveis para a
avaliacdo da digestibilidade intestinal de amido, contudo este procedimento foi empregado na
determinagdo da digestdo de N em bovinos e¢ ovinos. A técnica consiste da introdugdo de
sacos de nailon com residuos ruminais dos alimentos a serem avaliados no duodeno,
preparado através de cirurgia com canula permanente. Os sacos foram recuperados nas fezes
em grande parte dos trabalhos realizados para estudo da digestibilidade de N (Vanhatalo e
Ketoja, 1995; Beckers et al., 1996), no entanto, nos trabalhos realizados por Jarosz et al.
(1994) e Van Straalen et al. (1997), os sacos foram recuperados no ileo. O conhecimento da
composicao dos alimentos e de suas caracteristicas fisicas permite tragar estratégias de
alimenta¢do visando atingir a maxima eficiéncia de producdo dos animais. A interacdo dos
compostos de diferentes alimentos juntamente com as caracteristicas fisioldgicas especificas
dos ruminantes possibilita manipular o local e a extensdo da digestdo dos alimentos e a

composicao dos produtos gerados a partir dos nutrientes absorvidos.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral

Avaliar os parametros digestivos e produtivos de vacas leiteiras segundo a fonte e
a propor¢ao de volumoso na dieta e gendtipos de milho com diferentes tamanhos de

particulas.

5.2. Objetivos Especificos

Avaliar o consumo, a digestibilidade dos nutrientes, a producao e composi¢cao do
leite de vacas leiteiras alimentadas com ragdes contendo diferentes niveis de feno em
substituicdo a silagem de milho.

Determinar o perfil de 4acidos graxos da porcao lipidica do leite de vacas leiteiras
alimentadas com racgdes contendo diferentes niveis de feno em substituicdo a silagem de
milho.

Avaliar a relagdo entre digestdo ruminal e intestinal de amido de milho de

diferentes gendtipos e tamanhos de particulas.
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6. ARTIGO |

CONSUMO DE NUTRIENTES, DIGESTIBILIDADE, PRODUCAO E PERFIL DE
ACIDOS GRAXOS DO LEITE DE VACAS EM RESPOSTA A SUBSTITUICAO DE
SILAGEM DE MILHO PELO FENO DE CAPIM COASTCROSS

6.1. Resumo

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o consumo, a digestibilidade dos
nutrientes, a producdo e o perfil de acidos graxos do leite de vacas em lactacdo recebendo
dietas com niveis crescentes de inclusdo de feno de Coastcross em substituicao a silagem de
milho (0, 9%, 18,3% e 27,6%, na base seca). Doze vacas da raca Holandesa, com 121+22 dias
de lactagdo foram distribuidas em delineamento em switch-back e submetidas a quatro
tratamentos experimentais compostos por dietas a base de silagem de milho, farelo de soja,
farelo de algodao, milho moido e gérmen de milho, e niveis crescentes de inclusdo de feno de
Coastcross. Entre o consumo dos nutrientes avaliados, verificou-se que apenas o consumo de
PB foi linearmente influenciado pelos tratamentos (\A( = 0,002388542x + 3,69329861;
R2=95,21) e os consumos de EE (Y = - 0,00029167)(2 + 0,010640625x + 0,5108541667;
R?=92,19; Pméax= 18,24) e de CNF (Y = 0,002779167x* -0,10839375x + 8,4912; R>=91,08;
Pmin= 19,50) sofreram efeitos quadraticos dos tratamentos. A inclusdo de niveis crescentes
de feno na dieta de vacas em lactacdo nao influenciou a digestibilidade dos nutrientes. A
producdo de leite (kg/dia) sofreu efeito linear inversamente proporcional aos niveis crescentes
de feno na dieta (SA( =-0,00572917x + 42,18125; R2=99,21) e os teores de nitrogé€nio ureico
no leite (NUL) sofreram efeito linear crescente em relagdo ao incremento de feno nos
tratamentos avaliados (Y = 0,06030208x + 17,79159722; R*= 96,16). Os teores de gordura,
proteina, lactose e sélidos totais do leite ndo sofreram interferéncia dos tratamentos. Houve
efeito quadratico dos diferentes niveis de inclusdo de feno na ragdo apenas sobre os teores de
acido miristoleico (Cj4:1) (SA( = 0,0002083x2-0,008583x+1,193; R2=97,77; Pmin=20,60) e
acido estearico (Cis:0) (Y = 0,0051x* - 0,1003x + 12,742; R* = 0,99; Pmin=9,83). Pode-se
concluir que niveis crescentes de feno na dieta de vacas em lactagdo de alta producgdo
influenciaram os consumos de proteina bruta, extrato etéreo e carboidratos nao fibrosos, bem
como a producao de leite (kg/dia) e os teores de acido miristoleico (Cy4:1) € estearico (Cis.o).
A substitui¢do da silagem de milho por feno de coastcross pode ser realizada em todos os
niveis testados sem interferéncia direta sobre os parametros digestivos e produtivos de vacas
em lactagao.

Palavras-chave: Avaliagdo de alimentos, bovinos de leite, ALC, forragem.
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EFFECT OF COASTCROSS HAY REPLACING MAIZE SILAGE IN TOTAL MIX
RATION FOR COWS IN LACTATION ON NUTRIENTS INTAKE AND
DIGESTIBILITY, MILK PRODUCTION AND FAT ACIDS PROFILE.

6.2. Abstract

The aim of this work was evaluate the increasing levels of Coast cross hay (0, 9%, 18.3% and
27.6%, dry matter) replacing maize silage on intake, nutrients digestibility, milk production
and fat acids profile of lactating dairy cows. Twelve Holstein cows, 121+£22 days in milk,
were distributed in a switch-back design and submitted to four experimental treatments. They
were composed by maize silage, soybean meal, cotton seed meal, ground corn, corn germ
meal, and increasing levels of Coast cross hay. There was only observed a linear effect by
treatments on CP intake (Y = 0.002388542x + 3.69329861; R*=95.21). The intakes of EE (Y
= - 0.00029167x" + 0.010640625x + 0.5108541667; R*=92.19; Pmax= 18.24) and non fiber
carbohydrates (NFC) (Y = 0.002779167x> -0.10839375x + 8.4912; R*=91.08; Pmin= 19.50)
were influenced by quadratic effect of treatments. The digestibility of nutrients was not
affected by the increasing of hay levels in lactating dairy cow diets. Milk production (kg/day)
suffered a linear effect inversely proportional of increasing hay levels on diets
(Y= - 0.00572917x + 42.18125; R*=99.21). Milk urea nitrogen was affected by a increasing
linear effect following the increasing hay levels on diets ¥ = 0.06030208x + 17.79159722;
R’= 96.16). Milk fat, protein, lactose and total solids were not affected by treatments. A
quadratic effect of increasing hay levels on diets was observed only on the contents of
myristoleic acid (Ci41) (Y = 0.0002083x%-0.008583x+1.193; R*=97.77; Pmin=20.60) and
stearic acid (Cis0) (Y = 0.0051x* — 0.1003x + 12.742; R? = 0.99; Pmin=9.83). About this
evaluation, the increasing hay levels in the diets of high production lactating dairy cows
affected the intake of CP, EE and NFC, milk production (kg/day) and the contents of
myristoleic acid (Cj4:1), palmitic acid (Ci¢0) and stearic acid (Cig). Maize silage can be
replaced by coastcross hay for all tested levels without direct effect on digestive and
production parameters of dairy cows.

Key words: feed evaluation, dairy cattle, CLA, forage.
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6.3. Introducao

A eficiéncia produtiva de vacas de alta produgdo de leite ¢ o resultado da
interagdo de varios fatores, tais como, raga, linhagem genética, condigdes ambientais, status
imuno-fisiologico e equilibrio da relagdo energia vs. proteina dos alimentos fornecidos e
consumidos por esses animais. Este ultimo ¢ considerado um dos maiores desafios para a
cadeia de produgdo leiteira na obtengdo de elevadas producdes a custos mais baixos.

A utilizagdo de feno de gramineas ¢ uma alternativa empregada na alimentagdo de
vacas leiteiras devido a sua relagdo positiva entre a qualidade nutricional ¢ o custo de
produgdo em comparagdo a outros alimentos. Os fenos constituem uma fonte importante de
fibra efetiva, caracteristica promotora da estimulagdo do processo de ruminac¢do que colabora
na estabilidade fisico-quimica do ambiente ruminal (Van Soest, 1994). O emprego de feno na
dicta de vacas em lactagdo em substituicdo a outros volumosos ndo tem mostrado
interferéncia sobre o consumo de MS e producdo de leite, mesmo sendo empregados em
diferentes tamanhos de particulas e propor¢des na dieta (Grant et al., 1990; Beauchemin e
Buchanan-Smith, 1990).

O leite bovino apresenta grande propor¢ao de acidos graxos (AG) saturados, com
cadeias de 4 a 16 carbonos, resultantes da sintese de novo. Alguns destes AG sdo precursores
do colesterol sangiiineo de baixa densidade (LDL), que provocam doencas cardiovasculares
(Parodi, 1999). No entanto, sabe-se que o aumento do teor de acidos graxos de cadeia longa,
mono e poliinsaturados, na composicao da gordura do leite, possibilitam a reducdo do risco de
doengas cardiovasculares, pois se aumenta o colesterol sanguineo de alta densidade, o HDL
(Demeyer & Doreau, 1999).

A gordura do leite ¢ formada a partir dos lipidios sintetizados na glandula
mamaria (40 a 50%) e dos AG absorvidos da corrente sangiliinea, que tem origem na

mobilizagdo dos lipidios corporeos e da dieta (Demeyer & Doreau, 1999). Portanto, muitas
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pesquisas tém sido realizadas com o intuito de alterar a composicdo do leite, sobretudo em
relacdo a manipulagdo da gordura com vistas a diminuicdo dos efeitos deletérios a saude
humana.

Segundo Chilliard et al., (2000) alguns fatores modificam os AG da dieta em
relacdo aos absorvidos no duodeno, sdo eles: agdo microbiana sobre os AG insaturados
promovendo a saturagdo por meio da bio-hidrogenacao ruminal; sintese microbiana de AG de
forma similar a sintese de novo; e agdo da A’- dessaturase sobre os enterdcitos e a glandula
mamaria, incluindo uma ligacdo dupla cis-9 nos AG, transformando o acido esteérico (C18:0)
em oléico (cis-9 C18:1) e o vacénico (trans-11 C18:1) em ALC cis-9 trans-11 C18:2. O ALC
apresenta ainda efeito anticarcinogénico, além de possuir propriedade imunomoduladora,
promotora de crescimento ¢ aumento de massa corporal magra (Parodi, 1999). A variagdo na
presenca de ALC no leite tem sido atribuida a caracteristicas da dieta, tais como: fonte e
quantidade de acido graxo, relagdo volumoso:concentrado e diversidade genética entre as
linhagens e racas de ruminantes (Akerlind et al., 1999; Dhiman et al., 1999; Kalscheur et al.,
1997).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito do aumento do
tamanho de particulas de volumoso, através da inclusdo de niveis crescentes de feno em
substituicdo a silagem de milho na dieta de vacas em lactagcdo, sobre. o consumo e
digestibilidade dos nutrientes das ragdes, bem como, a produg¢do e composi¢cdo quimica do

leite, com énfase no perfil de acidos graxos da gordura do leite.

6.4. Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Agropecudria Volpato, municipio de Arapongas,
PR. Foram utilizadas 12 vacas da raca Holandesa em fase pos-pico de produgdo (121£22 dias

em lactacdo), acima da 2* ordem de lactacdo, com peso médio de 660 kg, alojadas em baias
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individuais no sistema tie-stall, e distribuidas em delineamento experimental em switchback.
Os cochos de alimentacao foram individualizados para permitir a determinacdo da ingestao de
matéria seca.

Os tratamentos compreenderam dietas com niveis crescentes (0%, 9%, 18,3% e
27,6%) de inclusdo de feno de Coastcross (Cynodon dactylon (L.) Pers cv. Coastcross -1) em
substitui¢do a silagem de milho, com base na matéria seca. O feno de Coastcross foi picado
em particulas de aproximadamente 5 cm de comprimento. A ra¢do concentrada foi composta
de farelo de soja, farelo de algoddo, milho, gérmen de milho, e nucleo mineral-vitaminico
comercial. As racdes foram formuladas para apresentarem caracteristicas iso-proteicas € iso-
energéticas (NRC, 2001) e a relagdo volumoso:concentrado variando em proporgdes
crescentes aproximados de 50:50 a 40:60, para os tratamentos 0% e 27,6%, respectivamente
(Tabela 1). As dietas experimentais continham todos os ingredientes que compunham as
dietas que os animais recebiam antes de serem colocados em avaliagdo, inclusive a presenga
do feno.

Os alimentos foram fornecidos a vontade, 3 vezes ao dia, as 5, 10 e as 17 horas, na
forma de mistura completa, e ajustados para restarem sobras (24h) em torno de 10% da
quantidade fornecida. A dgua permaneceu a disposi¢ao dos animais durante todo experimento.
O experimento foi realizado em trés periodos compostos de uma fase de adaptagdo de 14 dias
e uma fase de colheita de amostras de 7 dias por periodo. Amostras de alimentos ofertados e
sobras foram coletadas diariamente para determina¢do do consumo de MS. O peso dos
animais foi calculado pela média dos pesos ao inicio e final de cada periodo experimental.
Amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal para determinagdes das
digestibilidades aparentes de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e proteina (FDN,,),
carboidratos totais (CT) e carboidratos ndo fibrosos (CNF). A amostragem das fezes foi

realizada individualmente, as 8 e 15 horas, em dias intercalados (15°, 17°, 19° ¢ 21° dia de
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cada periodo) e armazenadas a -20°C. Posteriormente, assim como as amostras de alimentos e
sobras, foram pré-secadas em estufa de ventilagdo forcada a 55+5°C, durante 76 horas. Em
seguida, foram moidas em moinhos com peneira de malha de 1 mm e agrupadas por dia,

animal e periodo.

Tabela 1 - Propor¢do dos ingredientes (% em MS) e composi¢do quimica das dietas

experimentais
Ingrediente Dietas experimentais
0% 9% 18,3% 27,6%

Silagem de milho 49,6 43,0 35,8 29,9
Feno de coastcross 0,0 43 8,0 11,4
Farelo de soja 8,9 8,7 8,7 8,8
Farelo de algodao 9,3 9,5 9,3 9,0
Milho moido 14,5 14,8 17,4 19,3
Gérmen de milho 13,3 15,3 16,3 17,0
Bicarbonato de sodio 0,7 0,7 0,7 0,7
Mistura mineral’ 3,7 3.8 3,8 3,8

Composi¢ao Quimica (%)
Silagem  Feno de
de milho coastcross

MS 40,77 92,43 53,78 56,57 59,84 62,45
MO 96,58 93,12 94,14 94,02 93,66 93,79
PB 7,26 13,18 16,24 16,20 16,33 16,67
EE 1,73 0,69 2,12 2,37 2,26 2,27
FDN,,, 57,35 78,16 38,67 41,09 40,05 39,47
CT 87,59 79,25 75,78 75,45 75,07 74,86
CNF 30,23 1,09 37,11 34,37 35,02 35,39
NDT? 72,4 72,4 72,4 72,4

'_Ca 14,89%; P 2,1%; Mg 0,5%; K 0,59%; Na 3,5%; C1 5,5%:; S 2,1; Co 5,9 ppm; Cu
260 ppm; Fe 288 ppm; I 15,5 ppm; Mn 900 ppm; Se 6,73 ppm; Zn 1100 ppm; Vit A 93
KIU/kg; Vit D 23,2 KIU/kg; Vit E 579 IU/kg.

2 _ Valor de NDT estabelecido através do software Spartan de formulagdo de ragdes
para ruminantes; MS, matéria seca; MO, matéria organica; EE, extrato etéreo; PB,
proteina bruta; FDN,,, fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e proteina; CT,
carboidratos totais; CNF, carboidratos ndo fibrosos; NDT, nutrientes digestiveis totais.
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A estimativa da producdo fecal foi realizada utilizando-se a fibra em detergente
neutro indigestivel (FDNi) como indicador. As amostras de fezes, alimentos e sobras foram
incubadas por um periodo de 144 horas em ambiente ruminal (Cochran et al., 1986). As
determinagdes de MS, MO, nitrogénio total (NT), EE e cinzas foram realizadas conforme
AOAC (1990). Os teores de FDN nos alimentos e nas dietas experimentais foram
determinados segundo Van Soest et al. (1991). Os CT foram obtidos pela equacdo: 100 -
(%PB + %EE + %Cinzas) e a porcentagem de CNF foi calculada pela equagdo: 100 -
(%FDN,, + %PB + %EE + %cinzas) (Sniffen et al., 1992). Para o calculo de NDT, utilizou-se
a equagao proposta pelo NRC (2001): NDT = PBd + (EEd * 2,25) + FDNd + CNFd, em que d
representa o respectivo nutriente digestivel. Para a energia digestivel (ED) utilizou-se ED=
NDT*4,409 e a concentracdo de energia metabolizavel (EM) foi considerada como 82% da
ED (Silva e Ledo, 1979).

A produgio leiteira foi avaliada em medi¢des individualizadas por animal/ordenha
nas trés ordenhas diérias (as 5, 13 e 20 horas) durante todo o periodo experimental. Amostras
de leite para analise foram coletadas em cada ordenha, do 15° 17° e 21° dia de cada periodo
experimental, retirando-se pequenas quantidades sucessivas do medidor externo até alcangar
um volume de 100 mL. As amostras compostas de cada animal referente a0 mesmo dia foram
obtidas pela mistura proporcional a produ¢do de leite das 3 ordenhas. As andlises qualitativas
do leite (solidos totais, proteina total, lactose e lipidios) foram realizadas por absorcao
infravermelho no equipamento Bentley 2000 (Bentley, 1995). A concentragdo de uréia no
leite (mg/dL) foi realizada pelo método colorimétricoenzimatico no equipamento Chemspec
150 (Bentley Instruments Inc. Chasca, MN, USA). A producdo de leite foi corrigida para
3,5% de gordura (PLG), pela equagdo citada por Sklan et al. (1992): PLG = (0,432 + 0,1625 *
G) * kg de leite, em que G = % de gordura do leite.

Para determinar o perfil de 4cidos graxos do leite, a extragdo dos lipideos totais foi

realizada conforme descrito por Nourooz-Zadeh e Appelqvist (1988) e o processo de
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transesterifica¢do, conforme o método 5509 da ISO (1978). A extragdo lipidica dos alimentos
fornecidos aos animais foi realizada segundo metodologia descrita por Bligh e Dyer (1959).

Os padroes de acidos graxos utilizados para identificacdo do acido linoleico
conjugado (cis-9, trans-11) foi o Sigma Prod. N° 05632 e o padrio Supelco Prod. N°18919-
IAMP composto de um pool de ésteres metilicos de acidos graxos de Cs a Cu. A
determinagdo foi realizada em cromatégrafo gasoso Shimadzu CG 17-A AF versdo 3, sob as
seguintes condi¢des: coluna capilar de silica, marca Supelco-Wax (100m, 0,25mm de
didmetro), gas de arraste He em fluxo de 1,2 mL min-1, split (razdo de divisdo da amostra) de
1/100 e a temperatura do detector foi mantida a 220°C. A temperatura da coluna foi
estabilizada inicialmente a 165°C e aquecida gradativamente até 210°C.

O perfil de 4cidos graxos foi calculado a partir da somatoria das areas no
cromatograma dos respectivos acidos graxos previamente selecionados e identificados através
dos padrdoes empregados. O perfil de acidos graxos dos ingredientes utilizados nas dietas
experimentais ¢ apresentado na Tabela 2.

Os dados obtidos foram interpretados estatisticamente por meio de analises de

variancia e regressao utilizando o Statistical Analyses System - SAS (2001).

6.5. Resultados e Discussao

6.5.1. Consumo de nutrientes

Observaram-se efeitos significativos da inclusdo de niveis crescentes de feno de
capim coastcross em substituicdo a silagem de milho apenas sobre os consumos de PB, EE e
CNF (Tabela 3).

O consumo de PB variou de 3,88 a 4,19 kg/d e apresentou efeito linear crescente
com a inclusdo de feno nos tratamentos. Embora as dietas experimentais fornecidas as vacas

apresentassem valores semelhantes para teor de PB, estas consumiram menos PB quando
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receberam racdo contendo 9% de feno (3,88 kg/d). Provavelmente isto ocorreu porque os
animais deste tratamento apresentaram um dos menores consumos de MS (valores absolutos),

embora nao tenha sido detectado efeito dos tratamentos testados.

Tabela 2 - Perfil de acidos graxos (%) dos ingredientes das dietas experimentais.

AG. Ingrediente

Silagem Feno de Farelode  Farelo de Milho  Gérmen

de milho  Coastcross soja algodao moido  de milho

Perfil de acidos graxos (%)

Ce0 nd nd 0,10 Nd 0,06 Nd
Cs:o nd nd 0,02 Nd 0,05 Nd
Cio0 1,19 nd 0,02 0,01 0,24 Nd
Ci20 2,85 0,48 0,05 0,01 0,26 Nd
Cia0 4,28 0,50 0,52 1,09 0,87 0,10
C14;1 2,15 nd nd Nd 0,07 Nd
Ciso 3,47 0,26 0,07 0,02 0,13 Nd
Cis0 40,57 20,24 19,99 22,67 15,60 11,95
Cie: 1,92 0,12 0,28 0,85 0,25 0,43
Ci7:0 nd 0,28 0,15 0,10 0,27 0,06
Ciso 10,82 4,02 4,80 2,51 3,30 0,23
Cis:1n9¢ 9,77 31,44 18,42 19,66 34,13 36,48
ALC (Cis.c9411) nd nd nd Nd nd nd
Ci8:2n6¢ 18,66 39,06 51,81 53,60 44,00 50,42
Cisg:3n3 3,56 3,06 4,12 0,60 0,81 0,82

nd — acido graxo ndo detectado nos alimentos analisados

O consumo de EE apresentou efeito quadratico e variou de 0,49 a 0,60 kg/d, no
entanto, como as dietas experimentais apresentaram teores de EE muito semelhantes, talvez
essa diferenca de ingestdo possa ser decorrente da variagdo do consumo de MS em niimeros
absolutos, apresentados por estes animais, mesmo ndo tendo ocorrido efeito entre os
tratamentos.

Observou-se que, mesmo ndo ocorrendo efeito dos tratamentos sobre o consumo
de FDN,, (kg/d, %PV e kg/PV"”), o consumo desta foi superior a recomendagio minima de
1% do peso vivo, segundo NRC (2001). Houve efeito quadratico dos tratamentos sobre o
consumo de CNF (\A( = 0,002779167)(2 -0,10839375x + 8,4912; R2=91,O8; Pmin= 19,50).
Observa-se que o tratamento com 0% de feno na ragdo proporcionou o maior consumo de
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CNF, pois era constituido apenas de silagem de milho que apresentava menor tamanho de
particulas, aumentando provavelmente a taxa de passagem de particulas sélidas no rimen-
reticulo. Além disto, a auséncia de feno neste tratamento acarretou maior concentragao de

CNF como o amido, provenientes de graos de milho da silagem, aumentando o consumo.

Tabela 3 - Consumo de nutrientes em vacas em lactagdo recebendo dietas com niveis

crescentes de feno de coastcross (na base seca) em substituigdo a silagem de

milho.
Consumo de Niveis de substitui¢do CV.
o Regressao
Nutrientes 0% 9% 183%  27,6% (%)

MS, kg/d 24,82 23,74 24,71 2344 4,10 ¥ =24,18
MS, %PV 3,79 3,64 3,78 3,59 4,24 ¥ =3,70
MS, g/kg"” 19,17 18,37 19,08 18,13 422 Y =18,69
MO, kg/d 23,35 22,35 23,15 22,02 4,17 Y =22,72
PB, kg/d 4,07 3,88 4,19 4,02 2,82 !
EE, kg/d 0,49 0,54 0,60 0,53 6,96 z
FDNcp, kg/d 8,93 9,42 9,47 8,78 5,99 ¥ =915
FDNcp, %PV 1,36 1,44 1,45 1,34 6,06 Y =1,40
FDNcp, g/kg"” 6,87 7,28 7,31 6,79 6,10 Y =17,06
CT, ke/d 18,79 17,92 18,36 17,47 4,88 Y =18,14
CNF, kg/d 10,18 8,95 9,23 9,18 6,48 3
NDT, kg/d 15,62 13,55 15,58 13,64 7,79 ¥ = 14,60
NDT, % 66,64 62,69 68,33 63,29 8,57 ¥ = 65,24
NDT, g/kg"” 2,53 2,28 2,56 2,28 7,99 ¥ =241
ED, Mcal/kg MS 2,93 2,76 3,01 2,79 8,56 Y =287
EM, Mcal/kg MS 2,40 2,26 2,47 2,29 8,60 Y =236

MS, matéria seca; MO, matéria organica; EE, extrato etéreo; PB, proteina bruta;
FDNcp, fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e proteina; CT, carboidratos
totais; CNF, carboidratos nao fibrosos; NDT, nutrientes digestiveis totais.

'Y =0,002388542x + 3,69329861; R*=95 21

2¥ =-0,00029167x> + 0,010640625x% + 0,5108541667; R>=92.19; Pmax= 18,24

3 ¥ =0,002779167x* -0,10839375x + 8,4912; R*=91,08; Pmin= 19,50
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Apesar do efeito dos tratamentos observado sobre o consumo de PB e CNF, o
consumo de NDT mostrou variagdo de 13,55 a 15,62 kg/d e ndo foi afetado pela inclusao
crescente de feno nos tratamentos.

O efeito dos tratamentos sobre os consumos de PB, EE ¢ CNF podem ter sido
devido a diminuicdo da densidade das dietas em conseqiiéncia da inclusdo de feno,
caracterizando como dieta de elevada capacidade de enchimento. Essas dietas tém a
capacidade inibitoria de ingestdo voluntaria de alimentos através do aumento de pressdao
interna no rumen, identificado por receptores mecanicos presentes na parede ruminal, que
enviam sinais nervosos ao centro de saciedade no cérebro, promovendo a interrup¢do da

ingestdo voluntaria (Forbes, 1986).

6.5.2. Coeficientes de digestibilidade

Os coeficientes de digestibilidade da MS (56,24 a 63,64%), da MO (58,27 a
65,31%), da PB (58,76 a 66,09%), de EE (75,17 a 81,25%), de FDN,, (37,17 a 46,90%), CT
(57,44 a 64,04%) e de CNF (83,60 a 89,10%) ndo foram influenciados pelos diferentes
tratamentos utilizados neste trabalho (Tabela 4).

Os valores médios de coeficientes de digestibilidade da MS e da PB foram
semelhantes aqueles observados por West et al. (1998), que avaliaram a inclusdo de niveis
crescentes de feno de Tifton (8,5; 15,9 e 23,3%) em substituicdo a silagem de milho e
encontraram valores médios de 63,30 e 65,77 %, respectivamente. Por outro lado, os
coeficientes de digestibilidade da FDN,, neste trabalho, foram inferiores aos relatados pelos
referidos autores, que encontraram efeito linear para esse nutriente.

A similaridade energético-proteico das dietas experimentais através da inclusao de
feno e o ajuste dos alimentos concentrados para que fossem semelhantes em disponibilidade

de nutrientes, destacando apenas o acréscimo de diferentes quantidades de fibra efetiva
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oriundas do feno, pode ter contribuido para que ndo houvesse diferenca na digestibilidade dos

nutrientes avaliados.

Tabela 4 - Coeficientes de digestibilidade dos nutrientes das dietas com niveis crescentes de

feno de capim Coastcross (na base seca) em substituicao a silagem de milho.

Niveis de substitui¢ao C.V.

Nutriente 0% 9% 18.3% 27.6% (%) Regressao
MS (%) 62,97 56,24 63,64 57,15 9,94 Y = 60,00
MO (%) 64,63 58,27 65,31 59,36 9,36 Y = 61,89
PB (%) 65,48 58,76 66,09 60,52 11,31 Y = 62,71
EE (%) 79,58 81,25 80,93 75,17 9,12 Y= 79,23
FDN,, (%) 41,15 40,11 46,90 37,17 20,00 Y = 41,33
CT (%) 64,04 57,44 64,62 58,58 8,94 Y = 61,17
CNF (%) 88,72 83,60 89,10 86,99 2,82 Y = 87,10

MS, matéria seca; MO, matéria organica; EE, extrato etéreo; PB, proteina bruta;
FDN,,, fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e proteina; CT, carboidratos
totais; CNF, carboidratos ndo fibrosos; NDT, nutrientes digestiveis totais.
6.5.3. Producéo e composicéo do leite
A producao de leite variou de 39,64 a 41,12 kg/dia e foi influenciada pela inclusao
de feno nas dietas experimentais apresentando efeito linear inversamente proporcional aos
niveis crescentes de feno na ragdo (Tabela 5). O tratamento com 0% de inclusdo de feno de
Coastcross apresentou a maior producdo de leite, fato esse que pode ser atribuido a maior
ingestdo de MS (Tabela 3). A diminui¢do da producao de leite devido a inclusdo de feno em
quantidades crescentes também foi relatada por West et al. (1998) ao acrescentarem feno de
Tifton a dieta de vacas em lactagdao. Nao foi observado efeito entre tratamentos para produgao
de leite corrigido para 3,5% de gordura.
Nao houve efeito dos tratamentos sobre os teores percentuais de gordura, proteina,
lactose e solidos totais do leite. A composicdo percentual da gordura do leite apresentou
média inferior ao esperado e variou de 2,82 a 3,05. Esses resultados foram inferiores aos

teores de gordura observados por Akerlind et al. (1999), que encontraram valores de 5,07 e
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4,19% de gordura, respectivamente, ao avaliarem as produgdes de animais da raca Swedish
Red na White selecionados para altos e baixos teores de gordura no leite, recebendo dietas a
base de silagem e feno (55% e 5% na base seca da dieta total, respectivamente). Entretanto,
relataram que a producgdo de leite desses animais foi em média de 25,7 e 29,7 kg/dia,
respectivamente, para animais selecionados para alta ¢ baixa producao de gordura no leite, o
que demonstra ocorrer uma diminui¢do da concentracao de lipidios em fun¢do do aumento da
produgdo de leite, assim como para os demais solidos do leite.

O acetato ¢ o maior precursor da sintese de acidos graxos na glandula mamaria e
portanto, para manter a concentragdo de gordura no leite é imprescindivel a utilizagdo de uma
dieta com fonte de fibra de alta digestibilidade. A seguranga em nao reduzir a concentracao de
gordura no leite pode ser atingida, segundo Fox et al. (1992), mantendo-se niveis de FDN
efetivo na dieta entre 19 a 21%, oriundos de forragens processadas ou ensiladas. Neste
trabalho, estas recomendacdes foram atendidas nos tratamentos experimentais avaliados pois
o menor valor de FDN efetivo observado (26,1%) foi para o tratamento com 30% de inclusao
de feno (considerando que a FDN das forragens apresenta 100% de efetividade). No entanto,
outro fator que pode ter contribuido para os baixos teores de gordura no leite, ¢ a baixa
relacdo entre a quantidade de volumoso e amido digestivel na dieta, cujos valores nos
tratamentos deste experimento foram de 0,97, 0,97, 0,91 e 0,88, respectivamente, para os
niveis crescentes de 0% a 27,6% de inclusdo de feno. Segundo Chase (1993), citado por
Ashes et al. (1997), esta relagdo deve permanecer superior a 1, caso contrario esta condi¢ao
pode direcionar a fermentagdo ruminal para concentragdes mais elevadas de propionato,
composto com alto potencial de deprimir o teor de gordura do leite.

Nao foi observada interferéncia dos tratamentos sobre a producdo dos
componentes do leite, que apresentaram valores médios de 1,17, 1,79 e 4,56 kg/dia,

respectivamente, para gordura, lactose e sdlidos totais. Entretanto, a producdo didria de
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proteina variou entre 1,21 e 1,25 kg/dia e diferiu (P<0,05) entre os tratamentos com 0 e 10%

de inclusao de feno.

Tabela 5 - Produgdo e composicdo do leite de vacas em lactagdo alimentadas com niveis

crescentes de feno de capim Coastcross em substituicao a silagem de milho

Niveis de substitui¢ao C.V. ~

Item Regressdo
0% 9% 183%  27,6% (%)
Producao de leite
PL (kg/dia)' 41,12 39,64 40,74 40,46 2,31 4
PLG 3,5% (kg/d)’ 36,50 36,51 36,14 36,65 4,02 Y =3645
Composicao do leite
Gordura (%) 2,85 3,05 2,82 2,99 9.86 Y =293
Proteina (%) 3,06 3,07 3,05 3,09 223 Y=3,07
Lactose (%) 4,43 4,41 4,47 4,37 1,88 Y =442
Solidos Totais (%) 11,26 11,45 11,28 11,33 2,56 Y =1133
Uréia (NUL, mg/dL) 16,92 17,98 18,24 18,88 5,38 i
Producdo de constituintes do leite

Gordura (kg/d) 1,15 1,19 1,14 1,18 887 Y=1,17
Proteina (kg/d) 1,25 1,21 1,24 1,24 1,82 Y=1,24
Lactose (kg/d) 1,82 1,75 1,82 1,77 3,12 Y=1,79
Solidos Totais (kg/d) 4,61 4,52 4,59 4,55 2,00 Y =457

Eficiéncia de produgao
PL/CMS (kg/kg) 1,65 1,67 1,66 1,71 531  Y=167
N leite/CN’ (g/g) 0,271 0,284 0,259 0,277 5,76 6

"Producio de leite

? Produgio de leite corrigida para 3,5% de gordura

3 Consumo de N

N Y =-0,00572917x + 42,18125; R?=99,21

> Y =0,06030208x + 17,79159722; R*= 96,16

°Y =0,0000125x" -0,0004895833x + 0,2549305556; R* =87,66; Pmin= 19,58

Os teores de nitrogénio ureico no leite (NUL) variaram de 16,92 a 18,88 mg/dL e

apresentaram efeito linear crescente em relacdo ao incremento de feno nos tratamentos
avaliados. Exceto pelos valores de 18,24 e 18,88 mg/dL apresentados pelos tratamentos com
18,3 ¢ 27,6% de inclusao de feno, os demais se mantiveram dentro dos valores esperados e
estabelecidos por Jonker et al. (1999), que ¢ de 10 a 18 mg/dl, ajustados para as caracteristicas

dos animais e de producdo avaliadas nesse trabalho. No entanto, esses parametros sao

baseados em indicagdes estabelecidas pelo NRC (2001), podendo variar de acordo com os
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tipos de alimentos utilizados, nivel de ingestdo, nivel de producdo, condi¢des ambientais,
excesso de consumo de N ou de proteina degradavel no rimen, e ndo s3o considerados
alarmantes os valores que ultrapassaram o limite superior. Valores de N ureico no leite
observados acima dos parametros anteriormente citados podem ser atribuidos a um leve
desequilibrio na disponibilidade de energia de rapida assimilagdo pelos microrganismos
ruminais em relacdo a quantidade de N na forma de NNP presente no ramen. A eficiéncia de
utilizagdo de N, calculada a partir da relagdo quantidade de N no leite/consumo de N (g/g),
apresentou efeito quadratico com Pmin.= 19,58. Dessa forma, supde-se que o perfil de
aminodcidos exigido para a lactacdo ndo foi plenamente atingido e influenciou o indice de
menor eficiéncia de utilizacdo de N, tendo em vista que esses aminoacidos originarios dos
alimentos e/ou de microrganismos ruminais podem ser empregados na sintese de outros
produtos metabolicos (Cordeiro et al., 2007).

O perfil de acidos graxos determinados no leite de vacas em lactagdo submetidas
aos tratamentos com inclusao de niveis crescentes de feno de coastcross em substituicdo a
silagem de milho esta apresentado na Tabela 6.

Os acidos graxos de cadeia curta e média representados pelo acido caprdico (Cey),
acido caprilico (Cs.), acido caprico (Cjo.o), acido laurico (Cia.9), dcido miristico (Cj4.9), 4cido
decapentandico (Cjsp), acido palmitico (Ciep), 4acido palmitoleico (Cie:1) e 4acido
pentadecandico (C;7.9) ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos e tiveram média de
1,16; 0,90; 2,61; 3,57; 14,84; 1,27; 34,33; 2,45 e 0,70, respectivamente. O teor de acido
miristoleico (C4.1) foi afetado pelos tratamentos aplicados neste estudo e apresentou efeito
quadratico com Pmin.= 10,83. Segundo Grummer (1991), a dieta ¢ muito ineficiente em
promover a mudanga no perfil de acidos graxos de cadeia curta e média do leite, e segundo
Avila et al. (2000), essa alteragio é freqilentemente observada quando ocorre redugio no teor

da gordura geral do proprio leite. Portanto, o perfil de acidos graxos neste trabalho ja era
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esperado, uma vez que ndo houve variagdo de gordura do leite entre os tratamentos

experimentais.

Tabela 6 - Perfil de 4cidos graxos (%) do leite de vacas em lactagdo alimentadas com niveis

crescentes de feno de capim Coastcross em substitui¢ao a silagem de milho.

o Niveis de substitui¢ao C.V. ~
Acidos Graxos 0% 9% 18.3% 27.6% %) Regressdo
Ce:0 1,12 1,25 1,18 1,09 14,53 Y=1,16
Cs:o 0,87 0,96 0,92 0,86 12,47 Y =0,90
Cioo 2,59 2,71 2,62 2,53 11,34 ¥ =261
Ci20 3,63 3,62 3,52 3,50 7,92 Y =3,57
Ciao 15,38 14,92 14,11 14,93 14,14 ¥ = 14,84
Cia 1,09 1,05 0,99 1,04 6,37 !
Ciso 1,34 1,21 1,24 1,27 10,52 Y =127
Cis0 35,66 35,12 32,67 33,88 3,81 Y =3433
Cig:1 2,43 2,63 2,84 1,90 28,94 Y =245
Ci70 0,69 0,69 0,68 0,74 10,20 ¥ =0,70
Cis:0 12,76 12,20 12,66 13,83 8,47 2
Cis:1n9 21,56 22,58 24,77 23,15 448 Y =23,02
ALC (Cig.co.11) 0,37 0,45 0,43 0,45 14,66 Y =0,43
C15:2n6¢ 2,93 3,08 3,25 3,19 16,27 Y =3,11
Ci83n3 0,115 0,142 0,158 0,146 13,58 Y =0,14

'Y =0,0002083x” -0,008583x + 1,193; R>= 97,77; Pmin = 20,60
>Y =0,0051x" - 0,1003x + 12,742; R*= 0,99; Pmin = 9,83
O acido estearico (Cys0) variou de 12,20 a 13,83% e sofreu efeitos quadraticos
dos tratamentos, apresentando Pmin.=9,83 (P<0,05). Apesar do acido oléico (Cjs:1noc) do leite
variar de 21,56 a 24,77%, nao sofreu efeito dos tratamentos. No entanto, valores numéricos
crescentes foram observados conforme a inclusdo de niveis crescentes de feno nas dietas.
Concentra¢des mais elevadas de Cig.jno no leite de vacas submetidas aos tratamentos com
inclusdes maiores de feno indicam que ocorreu biohidrogenacao ruminal incompleta de acidos
graxos insaturados (Dhiman et al., 1999). O comportamento do perfil destes acidos graxos foi
semelhante aos observados por Storry et al. (1974) que trabalharam com dietas ricas em
forragens compostas por 47% de feno e 53% de concentrado (na base seca) e dietas ricas em
concentrado, com 8,3% de feno e 91,7% de concentrado (na base seca). Kalscheur et al.

(1997) e Piperova et al. (2002), estudando compostos intermediarios da biohidrogenacao
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ruminal de 4cidos graxos, observaram que diminuindo a relacdo volumoso:concentrado de
dietas contendo silagem de milho e feno de alfafa, de 60:40 para 25:75 (na base seca), ocorreu
um incremento no fluxo ruminal do 4cido graxo intermediario trans 18:1 em passagem para o
duodeno.

Neste trabalho verificou-se que a inclusdo crescente de feno em substituicdo a
silagem de milho ndo influenciaram as concentragdes de acido linolénico (Cig3n3) (0,115 a
0,158%) e acido linol€ico conjugado (Cis.co11), conhecido pela sigla ALC (0,366 a 0,453%),
entretanto, observa-se que houve uma tendéncia de aumento nos teores de acido linolénico
(Cis:3n3) € ALC com o aumento dos niveis de feno na ragdo. Shingfield et al. (2005) avaliaram
o perfil de 4cidos graxos do leite produzido por vacas alimentadas com dietas a base de feno
em comparagdo a animais que receberam silagem preparada a partir da mistura de grama
Timothy e festuca, e relataram que houve aumento na concentragdo de Cigs3n3 no leite.
Entretanto, ndo observaram diferenga nas concentracdes de ALC no leite dos animais. Da
mesma forma, Dhiman et al. (1999) ndo encontraram diferen¢a na concentracdo de ALC no
leite de vacas recebendo dietas contendo 50:50 de volumoso e concentrado, com propor¢des
crescentes de feno de alfafa (66,2% e 98,2%), e suplementacdo concentrada a base de milho
moido. Segundo Kelly et al., (1998); Akerlind et al., (1999) e Peterson et al., (2002), os
aspectos relacionados a individualidade do animal, os niimeros de lactacdes, os dias em
lactagdo, a atividade da enzima A’-desaturase na glandula mamaria e as linhagens genéticas,
sdo caracteristicas que podem influenciar na concentracdo de ALC no leite.

Devido a similaridade das caracteristicas das dietas experimentais avaliadas
(concentracdo dos nutrientes), os parametros avaliados em sua grande parte ndo mostraram

diferencas atribuidas aos tratamentos aplicados neste trabalho.
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6.6. Conclusao

A inclusdo de niveis crescentes de feno na dieta de vacas em lactagdo de alta
produgdo pode ser adotada como alternativa na diversifica¢ao de ingredientes na dieta, pois de
modo geral, influenciou positivamente apenas os consumos de proteina bruta, extrato etéreo e
carboidratos ndo fibrosos, sem afetar a digestibilidade dos nutrientes.

O aumento do tamanho das particulas de volumoso através da inclusdo de niveis
crescentes de feno na dieta influenciou a producao de leite (kg/dia) em vacas em lacta¢ao de
alta producdo, mas a producdo de leite corrigida para 3,5% de gordura e sua composi¢iao
centesimal ndo foram afetados. Apenas os teores de acido miristoleico (Ci4.1) € acido estearico

(Cis:0) sofreram modificagdes devido a inclusdo de niveis crescentes de feno na dieta.
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7.1. Abstract

We assessed the effects of vitreousness and particle size of maize grain on ruminal and
intestinal in sacco degradation of dry matter, starch and nitrogen. Six maize grain (Zea mays)
genotypes characterized by differing vitreousness (proportion of vitreous in total endosperm)
were ground (3-mm screen; Gr, ground particles, mean particle size (MPS): 526 um) and
cracked with a roller mill using 2 gap width settings (CS, cracked small particles, MPS: 1360
um; CL, cracked large particles, MPS: 2380 pum). The ruminal and intestinal in sacco
degradation of dry matter, starch and nitrogen was measured on three dry Holstein cows, fitted
with rumen, proximal duodenum and terminal ileum cannulas, fed maize silage ad libitum twice
daily. The ruminal starch degradability and intestinal digestibility differed among genotypes
(P<0.001) and decreased as particle size increased (P <0.001). For the same particle size,
starch ruminal degradability decreased (P <0.05) and intestinal digestibility decreased
(P <0.002) with vitreousness. Particle size and vitreousness of maize grain are efficient factors
for manipulating the amount of starch escaping rumen degradation, but may be limiting for the

amount of starch digested in the small intestine.

Keywords: Mobile bag technique, small intestine digestibility, particle size, vitreousness,

maize starch

7.2. Introduction

The milk and meat produced by ruminants are strongly dependent on the digestive
use of ration constituents. A large part of the ration is made up of concentrates, grains or grain
by-products rich in starch and protein. Starch is an important source of energy and its
degradation in the rumen fuels micro-organisms for the synthesis of microbial proteins and

volatile fatty acids (VFA). The starch that escapes digestion in the rumen enters the small
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intestine where it is broken down by pancreatic alpha-amylase and disaccharidase action,
producing glucose. The control of the site and extent of starch digestion limits the risk of
ruminal acidosis (Sauvant, 1997). Also, different sites of starch digestion generate different
nutrients (volatile fatty acids or glucose), which are used with different efficiencies for energy

production.

The proportion of the starch that escapes degradation in the rumen ranges from 50
to 650 g/kg of starch intake (Huntington, 1997; Crocker et al., 1998). This variation depends
partly on intake level and on the nature of the cereal. For the same cereal, technological
treatments (grinding, cracking, steam flaking, pelleting, extrusion and expander processing)
have a significant effect on ruminal starch degradability, resulting in considerable amounts of
starch escaping the rumen and entering the small intestine (Svihus et al., 2005; Huntington et
al., 2006). The physical characteristics of the cereal can also affect digestion rates.
Vitreousness is a variable used to define the hardness of a cereal grain. It is characterized by
structural and chemical features that cause the protein distribution (zeins/glutelins) in the
endosperm to affect the ruminal starch degradation by hindering the access of microorganisms
to starch granules (Philippeau et al., 2000). Vitreousness has been shown to adversely affect
microbial colonization of grain (McAllister et al., 1990) and starch ruminal digestion in steers
(Philippeau et al., 1999b) and dairy cows (Rémond et al., 2004).

Digestion of starch entering the duodenum occurs mainly in the small intestine
and is estimated to range from 380 to 880 g/kg (Owens et al., 1986). The amount of
pancreatic amylase secreted in the duodenum increases with increasing grain intake (Harmon,
1992). The intestinal starch digestibility still can be limited by factors as unfavorable
chemical conditions in the small intestine or the presence of pancreatic amylase inhibitors,
starch inaccessibility to enzymes linked to insolubility, or particle size decreasing the surface

area for starch digestion (Owens et al., 1986). Whereas the effects of intrinsic features of
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feeds on ruminal starch degradation have been widely investigated and quantified (Offner et
al., 2003), their effects on intestinal digestion remains still unclear.

Our present objective was to evaluate intrinsic features of feeds known to affect
starch digestion in the rumen and that could influence the accessibility of starch by
endogenous enzymes in post-ruminal digestion. We set out to assess (i) the effects of maize
genotypes (vitreousness) and physical processing (particle size) of grain on ruminal and
intestinal starch degradation, and (ii) the relationships between ruminal and intestinal starch
degradation. Because the protein distribution in maize grain endosperm is known to affect
accessibility of starch granules and their subsequent degradation, nitrogen degradation was

also measured simultaneously.

7.3. Material and Methods

7.3.1. Experimental feeds

The experimental feeds consisted of 18 maize grains (Zea mays) differing in genotype
(two lines: V64 and V68, and four hybrids: V35, V41, V47 and V55) and in physical
processing (Table 1). These genotypes were selected to represent a range of vitreousness
(proportion of vitreous in total endosperm, determined by near infrared spectroscopy,
Limagrain Genetics, France) from 350 to 680 g/kg. They underwent three treatments: ground
to pass through a 3-mm sieve (Gr, ground), and cracked with a roller mill using two gap width

settings (CS, cracked small; CL, cracked large).

7.3.2. Animals and diet
Six non-lactating Holstein cows were surgically fitted with a permanent ruminal
cannula (106 mm i.d.) made of polyamide and polyvinyl chloride (Synthesia, Nogent-sur-

Marne, France). Three of them were fitted with permanent T-shaped cannulas (19 mm i.d.)
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made of plastisol (Synthesia) with a gutter-type base placed at the proximal duodenum (15-20
cm caudal of the flexura cranialis) and in the terminal ileum (approximately 50 cm before the
caecum). The surgery was conducted aseptically under general anaesthesia using isoflurane.
Surgery and post-surgical care were conducted under conditions compliant with national
legislation on the care and use of laboratory animals (Statutory Order N°. 87-848, October 19,
1987, Journal Officiel, France). Animals were individually housed in stalls with free access to
water. The diet consisted of maize silage ad libitum, a mineral-vitamin supplement (200 g /
cow / d) and sodium bicarbonate (140 g / cow / d), given twice daily in equal amounts at

0730 and 1630 h.

Table 1. Chemical and physical characteristics of experimental feeds

Genotypes
V35 V41 V47 V55 V64 V68
DM (g/kg) 886 892 889 889 899 903
Starch (g’kg DM) 640 708 632 702 653 650
N (g’kg DM) 82 88 113 104 129 130
Vitreousness (g/kg) 350 410 470 550 640 680
Mean particle size (um)
Gr 500 581 552 551 547 501
CS 1364 1373 1318 1380 1423 1451
CL 2320 2294 2404 2366 2449 2450

Gr, ground; CS, cracked small; CL, cracked large.

7.3.3. In situ ruminal degradation kinetics

In situ ruminal degradation kinetics of each experimental feed were measured in
duplicate on three cows. Approximately 3 g of experimental feed was put into a dacron bag
(Ankom Co, Fairport, NY, USA; pore size: 53 um; internal dimensions: 5 x 10 cm) and
introduced into the ventral sac of the rumen at 0730 h, just before the morning meal. The bags
were removed after 3, 6, 9, 15, 24 and 48 hours of incubation, rinsed under cold tap water to
remove particles adhering to the outside, and frozen (-18°C). After thawing, the bags were
machine-washed in cold water for four cycles of 5 minutes each, dried at 60°C for 72 h in a
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forced-air oven, and weighed. Residues were grouped by experimental feed and time of
incubation for subsequent starch and N determinations. Since contamination of bags by
microbial N has been shown to be negligible in the determination of ruminal N degradability
of maize (Michalet-Doreau and Ould-Bah, 1992), the bags were not processed with a
stomacher before determining the N content in residues. Since degradation did not fit to first
order kinetics, particularly with CS and CL treatments, fractional degradation rate was not
determined, and the effective ruminal degradability of DM, starch and N was calculated by

the step-by-step method (Kristensen et al., 1982) with a fixed outflow rate of 0.06 / h.

7.3.4. In situ intestinal digestibility

Ruminal residues were obtained through rumen incubation of each experimental
feed for 15 h. Approximately 15 g of sample was put into large nylon bags (Ankom Co,
Fairport, NY, USA; pore size: 53 um; internal dimensions: 10 x 20 cm) and introduced into
the ventral sac of the rumen of three cows, just before the evening meal. One bag per cow per
experimental feed was incubated in duplicate (two consecutive periods) resulting in six bags
per experimental feed incubated. After removal from the rumen, the bags were rinsed, frozen,
thawed, washed and dried as described for the other rumen bags. The ruminal residues were

pooled by experimental feed before preparation of intestinal mobile bags.

Bags (Ankom Co, Fairport, NY, USA; pore size: 53 um; internal dimensions: 4 X
3 cm) with heat-sealed edges were filled with approximately 1.1 g (DM basis) of rumen
residues and an iron ball (6 mm diameter). The bags were processed by HCl-pepsin digestion,
with 2 g pepsin/l (2000 FIP-U/g, Merck, Fédération Internationale Pharmaceutique) of HCI
0.01 N solution for 90 minutes (39°C), with a mean pH of 2.65. After the acid-enzymatic
incubation, a maximum of 10 bags per cow per day, in a randomized distribution, were
inserted into the proximal duodenum through the cannula at 10 min intervals in three cows. A

round-ended cylindrical magnet (16 mm diameter x 13 mm, held by a rubber stopper) was
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used into the ileal cannula to recover the bags leaving the small intestine by attracting the iron
balls into the ileal cannula. Bags which were not recovered in the ileal cannula were
recovered from the feces up to 48 h. For each bag, the time elapsed between duodenal
introduction and ileal or faecal recovery was recorded. The intestinal bags were washed, dried
and weighed using the same procedure as for rumen bags. The intestinal residues were then
grouped by experimental feed and recovery site for subsequent starch and N determinations.
Intestinal digestibilities of DM, starch and N were calculated as the percentages of these
components that had disappeared from the bags between duodenal incubation and ileal (small

intestine) or faecal (whole intestine) recovery.

7.3.5. Laboratory analysis

The particle size distribution of feed was analyzed by dry granulometry based on
the Tecaliman method (Tecaliman, 1996). For this evaluation, 100 g of each experimental
feed was sieved in duplicate in a column with a series of 11 sieves, with 5000, 4000, 3150,
2000, 1250, 800, 500, 315, 200, 125 and 80 pum aperture sizes, in a vertical oscillator
apparatus for 10 minutes. Mean particle size of maize was calculated by fitting the data to a
log normal distribution (Waldo et al., 1971).

Experimental feeds, and rumen and intestinal residues were ground in a ball mill
and analyzed in duplicate for starch using an enzymatic method (Faisant et al., 1995) and for

nitrogen using the Dumas method (AOAC, 1990).

7.3.6. Statistical Analysis

Ruminal degradability (and intestinal digestibility) data were analysed by
ANOVA using the MIXED procedure of SAS (1996), with genotype, treatment, and their
interactions as fixed effects, and animal as random effect. The effect of vitreousness on

ruminal degradability (and intestinal digestibility) was assessed by variance-covariance
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models, including vitreousness, treatment, and their interaction as fixed effects, and animal as
random effect. For ruminal degradability, the statistical unit was the mean per experimental
feedstuff per cow (N =54). For intestinal digestibility, the time elapsed between duodenal
introduction and ileal or faecal recovery was introduced as covariable in the models, so that
the statistical unit consisted of each replicate (N =171 and 162 for small and whole intestine,
respectively).

Variance-covariance models were used to assess the relationships between DM vs.
starch vs. N digestion within each site (rumen, small intestine, whole intestine), including the
explanatory variable (X), genotype, and their interaction as fixed effects. The relationships
between starch digestion in rumen vs. small intestine vs. whole intestine were assessed by
single regression. In both variance-covariance and simple regression, the experimental unit
was the mean per studied feedstuff (N = 18), and both linear and quadratic models were

tested.

7.4. Results

7.4.1. Chemical and physical characteristics

The chemical and physical characteristics of experimental feeds are presented in
Table 1. Among genotypes, the starch content ranged between 632 and 708 g/kg of DM, and
the N content between 82 and 130 g/kg of DM. Vitreousness (proportion of vitreous in total
endosperm) ranged between 350 and 680 g/kg, and was positively related to N content
(P =0.006).

Mean particle size ranged from 2294 um to 2450 pm with CL, from 1318 pm to
1451 pm with CS and from 500 um to 581 um with Gr. With CL, the mean particle size was
positively related to vitreousness (P =0.02). The same trend was observed with CS

(P = 0.08), but not with Gr (P =0.75).
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7.4.2. Ruminal degradability

Ruminal degradability of DM, starch and N are described in Table 2. They ranged

from 289 to 593 g/kg for DM, from 237 to 658 g/kg for starch, and from 289 to 526 g/kg for

N. They were affected by both genotype and treatment. Differences in ruminal degradability

between maize genotypes were more marked with treatment Gr than with the other

treatments. Within a given treatment, differences in ruminal degradability between genotypes

Table 2. In sacco ruminal degradability of dry matter (DM), starch and nitrogen (N)

for different maize genotypes and particles sizes

Treatments Effects °
Genotype CL CS Gr SE? G T GT
DM ruminal degradability (g/kg)
V35 416"° 486B° 59342
V4l 4124¢ 4974° 58342
V47 3408° 45582 4805°
V55 3715B¢ 435¢PP 50088
V64 289¢P 3765 388
V68 353B¢ 414P° 48852 213 oo
Starch ruminal degradability (g/kg)
V35 351580 398 BCP 623 B2
V4l 4254¢ 4961° 63242
Va7 328BP 4814 457¢
V55 373AB¢ 4884° 65842
V64 237¢¢ 359¢P 419¢
V68 3438B¢ 439/Bb 57388 284 T
N ruminal degradability (g/kg)
V35 354 4AB¢ 422 ABP 52642
V4l 3774¢ 4344° 51542
V47 318B¢P 391 BCa 424
V55 352 AB¢ 408 BP 47282
V64 289¢P 360 354Da
V68 307°¢¢ 395BCP 4518 24 Y T 7

"' CL = cracked large; CM = cracked small; Gr = ground.

* SE values are pooled SE for each genotype x treatment means.
3 G = genotype; T = treatment.
*P<0.05;** P<0.01 ; *** P<0.001.

Means within a row (small letter) or within a column (capital letter) not sharing a
common superscript differ (P < 0.05).
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were negatively related to vitreousness for DM (P <0.001), starch (P<0.05) and N
(P <0.001). Starch disappeared after 3 h incubation time (expressed as g/kg incubated starch)
accounted for 111 (24 to 195) with CL, 227 (133 to 303) with CS, and 382 (193 to 524) with

QGr.

7.4.3. Intestinal digestibility

The transit time of bags between the duodenum and the ileum ranged from
5h35min. to 11 h 30 min., averaging 8 h 23 min. (SE =1 h 22 min.). For the bags that
travelled through whole intestinal tract and were recovered in faeces, the transit time ranged
from 20 h 50 min. to 47 h 40 min., averaging 25 h 37 min. (SE = 6 h 12 min.).

Small and whole intestine digestibilities are presented in Tables 3 and 4,
respectively. Small intestine digestibility ranged from 376 to 758 g/kg for DM, 392 to 851
g/kg for starch, and 451 to 875 g/kg for N. Whole intestine digestibility ranged from 501 to
862 g/kg for DM, 476 to 969 g/kg for starch, and 496 to 914 g/kg for N. In both small and
whole intestine, genotype and treatment both significantly affected DM, starch and N
digestibility. Differences between genotypes were more marked with treatment CL than with
the other treatments, for both small and whole intestine digestibilities. Within a given
treatment, differences in small intestine digestibility between genotypes were negatively
related to vitreousness for DM, starch, and N (P <0.001). Similar trends were observed in
whole intestine (P < 0.01 for DM, P < 0.001 for starch and N).

Intestinal digestibility was positively related to bag transit time. The increase in
digestibility averaged 1.27, 1.01, and 0.89 g/100 g / h for DM (P < 0.05), starch (P < 0.05)
and N (P <0.10) in small intestine, and 0.32, 0.23, and 0.26 g/100 g / h for DM (P < 0.001),

starch (P <0.001), and N (P < 0.0.01) in whole intestine, respectively.
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Table 3. In sacco digestibility in small intestine (g kg™ of duodenal incubation) of dry matter

(DM), starch and nitrogen (N) for different maize genotypes and particles sizes

Treatments | Effects °
Genotype CL CS Gr SE? G T GT
DM digestibility in small intestine (g/kg)
V35 55740 6784 71088
V4l 5654¢ 6468 75742
V47 503B° 6884 727482
V55 5504¢ 6275° 75842
V64 376°° 566<° 68758
V68 442 604 B0 68658 158 70
Starch digestibility in small intestine (g/kg)
V35 6144¢ 76540 84342
V4l 6324¢ 712B¢0 85142
Va7 515¢¢ 735ABb 793 B8
V55 5645¢ 698 <P 84342
V64 3920¢ 606°° 737¢8
V68 493 694 ° 79588 135 74
N digestibility in small intestine (g/kg)
V35 6664° 781 ABb 86542
V4l 6544¢ 7904° 87542
V47 5515B¢ 79740 8561
V55 6394° 75650 86942
V64 4510¢ 644 P° 79482
V68 517°¢¢ 679<° 79888 1o

"' CL = cracked large; CM = cracked small; Gr = ground.
* SE values are pooled SE for each genotype x treatment means.

3 G = genotype; T = treatment.
**%k P <0.001.

Means within a row (small letter) or within a column (capital letter) not sharing a
common superscript differ (P < 0.05).
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Table 4. In sacco digestibility in whole intestines (g kg duodenal incubation) of dry matter

(DM), starch and nitrogen (N) for different maize genotypes and particles sizes

Treatments | Effects °
Genotype CL CS Gr SE? G T GT
DM digestibility in whole intestines (g/kg)
V35 635B¢P 799 ABa 78652
V41 72640 752 BCP 83342
Va7 634B¢P 80742 g25ABa
V55 666°° 7608BC® 86242
V64 501P° 726<° 85742
V68 594¢¢ 726<° 816482 204 4T
Starch digestibility in whole intestines (g/kg)
V35 6775 89542 9354Ba
V4l 7824¢ 867 ABP 95548
V47 654B¢P 89542 91582
V55 6905¢ 8408B° 96942
V64 476°¢ 792 <P 935#Ba
V68 630¢¢ 829 BCP 953 ABa 163 7
N digestibility in whole intestines (g/kg)
V35 698 BCP 851 4B 87942
V41 7634¢ 824 ABP 89042
Va7 660°¢ 85340 893 Aa
V55 704 B¢ 8185P 91418
V64 4965 756<° 90844
V68 603P° 7570 88442 175 7o

' CL = cracked large; CM = cracked small; Gr = ground.

% SE values are pooled SE for each genotype x treatment means.

G = genotype; T = treatment.

*x%k P <0.001.

Means within a row (small letter) or within a column (capital letter) not sharing a

common superscript differ (P <0.05).
7.4.4. Relationships between DM, starch, and N degradation

In each digestive compartment, the DM, starch and N degradability (rumen) or

digestibility (small or whole intestines) were closely and linearly correlated (Table 5). No
significant interaction between the explanatory variable (X) and the genotype was observed,
and so the interaction was removed from the model. The intercept of the relationship did not

significantly vary among genotypes or treatments for N vs. DM and starch vs. N, but varied

among genotypes for starch vs. DM.
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Table 5. Relationships between dry matter (DM), starch and nitrogen (N) in sacco

digestibility in the rumen, the small intestine and the whole intestines.

Y X Intercept Slope G'
mean =+ se P mean =+ se P P SE R?

Ruminal degradability (g/kg)

Starch DM 214462 " 1.5+0.14 7 " 36 91

N DM 14421 NS 0.9+0.05 = NS 12 97

Starch N 227464 " 1.740.16 7 NS 36 .90
Digestibility in small intestine (g/kg)

Starch DM -69 422 " 1.2+0.04 7 7 14 .99

N DM 6+32 NS 124005 ™ NS 21 .97

Starch N 62434 NS 1.0£0.05 7 NS 22 97
Digestibility in whole intestines (g/kg)

Starch DM 191436 7 1.4+0.05 7 7 19 .98

N DM 56427 NS 1.1£0.04 ™ NS 15 .99

Starch N 118430 " 124003 7 NS 17 .99

! Effect of genotype on the intercept.
NS : not significant (P > 0.10); * P <0.05 ; ** P<0.01 ; *** P<0.001.
7.4.5. Relationships between starch ruminal degradability and intestinal digestibility
The relationships between different sites of starch digestion are shown in Figure 1.
Starch digestibilities in small and whole intestines were closely correlated with ruminal

degradability. The relationships were nonlinear and exhibited a significant quadratic term.

7.5. Discussion

7.5.1. Physicochemical characteristics of feeds

The six genotypes used in this assay were chosen to represent the range of
vitreousness variation of maize grain that is employed as feed for cattle (Table 1). Even if
cracking is not classically used by feed industry, the potential interest of this practice to
control digestive processes has been well documented (Callison et al., 2001; Rémond et al.,
2004), so that future development of such practices may not be excluded, particularly in short-
circuit systems where the concentrate is produced within the farm. The three treatments

produced larges differences in particle size distribution, averaging 539, 1385 and 2380 pum for
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mean particle size with Gr, CS and CL, respectively. The vitreousness effect on mean particle
size was observed for treatment CL and as a tendency for CS. In these treatments, the maize
grain was crushed by the action of a roller mill set at different gap distances for CL and CS,
causing grain fragmentation into different particle sizes. With the Gr treatment, the maize
grain was ground to pass through a 3-mm sieve, minimizing the effect of genotypes on

particle size.
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Figure 1. Relationships between starch ruminal degradability (SRD, g/kg starch incubated in
the rumen), starch digestibility in small intestine (SDSI, g/kg starch incubated in the
duodenum) and whole intestines (SDWI, g/kg starch incubated in the duodenum) of 18 maize
grains differing in genotype (@ - V35; B - V41; X - V47; A - V55; O - V64; I - V68) and
particle size. Different particle sizes within the same genotype are linked.

a) SDSI = - 202 (se 186, P=0.30) + 2.95 (se 0.82, P<0.01) SRD - 0.0021 (se 0.0009,
P <0.05) SRD*(N =18, RMSE = 5.2, R*=0.84)

b) SDWI = - 380 (se 211, P<0.10) + 4.35 (se 0.93, P <0.001) SRD - 0.0035 (se 0.0010,
P<0.01) SRD* (N =18, RMSE = 5.9, R*= 0.85)

Compared with other studies devoted to the effect of maize vitreousness and
treatment on digestion in ruminants, the starch content of the six genotypes used in this work
was similar to that presented by Philippeau et al. (1999b) and Corona et al. (2006). In

agreement with Philippeau et al. (1999b), the vitreousness was not correlated with starch
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content but was positively and linearly related to N content (P = 0.006). Maize grain with low
vitreousness has a weak protein structure in the endosperm and the protein matrix is

discontinuous (Kotarski et al., 1992).

7.5.2. Rumen degradation

Ruminal degradability presented a wide dispersion of values among genotypes. The
variability observed with treatment Gr (390 to 590 g/kg for DM and 420 to 660 g/kg for
starch) remains lower than that (400 to 720 g/kg for DM, 410 to 780 g/kg for starch) reported
by Philippeau et al. (1999a) for 14 maize genotypes ground through a 3-mm sieve with
vitreousness values ranging from 380 to 790 g/kg, which is a wider range than in this study.
This may also be explained by the lower variability in MPS in the present work (500 um to
580 pum) than in Philippeau et al. (1999a) (718 um to 1110 pm). The ruminal degradability
with treatment Gr was lower than previously reported for ground (3-mm or 4-mm sieve)
maize grains within a similar range of vitreousness (Philippeau et al., 1999a; Correa et al.,
2002). This underlines the high variability of results across studies with the in sacco method,
as reported particularly for starch (Offner et al., 2003).

Among the three different physical processing methods, the variability in ruminal
degradability among genotypes was more marked with treatment Gr than with treatments CM
and CL. Genotype thus seems to be the main limiting factor for grain starch accessibility to
bacterial attack in ground grain, whereas in cracked grain, accessibility is primarily limited by
granulometry. However, the negative correlation between vitreousness and ruminal starch
degradability with treatment Gr was weaker (R =-0.53, N=6) than in previous work with
immature (R =-0.93, N=9, Philippeau and Michalet-Doreau, 1997) or mature (R =-0.94,
N =14, Philippeau et al, 1999a) ground maize grains, over a comparable range of

vitreousness.
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As expected, the increase in MPS induced by different physical processing
resulted in a decrease in degradability in the rumen. We observed an average decrease in
ruminal starch degradability of 120 g/kg starch, when MPS increased by 1 mm. This was
mainly related to a decrease the short-term (3 h) disappearance rate, as also observed for the
rapidly degradable fraction by Rémond et al. (2004). The contribution of particle losses
through the bag pores is questionable when physical treatments conducting to different MPS
are compared. Nevertheless, with ground (3-mm) maize grains presenting comparable starch
disappearance kinetics than in the present work, starch washed out of the bag was measured
and averaged 93 g/kg incubated starch (Philippeau et al., 1999). It may thus be expected that

in the present study, particulate starch losses were also limited.

7.5.3. Intestinal digestion

N digestibility is classically assessed by the mobile bag technique (Jarosz et al.,
1994; Vanhatalo and Ketoja, 1995; Beckers et al., 1996; Van Straalen et al., 1997), but no
studies have used this method to evaluate the starch digestion in the small intestine, even
though a considerably amount of starch may escape ruminal digestion, and small intestinal
digestibility of starch is highly variable. This constitutes the most original aspect of the
present work. In the present work, starch incubated in the duodenum was obtained through
rumen incubations of experimental feeds for 15 h, taken as the mean retention time of
particles in the rumen. Although this procedure did not simulate the physical structure of
particles arriving in the duodenum, it is a standardized procedure to evaluate the intestinal
digestibility of grains escaping rumen digestion.

The retention time of mobile bags in the small and large intestines averaged nearly
8 h and 17 h, respectively. These values are consistent with retention times of digesta
determined in vivo in cattle (Vanhatalo and Ketoja., 1995). Although transit time significantly

affected the digestibility of the analysed constituents, the effect of transit time was low (on
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average 1.0 and 0.2 g/100 g starch/h in small and whole intestines, respectively). The
retention time was included as a covariable in the statistical model. The in sacco starch
digestibility in the small intestine, ranging from 390 to 850 g/kg, was consistent with the large
range observed in vivo, from 100 g/kg (Streeter et al, 1989; Knowlton et al., 1998) to 960 g/kg
(Zinn, 1990).

Despite a shorter retention time in the small than in the large intestine, intestinal
starch disappearance mainly occurred in the small intestine. The present results indicate that
only 134 g/kg (se = 37) of starch incubated in the duodenum disappeared in the large
intestines. Only 39% of the bags incubated in the duodenum were recovered through the ileal
cannula. Because of the intermittence of intestinal contractions and the narrow lumen of the
ileal cannula, this technique proved laborious and time-consuming, and required the presence
of the experimenter near the animals. However, since the observed in sacco starch
disappearance in the large intestines appears low and slightly variable, recovering bags in
faeces could be considered satisfactory for assessing intestinal digestion of starch in small
intestines.

As observed in the rumen, both particle size and vitreousness affected starch and
N digestibility in the small intestine. The negative effects of particle size and vitreousness on
starch digestibility in small intestine were already observed in vivo in dairy cows fed maize
grain as starch source (Rémond et al., 2004). In contrast, other publications showed no
difference in the small intestinal starch digestibility of maize grains varying in particle size
(Knowlton et al., 1998; Callison et al., 2001) or vitreousness (Philippeau et al., 1999b). In
contrast with starch, Rémond et al. (2004) reported no effect of maize grain genotype or
granulometry on in vivo N apparent digestibility in small intestine, but measurements
accounted for N from dietary (grain and forage), microbial and endogenous origins. We note

that in contrast to ruminal degradability, the effect of genotype on intestinal digestibility of
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dietary components was more marked for larger (CL) than for smaller (CS or Gr) mean

particle sizes.

7.5.4. Relationship between ruminal and intestinal in sacco starch digestion

As already observed for in vivo starch digestion (Rémond et al, 2004; Offner and
Sauvant, 2004), small and whole intestine starch digestibilities were closely correlated with
rumen degradabilities. The in sacco measurements performed in the present work evidence
that the relationships were not linear, as illustrated in Figures la and 1b. This indicates that
the efficiency of by-pass starch digestion in the intestine is limited with slowly degraded
starch. This is in line with Knowlton et al. (1998) and Callison et al. (2001), and shows that
together with enzyme concentration and transit time, intrinsic characteristics of grains can be
responsible for the limited digestion of starch in the intestine.

The use of the in sacco method to predict the extent of starch digestion in vivo has
been recently assessed using ruminal degradation (Offner and Sauvant, 2004), but to our
knowledge, no similar work has been done on intestinal digestibility. However, assuming that
the effects of particle size on the extent of starch degradation are similar in sacco and in vivo
(Rémond et al., 2004), the percentage of dietary starch that is potentially digestible in the
small (or whole) intestine can be estimated by the following equation: 100 x (1 - rumen
degradability) x small (or whole) intestine digestibility, with degradability and digestibility
expressed as g /g. Based on this calculation, the balance of starch digestion between rumen and
intestine (expressed as g digested / kg starch intake) can thus be illustrated as presented in
Figure 2. We note that irrespective of genotype and granulometry, the efficiency of intestinal
digestion of by-pass starch is optimal when ruminal starch degradability is near 400 g/kg.
When ruminal starch degradability is higher than 400 g/kg, intestinal starch digestion is

limited by the amount of starch entering the duodenum, whereas when ruminal starch
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degradability is lower than 400 g/kg, intestinal starch digestion is limited by the intrinsic

characteristic of grain, i.e. digestibility.
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Figure 2 - Relationship between estimated starch ruminal degradation and digestion in small
(a) and whole (b) intestines (g/kg starch intake) of 18 maize grains differing in genotype (® -
V35; - V41; X - V47; A - V55; O - V64; L - V68) and particle size. It is assumed that in
sacco reflects in vivo degradation. Different particle sizes within the same genotype are

linked.

7.6. Conclusion

Although both vitreousness and particle size of maize grain are efficient factors
for manipulating the amount of starch escaping rumen degradation, they are also limiting
factors for the amount of starch digested in the intestines. The non-linear relationship between
ruminal and intestinal in sacco degradation implies a threshold value maximizing the fraction
of starch intake digested in the intestines. The optimization of intestinal starch digestion
requires a fuller understanding of size and density of concentrate particles leaving the rumen

in vivo.
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8. Conclusdo Geral

A inclusdao de niveis crescentes de feno na dieta de vacas em lactacao de alta
producdo pode ser adotada como alternativa na diversificagao de ingredientes na dieta, pois de
modo geral, influenciou positivamente apenas os consumos de proteina bruta, extrato etéreo e
carboidratos nao fibrosos, sem afetar a digestibilidade dos nutrientes.

O aumento do tamanho das particulas de volumoso através da inclusao de niveis
crescentes de feno na dieta influenciou a producao de leite (kg/dia) em vacas em lactagdo de
alta producdo, mas a producdo de leite corrigida para 3,5% de gordura e sua composi¢do
centesimal nao foram afetados. Apenas os teores de acido miristoleico (Ci4:1) € acido estearico
(Cis.0) sofreram modificagdes devido a inclusdo de niveis crescentes de feno na dieta.

O tamanho de particula e a vitreosidade do grao de milho foram fatores eficientes
na manipulacao da quantidade de amido que ndo sofre degradagcdo ruminal, no entanto podem

limitar a quantidade de amido que ¢ digerida no intestino delgado.
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2. Poorly written and/or presented manuscripts (relative to the journal's guidelines) may be returned to
authors for upgrading by the editorial office, prior to a review for scientific merit.

3. Authors submitting a series of manuscripts, or multiple manuscripts on a similar topic that will be
reviewed in the same period, must indicate this clearly in Author Comments. Detail the authors, title(s), and
manuscript number(s) of any such submissions.

4. Authors may suggest reviewers in the Author Comments whom they judge qualified to evaluate their
submission. These suggestions will only be considered if e-mail addresses are also provided. Submission of
such names does not imply that they will definitely be used as referees.

5. Submission of an article is understood to imply that the article is original and is not being considered for
publication elsewhere. Submission of a manuscript to more than one scientific journal at the same time is
not acceptable to the Editors, and any such papers will be rejected outright. There is also the risk that future
papers from authors who do this will not be considered for publication. Submission also implies that all
authors have approved the paper for release and are in agreement with its content. Upon acceptance of an
article, Authors will be asked to transfer copyright (for more information on copyright see =+
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empbhasize part of the text.
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» Title (should be clear, descriptive, not too long and mention the animal(s) studied if appropriate)
* Name(s) of author(s)

» Complete postal address(es) of affiliations

* Full telephone and fax numbers, e-mail address of the corresponding author

* Present address(es) of author(s) if applicable
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* References
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indentation. Use lower-case letter type.

6. All abbreviations/acronyms used in a manuscript must be explained in full when first used in the
Abstract, and again when first used in the body of a manuscript. In addition, a separate list of
abbreviations/acronyms used should follow the list of keywords. Keywords should not exceed eight and
avoid words used in the title. Authors should try to restrict the use of abbreviations/acronyms to the most
commonly used terms.

7. Use past tense for current findings, and the present tense for "truths" and hypotheses.

8. Percent is only used to indicate relative changes. For composition, both w/w (often solids composition
g/kg) and w/v (e.g. g/L), v/v (e.g. m/L), mol/mol or M can be accepted depending on the circumstances.
Specify units (e.g. g/L) and never as percent.

9. If differences between treatments are statistically significant, this should be indicated by adding the
actual 'P' value obtained. If 0.10 > P > 0.05, then differences can be considered to suggest a trend, or
tendency, to a difference, but the actual 'P' value should be stated. Further information on this issue can be
found in Animal Feed Science and Technology Vol. 129/1-2.
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11. Use spaces between values and units, except for C and %.

12. Elsevier reserves the privilege of returning to the author for revision accepted manuscripts and
illustrations which are not in the proper form given in this guide.

Abstracts

The abstract should be clear, descriptive and not longer than 400 words. It should contain the following
specific information: purpose of study; experimental treatments used; results obtained, preferably with
quantitative data; significance of findings; conclusions; implications of results if appropriate.

Materials and Methods
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The following definitions should be used, as appropriate: a. aNDFom-NDF assayed with a heat stable
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may contribute to the 'fibre' values and to subsequent digestibility coefficients.

Reporting 'hemicellulose' values as the difference between NDF and ADF is generally only acceptable if
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total digestible nutrients (TDN) are not acceptable terms for describing feeds and should only be referred to
in a historical context.

2. SI or SI-derived units should be used throughout (e.g. MJ and not Kcal for energy concentrations).
Concentrations should be expressed on a 'per kg' basis (w/w); however, w/v, v/v, mol/mol or M may be
accepted depending on the circumstances. In addition, 'units' and 'equivalents' are acceptable. Normality
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should be avoided, as it may be ambiguous for certain acids. If analytical standards have been used, they
should be specified by name (e.g. yeast RNA) and form (e.g. lactose monohydrate). Percents should only
be used when describing a relative increase or decrease in a response. Proportions should be maximum 1.0
or <1.0. For more details see the editorial in Vol. 118/3-4.

3. Digestibility/metabolisability and degradability should always be expressed as a coefficient (not %), and
the content of, for example, the digestible component should be expressed as g/kg: thus, the coefficient of
digestibility of dry matter is 0.8, while the content of digestible dry matter is 800g/kg. A distinction
between true and apparent digestibility should be made, as well as between faecal and ileal (e.g. coefficient
of total tract apparent digestibility - CTTAD). The terms 'availability' and 'bioavailability' should be
avoided without definition in context.

4. Manuscripts describing the use of commercial feed products are welcome, but should include the
following information: major components, contents of active ingredients (for example enzyme activities).
Independent verification, as opposed to a manufacturers guarantee, is always desirable and often avoids
difficulties in the review process, especially where there are no, or few, treatment impacts. The Editors
reserve the right to reject any manuscript employing such products, wherein this information is not
disclosed.

5. Submissions concerning feedstuff composition are welcome when published and/or accepted analytical
procedures have been employed. However, unusual feedstuffs and/or a wide range of data are pre-
requisites.

Submissions concerning NIRS may be suitable when more accurate, precise or robust equations are
presented. Mathematical, technical and statistical advancement, may constitute the foundation for
acceptance. For more details see the editorial in Vol. 118/3-4.

6. Statistical analysis is an integral part of most manuscripts. It is suggested that authors consult the
editorial in Vol. Vol. 129/1-2.

References

1. All publications cited in the text should be presented in a list of references following the text of the
manuscript. The manuscript should be carefully checked to ensure that the spelling of authors' names and
dates are exactly the same in the text as in the reference list. The accuracy of the references is the
responsibility of the author(s).

2. References published in other than the English language should be avoided, but are acceptable if they
include an English language 'Abstract’ and the number of non-English language references cited are
reasonable (in the view of the handling Editor) relative to the total number of references cited.

3. In the text refer to the author's name (without initial) and year of publication, followed - if necessary - by
a short reference to appropriate pages. Examples: "Since Peterson (1988) has shown that...". "This is in
agreement with results obtained later (Kramer, 1989, pp. 12-16)".

4. If reference is made in the text to a publication written by more than two authors, the name of the first
author should be used followed by "et al.". This indication, however, should never be used in the list of
references. In this list names of first author and co-authors should be mentioned.

5. References cited together in the text should be arranged chronologically. The list of references should be
arranged alphabetically on authors' names, and chronologically per author. If an author's name in the list is
also mentioned with co-authors the following order should be used: publications of the single author,
arranged according to publication dates - publications of the same author with one co-author - publications
of the author with more than one co-author. Publications by the same author(s) in the same year should be
listed as 2001a, 2001b, etc.

6. Use the following system for arranging your references:

a. For periodicals
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9. Work accepted for publication but not yet published should be referred to as "in press".
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Tables
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71



manuscript.

3. All data in figures should have a measure of variation either on the plot (e.g., error bars), in the figure
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2. If used, they should be numbered in the text, indicated by superscript numbers, and kept as short as
possible.

Nomenclature
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nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical Nomenclature, the International Code of

Nomenclature of Bacteria, and the International Code of Zoological Nomenclature.
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