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RESUMO

Objetivou-se avaliar a substituicdo parcial da proteina bruta (PB) de farelo de soja (FS;
49,2% PB) por gréos de destilaria de alta proteina com levedura (DDGY; 50,2% PB) em
dieta de vacas em lactacdo. As dietas continham em média 16,7% de PB na matéria seca
(MS). Trinta e duas vacas holandesas foram alimentadas individualmente por duas
semanas de padronizacéo e por oito semanas de comparagdo. Os animais foram blocados
e alocados a dieta controle (CTL; 17,8% FS na MS) ou DDGY (11,6% FS e 6,3% DDGY
na MS). A inclusdo de DDGY representou 3,3% da PB da dieta. Foram avaliados o
desempenho leiteiro, consumo, digestibilidade de nutrientes, concentracdo plasmatica de
N-ureico e glicose, e comportamento de ingestdo. A cinética de degradacdo ruminal da
PB do DDGY e do FS foi determinada in situ e a digestibilidade intestinal da proteina
ndo degradavel no rdmen (PNDR) das fontes proteicas foi determinada in vitro.
Comparado ao FS, DDGY teve maior fracdo proteica indigestivel C (38,5 vs. 3,3% da
PB), fracdo proteica instantaneamente degradavel A semelhante (13,7 vs. 17,7%), e
menor fracdo lentamente degradavel B (43,5 vs. 83,0%). O DDGY também teve menor
taxa fracional de degradacédo da fracdo B comparado ao FS (4,4 vs. 8,5 %/h). O DDGY
teve menor proporc¢édo da PB degradada no rimen, considerando taxa de passagem de 4 a
7%/h. A digestibilidade intestinal do DDGY foi menor que do FS (61,0 vs. 50,7% da
PNDR no residuo de 16 h de incubacdo). DDGY e FS tiveram digestibilidade intestinal
baixa, no entanto a reducéo foi proporcional para os dois alimentos. A dieta com DDGY
aumentou a producdo de leite (32,2 vs. 31,3 kg/d), sem efeito sobre o consumo de MS
(22,3 kg/d) e aumentou a eficiéncia alimentar (1,48 vs. 1,42). O DDGY tendeu a aumentar
a producdo diéria de caseina (0,806 vs. 0,779 kg/d) e reduziu a concentracdo de N-ureico
no leite (17,1 vs. 14,1 mg/dL) e no plasma (19,1 vs. 16,5 mg/dL, média de 0, 2, 4, 8, 12,
16 e 20 h pds alimentacdo). Nao houve efeito sobre a digestibilidade aparente no trato
total da MS, matéria orgénica, amido e fibra em detergente neutro e sobre a excrecao
urinéria de alantoina e a concentracao de glicose plasmatica. Vacas no DDGY tenderam
a comer por menos tempo (272 vs. 299 min./d), sem efeito sobre o tempo de ruminagéo
(460 min./d), aumentaram a proporcao do consumo
a tarde (44,0 vs. 37,6%). A frequéncia, duracdo e tamanho das refei¢cbes ndo diferiu. A
substituicdo parcial de FS por DDGY nédo teve efeito sobre a digestibilidade dos
nutrientes, consumo e producdo de proteina microbiana no rumen e afetou o
comportamento alimentar, aumentou a producdo de leite e a eficiéncia alimentar. A dieta
com DDGY reduziu a concentracdo de N-ureico no plasma e no leite, suportando a
estimativa in situ de maior suprimento de PNDR com DDGY, comparado ao FS.

Palavras-chave: proteina, gado de leite, grdos de destilaria, coproduto de milho



ABSTRACT

This experiment evaluated the partial replacement of soybean meal (SBM) with distillers
dried grains with yeast (DDGY) at the same diet crude protein (CP) content for dairy
cows. Compared to SBM (49.2% CP), the DDGY (50.2% CP) had higher in situ rumen
undegradable CP (RUP) and lower in vitro RUP intestinal digestibility. Thirty-two
Holstein cows were individually fed a standard diet for 2 weeks and treatments control
(CTL) or DDGY for 8 weeks. Diets had 16.7% CP and the inclusion of SBM was 17.8%
in CTL and 11.6% in DDGY. In the DDGY diet, the inclusion of DDGY was 6.3%,
representing 3.3% of diet CP. Data were analyzed with a repeated measures approach.
Significance was declared at P < 0.05 and trends at 0.05 < P < 0.10. There was no
significant interaction between treatment and time for any variable measured over time.
The DDGY increased milk yield (32.2 vs 31.3 kg/d) at similar dry matter intake (DMI;
22.3 kg/d), increasing the milk to intake ratio (1.48 vs 1.42). The positive effect of DDGY
on milk yield was fast acting and consistent throughout the experiment. The DDGY
tended to increase the yields of milk casein and protein. The concentrations in milk and
the daily yields of fat and lactose did not differ. The DDGY reduced urea-N in milk (14.1
vs 17.1 mg/dL) and plasma (16.5 vs 19.1 mg/dL, average of 0, 2, 4, 8, 12, 16, and 20
hours post-feeding). The total tract apparent digestibility of dry matter, organic matter,
starch, and neutral detergent fiber, rumen microbial yield, and plasma glucose
concentration did not differ. The DDGY tended to reduce eating time (272 vs 299 min/d)
and had no effect on rumination time (460 min/d). The DDGY increased the proportion
of daily intake in the afternoon (44.0 vs 37.6%). In the morning (0700-1300 h), DDGY
increased the refusal for feed particles > 19 mm (69.3 vs 93.7% of predicted intake) and
the selection in favor of particles < 8 mm (120 vs 101% of predicted intake). The
frequency, duration, and size of meals did not differ. The partial replacement of SBM
with DDGY had no effect on diet digestibility, intake, and rumen microbial yield, affected
eating behavior, improved milk yield and feed efficiency, and reduced plasma and milk
urea-N, supporting the in situ estimation of higher RUP supply in DDGY than in SBM.

Keywords: corn distillers dried grains, ethanol coproduct, protein, yeast coproduct



Resumo interpretativo

Substituicao parcial de farelo de soja por graos de destilaria de alta proteina com levedura
para vacas em lactacao
Elaborado por Julia Diane Lima Dias orientada por Marcos Neves Pereira

A producdo de etanol combustivel de milho no Brasil € incipiente, com possibilidade de expansao.
A industria de etanol de milho gera diversos coprodutos Gteis na alimentacdo de ruminantes. O
principal coproduto sdo os grédos de destilaria com solutos (GDS). Esse alimento proteico varia
quanto a composicao, teor de proteina e valor nutricional, de acordo com a tecnologia de producao
de etanol empregada. Com o para fracionamento do grdo de milho antes da fermentacdo para
produzir etanol obtém-se os GDS de alta proteina. Os objetivos desse estudo foram: caracterizar
GDS de alta proteina produzido no Brasil; avaliar o desempenho de vacas em lactacdo com
substituicdo parcial do farelo de soja por GDS de alta proteina na dieta. Os GDS de alta proteina
foram incubados no rimen de vacas em lactacdo fistuladas para caracterizar a degradacao ruminal
desse alimento. A digestibilidade da proteina ndo degradavel no ramen também foi mensurada.
A descricdo da proteina do alimento em fragOes rapidamente degradavel, lentamente degradavel
no rimen e indigestivel é fundamental para formulagéo de dietas. Para avaliacdo de desempenho
32 vacas em lactacao divididas em dois grupos receberam duas dietas por 56 dias. A dieta controle
continha farelo de soja, que foi substituido parcialmente por GDS de alta proteina (6,3% da
matéria seca dietética) na dieta tratamento. As dietas foram iso-proteicas. Vacas que consumiram
0s GDS de alta proteina produziram mais leite (31,3 vs. 32,2 kg/d), mais caseina (+ 27 g/d) e
tiveram maior eficiéncia alimentar. VVacas no tratamento tiveram menor concentracéo de N-ureico
no leite (17,1 vs. 14,1 mg/dL) plasma, que sinaliza melhor utilizagdo da proteina dietética para
producdo de leite. A substituicdo parcial do farelo de soja por GDS de alta proteina foi benéfica
a producao e eficiéncia alimentar de vacas em lactagdo.

Caracterizacao dos GDS de alta proteina e formulacao de dietas controle

Avaliagdo douso de GDS em substituicdo parcial ao farelo de soja para
e com substituicao parcial do farelo de soja por GDS de alta proteina

vacas em lactagdo

CTL GDS

Silagem de milho 408 405
Feno de aveia 47 48
Farelo de sofa 17.8 16
g GDS de alta proteina 8.3
Carogo de algoddo 83 84
Milho reidratado ensilado  14.7 147
Polpa citrica 1.0 1.0
PB 16.6 16.7
FDN 292 314
Amido 266 269

Cinzas 6.0 58

Extrato etéreo 43 42

36
35 4
34 4
33 1
32 4
31 4
30
29 1
28 4
27

Leite, kg/d
- - N NN
- S N B

N-ureico no plasma, mg/dL
-
®

-
N

cv2 4 6 8101214 1618202224 2628 30 32 34 36 38 40 4244 46 48 50 52 54 56 0 2 4 8 12 16 20

Dias Tempo ap6s alimentagio, h
Produgio de leite na dieta controle () ou GDS de alta proteina (s). P = 0.01 ~ Nitrogénio ureico no plasma na dieta controle () ou GDS de alta proteina (e).
para efeito de tratamento, P < 0.01 para efeito de dia P = 0.99 para interagio P < 0.01 para efeito de tratamento e hora e P = 0.84 para interacdo entre
tratamento x dia. tratamento e hora.



SUMARIO

CAPITULO1 USO DE COPRODUTOS DE ETANOL DE MILHO NA

ALIMENTAGCAO DE VACAS LEITEIRAS........cooveteeeeeeeeeeseeseeeeeieses s sses st 10
1.1 INTRODUGAOD .......coieieeeeeeeteses e testsss et sas st st s st s st 10
1.2 REFRENCIAL TEORICO ..ottt n s 11
1.2.1 Producéo de etanol de milho e coprodutos para alimentacdo animal .......................... 11
1.2.2  Proteinas do gréo de MilN0 .........ccoooiiiiiiiiii e 15
1.2.3 Composicéo e valor nutricional de coprodutos do milho ..........cccceeveiviiciic e, 16
1.2.4 Farelo de glaten de milho fibroso e farelo de glaten de milho proteico...................... 17
1.25 GErmMen de MIlNO ....ocoiiiiiiiie e 17
1.2.6 Gréos de destilaria Com SOIULOS .........cuiiieriiiiiiieiiee e e 19
1.2.7 Degradacdo ruminal e digestibilidade da proteina de gréos de destilaria.................... 25
1.2.8 Palatabilidade e digestibilidade de alimentos contendo leveduras: ............c.ccoceevenene. 35
1.2.9 Uso de coprodutos do milho na alimentacédo de vacas em lactacdo e desempenho

L= (=T ] (oSSR 37
1.2.10 Uso de gréos de destilaria secos ou imidos e desempenho na lactaco....................... 37

1.2.11 Importancia da qualidade proteica dos gréos de destilaria no desempenho leiteiro.... 39

1.2.12 Teor de extrato etéreo e acidos graxos dos gréos de destilaria e desempenho na
TACTAGED ... et 48

1.3 REFERENCIAS ..ot e ee e tes ettt sen st 51

CAPITULO2  USO DE GRAOS DE DESTILARIA DE ALTA PROTEINA COM

LEVEDURA E ESTRESSE POR CALOR EM VACAS EM LACTACAO ......ccccoovvrerreane. 61
2.1 INTRODUGAO: .....ooiiceeeeeecetee e tee e esae st s st aenens 61
2.2 MATERIAIS E METODOS: .......oiieiieeeeeieseieeeesestese et sesasses s s nessss s 62
2.3 RESULTADOS: ..ottt sttt et nesneereena e s ee s 64
2.4 TABELAS E FIGURAS: ... ..ottt 66
2.5 REFERENCIAS: ......ooiiiiieietee ettt 69
SEGUNDA PARTE — ARTIGO ..ottt ettt 71
INTRODUGCTION ..ottt sttt sttt et sttt e beeseeneeneenens 73
MATERIALS AND METHODS ......cooiiiiie sttt 74
In situ rumen incubation and in vitro intestinal digestibility of protein sources .................... 74
Location, Cows, and Experimental DeSIGN ........c.cccvoueiiereiieiee e se e enee e 76
Feed Management, Variables, and Analytical Procedures............ccocevvevieiieeviesie e 77
SEALISTICAT ANAIYSIS. ...ttt ettt bbbt 80
RESULTS ..ottt ettt s et e et et e bt e e bt e be e s et e e sbeebenbeebeeneeneeneenes 81
DISCUSSION. ...ttt e st et e st e e beeteeseese et et e s aestesaeeseeneeneesseneas 83
CONGCLUSIONS ...ttt ettt e ee b e sbeebeabeereeneene e e s 88
REFERENGCES ...ttt sttt b e sa s e e et e teebesneereeneenee e e s 88

TABLES AND FIGURES. ...t 95



10

CAPITULO 1 USO DE COPRODUTOS DE ETANOL DE MILHO NA
ALIMENTACAO DE VACAS LEITEIRAS

1.1 INTRODUCAO

A producéo de etanol combustivel de milho esta crescendo no mundo e no Brasil. Os
maiores produtores de etanol séo os Estados Unidos e o Brasil, com 56,7 e 33,1 bilhdes de litros
em 2019, respectivamente (Renewable Fuels Association, 2020; Confederacdo Nacional da
Agricultura, 2020). No Brasil apenas 4,7% da producéo de etanol vem do milho, a maior cultura
utilizada na industria nacional é a cana-de-acucar. Nos Estados Unidos mais de 95% do etanol
é produzido do milho (Renewable Fuels Association, 2020). O uso do milho para etanol no
Brasil € muito pequeno, comparado ao mercado norte-americano, e tem potencial de expanséo.
Os gréos de destilaria com solutos (GDS) sdo o principal coproduto do etanol de milho, e sdo
fonte importante de proteina e energia na alimentacao de ruminantes (Liu, 2011).

O desenvolvimento pela inddstria de métodos de fracionamento do grdo antes da
fermentac&o para produzir etanol levou ao surgimento de GDS com alto teor de proteina e baixo
teor de gordura (Majoni et al., 2011). Teor de extrato etéreo mais baixo, e proteina de alta
qualidade e digestibilidade nos GDS sdo caracteristicas desejaveis para a alimentacdo de vacas
em lactacdo. A disponibilidade de GDS com essas caracteristicas vem crescendo (US Grain
Council, 2012), e renovou o interesse em pesquisa com GDS de alto teor de proteina e baixo
teor de gordura (Bronw e Bradford, 2020; Lobos et al., 2021).

Caracteristicas do grdo podem influenciar a composicdo e o valor nutricional dos
coprodutos do etanol. A cinética de degradacdo ruminal dos GDS difere com o tipo de grao
usado na fabricacdo do combustivel. Os GDS de trigo sdo degradados mais rapidamente e mais
extensivamente no rimen que GDS de milho (Li et al., 2012). No mercado brasileiro o milho é
predominantemente duro e de baixa digestibilidade, comparado ao milho norte-americano
(Correa et al., 2002). O tipo e a quantidade de proteina presente no endosperma estdo
relacionados a dureza do grao (Pratt et al., 1995). O endosperma vitreo tem maior teor de zeina
comparado ao endosperma farindceo (Dombrink-Kurtzman e Bietz, 1993; Landry et al., 2004).
A zeina tem alta proporcéao de residuos hidrofdbicos, tais como a prolina (Shukla e Cheryan,
2001), que Ihe confere resisténcia a degradacdo ruminal (lvan et al., 1996). A zeina é composta
pelas subunidades a, B, v, € 6. A proporgdo de a-zeina é maior no endosperma farinaceo,
enquanto a y-zeina é predominante no endosperma vitreo (Dombrink-Kurtzman e Bietz, 1993).

A guantidade de levedura adicionada aos GDS varia de fabrica para fabrica e também

pode influenciar a composicgéo final deste coproduto (Belyea et al., 2004). Recentemente estudo
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de degradacédo in vitro mostrou que GDS brasileiro e norte-americano diferiram quanto a
digestibilidade da matéria seca (MS), ainda que oriundos da mesma tecnologia de producdo de
etanol (Palowski et al., 2021).

Os objetivos do primeiro experimento nesse projeto foram: 1) caracterizar os GDS de
alta proteina com levedura quanto a cinética de degradacdo ruminal, digestibilidade e
composi¢do em aminoécidos. 2) avaliar o desempenho de vacas em lactacdo em dieta com

substituicdo parcial de farelo de soja por GDS de alta proteina com levedura.

1.2 REFRENCIAL TEORICO
1.2.1 Producéo de etanol de milho e coprodutos para alimentagdo animal

O etanol é uma fonte de energia renovavel. O interesse no desenvolvimento da producao
de etanol combustivel é justificado pelo alto impacto do setor de transportes na emissao de
gases do efeito estufa e a grande dependéncia desse setor por fontes fésseis de combustivel. O
etanol pode ser produzido a partir de diversas biomassas, como agulcares, amido e celulose. O
etanol de acUcar e de amido € chamado de primeira geracao, ja o oriundo de celulose é chamado
de segunda geracdo (Kumar e Singh, 2019).

O Brasil é 0 segundo produtor mundial de etanol, atras apenas dos Estados Unidos, que
produziu 56,7 bilhdes de litros em 2019 (Renewable Fuels Association, 2020). Na safra de
2019/2020 a produgéo brasileira foi de 35,6 bilhdes de litros, dos quais 34 bilhdes foram
oriundos de cana-de-agUcar e 1,6 bilhdes de amido de milho (CNA, 2020). Nos Estados Unidos,
cerca de 95% do etanol é produzido a partir do milho.

A producdo do etanol requer a fermentacdo do agucar, comumente feita pela levedura
Saccharomyces cerevisiae. A levedura ndo consegue fermentar o amido diretamente, portanto,
uma etapa de hidrélise anterior a fermentacéo é necessaria. O amido pode ser extraido do gréo
de milho por moagem Umida ou seca. Esses métodos de extracdo exigem equipamentos e
processos distintos, e geram coprodutos diferentes em quantidade, valor nutricional e valor de
mercado (Rausch e Belyea, 2006). O principal coproduto da producdo de etanol por de moagem
seca sdo os grdos de destilaria com solutos (GDS, distillers grains with solubles, em inglés). O
principal coproduto do processamento por moagem Umida € o farelo de gluten de milho (Liu,
2011).

A moagem Umida do milho também é utilizada para producdo de bebidas. Antes da
fabricacdo de etanol combustivel de milho, os coprodutos para alimentacdo animal vinham da

fabricacdo de bebidas alcoolicas (Loy e Lund, 2019) que sdo feitas normalmente com misturas
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de grdos. Os coprodutos da producdo de bebidas tém baixo valor de mercado comparado as
bebidas e pouca importancia na receita das fabricas. Por isso ndo hé& padronizagdo no processo
de producdo dos coprodutos, que leva a variabilidade quanto a composi¢cdo. Com o crescimento
da industria do etanol combustivel, a disponibilidade e qualidade dos coprodutos de destilaria
de milho para alimentagdo de ruminantes aumentou, bem como o interesse da pesquisa nesses
alimentos (Robinson et al., 2008).

Devido a maior eficiéncia e economia energética na moagem seca (Kumar e Singh,
2019), cerca de 90% do etanol de milho é produzido nos Estados Unidos por esse processo
(RFA, 2020). Os nutrientes restantes do grdo apds a extracdo do amido (proteinas, lipideos,
fibra, minerais e vitaminas) ndo se alteram significativamente pela fermentagdo, mas séo
concentrados. Esses nutrientes estardo presentes nos GDS.

Apds a extracdo do amido, a producdo do etanol de milho segue com a fluidificacgéo,
cozimento e liquefacdo do amido. A etapa seguinte € a quebra enzimatica do amido a dextrinas
por uma a-amilase e das dextrinas a glicose por uma amiloglicosidase. Em seguida a levedura
faz a fermentacdo da glicose, gerando um mosto com concentracdo de 14 a 20% de alcool. O
alcool anidro é obtido da destilacdo desse mosto. O residuo umido obtido apds a fermentacao
do mosto é centrifugado, evaporado e sofre extracdo do 6leo, para dar origem aos GDS Umidos
e secos (Kumar e Singh, 2019). O liquido residual ap6s a centrifugacdo do mosto € chamado de
“vinhaca fina”. Essa vinhaca sofre evaporacdo e condensa¢do para formar os solutos
condensados (a por¢do “S” do GDS), que contém as particulas mais finas do gréo e as células
da levedura. Os solutos condensados podem entdo ser secos junto com os grdos de destilaria ou
adicionados ao coproduto Umido e assim comercializado (Stock et al., 1999). Na Figura 1 esta
representado o processo de producdo do etanol de milho, GDS Umidos e secos por moagem

Seca.
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Figura 1. Diagrama esquematico da producdo de etanol por moagem seca convencional. As
caixas representam processos e as setas pontilhadas representam saida de intermediarios e
produtos. Adaptado de Liu (2011).

Os GDS podem ser comercializados umidos (gréos de destilaria Gmidos com solutos,
em inglés chamados wet distillers grains whit solubles) ou secos (gréos de destilaria secos com
solutos, em inglés chamados de dried distillers grains with solubles). Os GDS secos sdo a
principal forma de comercializagcdo desse coproduto (Liu, 2011). Os solutos podem ser
vendidos separadamente, na forma de xarope, porém restrito ao mercado local, devido ao baixo
teor de matéria seca (Rausch e Belyea, 2006). Cem quilos de grdo de milho produzem cerca de
40,2 L de etanol e 32,3 kg de GDS secos (Shingoethe, 2006). A producéo de etanol nos Estados
Unidos consumiu 187,5 toneladas de milho em 2019 e colocou no mercado 22,5 mil toneladas
de GDS secos e 15,6 mil toneladas de GDS umidos (RFA, 2020). Nos altimos 20 anos, houve
aumento tanto na producdo mundial de etanol quanto na disponibilidade de gréos de destilaria,
0 que acarretou o interesse em pesquisas aplicadas sobre seu uso na producdo animal
(Rosentrater, 2015).

O fracionamento do milho antes da fermentacdo foi incorporado ao processo de
producdo do etanol por moagem seca com o objetivo de aumentar a eficiéncia de conversdo do
amido em etanol e reduzir o gasto de energia na fabrica (Rausch e Belyea, 2006). A massa
fermentavel é composta de pericarpo, gérmen e endosperma, que contem fibra, amido, proteina
e Oleo. Apenas 0 amido produz o etanol, os outros componentes diluem a capacidade do

fermentador. A retirada do gérmen do milho antes da fermentagdo, conhecida como Quick
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Germ, além de aumentar a capacidade da fabrica permite a obtencdo de um coproduto de alto
valor agregado, o 6leo de milho para consumo humano. Com objetivo semelhante, a fibra do
pericarpo pode ser retirada antes da fermentacdo (Quick Fiber), desse processo pode ser
extraido 6leo do pericarpo, rico em fitoesterdis, que também possui alto valor agregado (Singh
etal., 1999). A combinagdo dos processos Quick Germ e Quick Fiber antes da moagem a seco
do milho permite obter o0 GDS secos com alto teor de proteina (geralmente acima de 45% de
proteina bruta) chamado em inglés de high protein dried distillers grain (Berger e Singh, 2010).

A moagem enzimatica (E-Milling) é outra modificacdo adotada na producdo de etanol
(Singh et al., 2005). Essa modificacdo envolve a hidratacdo e exposi¢cdo do milho a enzimas
proteases e amilases antes da retirada do gérmen e do pericarpo. Na moagem seca tradicional,
0s graos sdo tratados com dioxido de enxofre antes do fracionamento e por isso 0s coprodutos
desse processo sao ricos em enxofre (Johnston et al., 2005). A moagem enzimatica combinada
com o0 Quick Germ e o Quick Fiber permite recuperar além do 6leo do gérmen e da fibra do
pericarpo, e a fibra do endosperma.

Singh et al. (2005) compararam a producdo de etanol e GDS secos entre 0s
processamentos Quick Germ apenas, Quick Fiber e Germ com a moagem enzimatica, e a
producdo convencional por moagem seca. Esses autores produziram GDS secos com 28, 36, 49
e 58% de proteina bruta (PB) como percentual da matéria seca (MS) nos processos
convencional, Quick Germ, Quick Fiber e Germ combinados e E-Milling, respectivamente. Os
autores concluiram que as modificacdes no processo de moagem a seco permitiram maior
eficiéncia na producéo de etanol e a obtencdo de GDS de maior valor nutricional.

Os GDS secos tradicionais normalmente tém alto teor de dleo de milho, oriundo do
gérmen. A proporcao de solutos condensados e de gréos de destilaria nos GDS pode variar de
fabrica para fabrica e quanto maior a participacdo de solutos, maior sera o teor de gordura dos
GDS (Schingoethe et al., 2009). O 6leo do milho se concentra nos solutos condensados, que
tem 20% da MS como 6leo (Wang et al., 2009). A retirada do 6leo de milho dos solutos
condensados é possivel por combinacdo de processos quimicos e fisicos (uso de solventes, pH
baixo, alta temperatura e centrifugacdo). O Gleo retirado pode ser utilizado na produgéo de
biodiesel e lubrificantes (Wang et al., 2009). Majoni et al. (2011) descrevem a retirada do 6leo
do milho dos solutos condensados apos a destilacdo do etanol por centrifugacédo sob baixo pH
e alta temperatura. Esses autores obtiveram 80% de recuperacdo do 6leo de milho dos solutos
condensados com essa técnica. A disponibilidade de GDS secos de baixo teor de 6leo é benéfico
a alimentacdo de vacas em lactacdo, visto que o 6leo de milho é rico em &cidos graxos
insaturados (78,2% do total de &cidos graxos; Abdelgader et al., 2009 b). O uso de GDS com
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alto teor de 6leo pode causa queda na gordura do leite (Leonardi et al., 2005; Abdelgader et al.,
2009 b).

1.2.2 Proteinas do gréao de milho

O grdo de milho pode ser dividido em pedicelo, pericarpo, gérmen e endosperma. O
pedicelo é uma pequena estrutura fibrosa que une o gréo ao sabugo. O pericarpo é a camada
fibrosa que envolve o endosperma e o embrido. O gérmen e o endosperma correspondem a 12%
e 82% do peso do grdo de milho seco, respectivamente (Shukla e Cheryan, 2001; US Grain
Council, 2012). O gérmen é rico em lipideos (35% do peso seco) e proteina (19% do peso seco),
e pobre em amido (8% do peso seco). O endosperma contem (% do peso seco) 86% de amido
e 9% de proteina. Aproximadamente 75% das proteinas do grdo de milho estdo no endosperma,
0 restante encontra-se no gérmen e em outros tecidos (Shukla e Cheryan, 2001). O grdo de
milho é considerado um alimento pobre em proteina, comparado as sementes de leguminosas.
No entanto, quando é incluido em alta proporcdo na dieta animal ou quando seus coprodutos
proteicos sdo utilizados, torna-se uma fonte de proteina importante.

As proteinas do milho podem ser classificadas de acordo com a solubilidade em: agua
(albuminas), solucdo salina 10% (globulinas), etanol 70% (prolaminas) e em acido ou base
(glutelinas). Esse método de fracionamento das proteinas do milho resulta em 40% das
proteinas como prolaminas, 30% glutelinas, e 20% albuminas e globulinas (Kriz, 2009). As
prolaminas sao ricas em prolina, um aminoacido hidrofébico, e tém baixa solubilidade em dgua
e no fluido ruminal. Os cereais tém prolaminas especificas, tais como a gliadina no trigo e a
kafirina no sorgo.

A prolamina do milho é chamada zeina. A zeina corresponde a cerca de 60% do total de
proteina no grao de milho (Larkins, 2019). A zeina é pobre em lisina e triptofano. E considerada
uma proteina de baixo valor biol6gico e desbalanceada em aminoéacidos essenciais (Mitchell et
al., 1952). Shukla e Cheryan (2001) descreveram 0s aminoacidos essenciais da zeina (em
percentual de zeina): Arg 1,8%; His 1,1%; lle: 6,2%; Leu: 19,3%; Lis ndo detectado; Met
2,41%; Phe 6,8%; Tre 2,7%; Trp 0,16%; Val 3,1%.

O grao de milho com maior teor de proteina esta associado ao endosperma mais vitreo
(Pratt et al., 1995). Dombrink-Kurtzman e Bietz (1993) estudaram nove hibridos de milho, e
independente do gendtipo, o endosperma vitreo foi duas a trés vezes mais rico em zeina que o
endosperma farinaceo. A anatomia poligonal, compacta e firmemente aderida do endosperma
vitreo do milho é conferida pelas zeinas, que se distribuem ao redor dos granulos de amido.

Landry et al. (2004) estudaram a composicao da proteina do endosperma de genotipos de milho
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de diferentes graus de vitreosidade. Estes autores descrevem o endosperma vitreo como sendo
rico em zeinas e deficiente em nitrogénio ndo-proteico, comparado ao endosperma farinaceo.

A zeina € composta de quatro subunidades: a, B, y € 5. O endosperma vitreo tem maior
propor¢ao de a-zeina ¢ o endosperma fariniceo tem mais y-zeina (Dombrink-Kurtzman e Bietz,
1993). Paiva et al. (1991) estudaram a zeina de milho com alta lisina e concluiram que o gene
para alta lisina em endosperma vitreo esta associado a maior propor¢do de y-zeina. Essas
observacdes sugerem que a proporcdo de endosperma vitreo e a ocorréncia de diferentes
subunidades de zeina estéo relacionadas.

As proteinas do gérmen do milho compdem aproximadamente 25% do total de proteinas
do gréo. No processo de moagem Umida do milho o gérmen pode ser removido e o 6leo do
gérmen separado para consumo humano ou animal. O produto resultante da extracdo do 6leo
do gérmen do milho é o farelo de gérmen de milho (Moreau et al., 2005).

Kelzer et al. (2010) descreveram o gérmen de milho desidratado (% da MS): 14,6% de
PB; 30,3% de carboidratos néo fibrosos; 30,1% de fibra em detergente neutro (FDN); 5,73%
de cinzas e 17,7% de extrato etéreo. Nesse estudo os autores descreveram a PB do gérmen de
milho composta por 40,5% de proteina solvel, considerada totalmente degradavel no rimen.
Almeida et al. (2011) descreveram a composicdo do farelo de gérmen de milho em aminoacidos
(percentual da PB): 6,9% Arg; 2,9% His; 3,8% lle; 7,9% Leu; 4,2% Lys; 1,6% Met; 4,7% Phe;
3,7% Thr; 1,1% Try; 6,0% Val. Como a zeina é pobre em lisina e as proteinas do gérmen ricas
nesse aminoacido, praticamente toda a lisina de coprodutos proteicos de milho vem do gérmen

do milho, que acaba diluida quanto menor for a inclusdo de gérmen no coproduto.
1.2.3 Composicéo e valor nutricional de coprodutos do milho

O milho pode ser processado na indUstria do etanol por moagem Umida ou seca. O
processo utilizado na industria determina quais coprodutos serdo produzidos e sua composicao.
A moagem umida do milho difere da moagem seca por fracionar o grao e isolar o amido antes
da fermentacdo. Apés o umedecimento dos gréos e tratamento com didxido de enxofre, é
possivel retirar o gérmen. O gérmen pode ser usado para extrair o 6leo de gérmen de milho. Em
seguida o pericarpo é separado e o endosperma é fracionado em gluten (rico em proteina) e
amido (Heuzé et al., 2015 a). A moagem uUmida é um processo industrial mais antigo que a
moagem seca, e é empregada na fabricacdo de amido purificado, adogantes, 6leo de milho e
bebidas alcodlicas (Rausch e Belyea, 2006), além da producao de etanol.

O farelo de glaten de milho fibroso e o farelo de gliten proteico sdo 0s principais

coprodutos da moagem Umida usados para alimentacdo animal (Rausch et al., 2005), e serdo
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descritos brevemente. Os GDS, secos ou Umidos, sdo coprodutos da moagem a seco do milho
serdo descritos em detalhe adiante.

1.2.4 Farelo de gluten de milho fibroso e farelo de glaten de milho proteico

No mercado brasileiro o farelo de glaten de milho fibroso é conhecido pelos nomes de
Promil (comercializado pela Cargill) e Refinazil (comercializado pela Ingredion). O farelo de
gluten de milho fibroso contém o pericarpo do grdo (em inglés chamado bran), solutos da
maceracao e fracionamento dos graos e uma quantidade variavel do gérmen do milho (Stock et
al., 1999; Rausch et al., 2005). E comum o confundimento do farelo de gltten de milho fibroso
com o farelo de gluten de milho proteico. A nomenclatura em inglés dos dois alimentos é muito
semelhante. O farelo de gluten de milho fibroso é chamado corn gluten feed, enquanto o farelo
de gluten de milho proteico é chamado corn gluten meal. Este Gltimo também advém da
moagem umida do milho, obtido apds a etapa final de separacdo do endosperma em amido e
gluten e secagem (Heuzé et al., 2015 a).

O farelo de glaten de milho fibroso pode ser vendido seco ou imido (Corn Refiners
Association, 2006). Na forma umida, seu mercado € mais restrito, visto que é um produto
perecivel, com 6 a 10 dias de estocagem, mas pode ser conservado por ensilagem (Bowman e
Paterson, 1988; US Grain Council, 2012).

O farelo de gluten de milho fibroso tem teor moderado de PB, de 21% (US Grain Concil,
2012) a 23,8% da MS (NRC, 2001). Alguns autores citam de 18% a 23% de PB (Kelzer et al.,
2010; Loy e Lund, 2019), e outros em torno de 25% de PB na MS (Rausch e Belyea, 2006).
Anderson et al. (2012) descreveu o farelo de gluten de milho fibroso com 24,3% de PB; 42,7%
de FDN e 2,70% de extrato etéreo na MS. E utilizado principalmente na alimentagdo de
ruminantes (Rausch e Beleya, 2006).

O farelo de glaten de milho proteico é conhecido no mercado brasileiro como Protenose
ou Glutenose 60 (produzido pela Cargill). O NRC 2001 traz a composi¢do do farelo de gluten
proteico (percentual da MS): 65% de PB; 11,1% de FDN e 2,5% de extrato etéreo. E um
alimento com proteina de alta digestibilidade intestinal (Almeida et al., 2011), usado na
producdo de monogastricos como fonte de energia, proteina e pigmentos. Tem alto valor
nutricional para aves e suinos e seu uso na alimentacdo de animais de companhia é comum
(Santos, 2004; Rausch e Belyea, 2006).

1.2.5 Gérmen de milho

O gérmen do milho é separado no processo de moagem Umida ap6s o umedecimento

dos gréos e retirada do pericarpo. O gérmen do milho é prensado para obtencdo do 6leo, e 0
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material restante € o farelo de gérmen de milho. Sua composicao bromatoldgica é (% da MS):
22,3% de PB, 13,1% de fibra bruta e 4,1% de extrato etéreo (Rausch e Belyea, 2006). Se o
gérmen do milho ndo sofrer extracdo do Oleo resultara no gérmen de milho integral, que tem
elevado teor de extrato etéreo, de 46 a 60% da MS (Limaet al., 2012; Albuquerque et al., 2014).
Esse alto teor de Oleo agrega valor a esse coproduto (Johnston et al., 2005), usado
principalmente em ra¢es de monogastricos como ingrediente energético.

O gérmen de milho integral obtido na moagem Umida difere do gérmen de milho
desidratado, obtido na moagem a seco com o fracionamento do grdo antes da fermentacdo. O
gérmen de milho desidratado tem menor teor de 6leo e foi utilizado em dieta para vacas em
lactacdo sem prejuizo na concentracdo e producédo de gordura do leite, quando incluido em até
14% da MS da dieta (Abdelgader et al., 2009 a). O 6leo extraido do gérmen de milho integral,
oriundo da moagem Umida, pode ser usado para consumo humano, enquanto o 6éleo separado
na moagem a seco ndo, é destinado a producdo de biodiesel (Majoni et al., 2011).

As proteinas do endosperma do milho e do gérmen do milho tém composicdo em
aminoéacidos diferente. A proteina do endosperma ird se concentrar no farelo de glaten de milho.
O farelo de gérmen ird concentrar a proteina do gérmen do milho. Para ilustrar a diferenca em
aminoacidos nos coprodutos do milho, a composicéo da proteina do farelo de gluten fibroso e

do farelo do gérmen (Anderson et al., 2012) esta resumida na Tabela 1:

Tabela 1. Aminoacidos essenciais (% da proteina bruta, PB) em farelo de glaten de milho
fibroso e farelo de gérmen de milho (adaptado de Anderson et al., 2012)

AA Essenciais, % PB Farelo de gluten fibroso Farelo de gérmen
Arginina 4.65 3.59
Histidina 2.96 2.13
Isoleucina 2.88 4.27
Leucina 8.35 16.09
Lisina 2.76 2.10
Metionina 1.23 2.13
Fenilalanina 3.17 6.24
Treonina 3.21 3.20
Triptofano 0.53 0.36
Valina 4.57 4.80

A proteina do gérmen é mais rica em aminoacidos essenciais, com mais metionina,
leucina, isoleucina, e fenilalanina comparada a proteina do endosperma. Isso leva a supor que
quanto maior a proporcao de germen no coproduto, melhor serd sua qualidade proteica. Na
moagem a seco tradicional para producdo de etanol o grdo ndo é fracionado antes da
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fermentacdo, e a proporcdo de proteinas do endosperma e do gérmen pode variar entre
coprodutos e entre fabricas (Rausch e Beleya, 2006).

Coprodutos da producdo do etanol por moagem umida sdo mais diversificados que 0s
oriundos de moagem seca. Ndo ha padronizacdo quanto sua composicdo nutricional, e um
coproduto identificado com a mesma denominagao pode ter composicgao diversa. Por exemplo,
o farelo de gérmen de milho pode ter composicdo semelhante ao farelo de gluten de milho
proteico e por isso € comum confundi-los. O farelo de gérmen e o gérmen de milho integral
também sdo facilmente confundidos, principalmente em literatura em que a lingua original néo
é inglesa, pois tem-se que diferenciar as denominagdes corn germ meal de corn germ ou full-

fat maize germs (Heuzé et al., 2015 b).
1.2.6 Graos de destilaria com solutos

Gréos de destilaria com solutos secos ou imidos sdo o coproduto da producao de etanol
de milho por moagem seca. Os GDS secos tém com base na MS: 29,7% de PB; 38,8% de FDN;
10,0% de extrato etéreo e 5,2% de cinzas (NRC, 2001). Anderson et al. (2012) descreveram a
composicdo do GDS secos de seis diferentes fabricas norte-americanas e obtiveram em média
(% da MS) 31,3% de PB; 11,4% de extrato etéreo, 41,9% de FDN e 4,6% de cinzas. Existe
pouca diferenca quanto ao teor de nutrientes entre os GDS secos e Umidos. O teor de extrato
etéreo dos GDS acima de 10% da MS a principio limita a inclusdo desse coproduto para vacas
em lactacdo. Os acidos graxos presentes nos GDS secos e Umidos sdo predominantemente
insaturados e podem causar reducédo no teor de gordura do leite (Morris et al., 2018).

Com o objetivo de caracterizar a variacdo dos GDS secos de diferentes plantas de
producdo de etanol, Spiehs e Shurson (2002) acompanharam a composicdo do produto de 10
fabricas norte-americanas. Os autores coletaram amostras de GDS secos a cada dois meses, por
trés anos, que foram submetidas a analise bromatoldgica, de aminoacidos e de minerais. A
composicdo nutricional dos GDS secos de diferentes fabricas variou pouco, os autores
argumentaram que o processo de fabricacdo de etanol no meio oeste americano é consistente.
Em média os GDS secos tiveram 88,9% de MS, e em percentual da MS: 30,2% de PB; 44,5%
de FDN e 10,9% de extrato etéreo. Os autores obtiveram a maior varia¢do no teor de lisina e
metionina dos GDS secos nas fébricas estudadas.

A tecnologia de produgéo de etanol de milho foi aprimorada nas ultimas decadas, com
0 objetivo de aumentar o rendimento de etanol nas plantas de producéo e de agregar valor aos
coprodutos. Como consequéncia, os GDS também mudaram quanto a caracteristicas

nutricionais. Os GDS atuais, as vezes chamados na literatura de “nova geragdo”, tendem a ter
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mais proteina e menos extrato etéreo que os GDS tradicionais (Schingoethe et al., 2009). Por
exemplo, Majoni et al. (2011) descrevem a retirada do 6leo do milho dos solutos condensados
apos a destilacdo do etanol, para uso na fabricacéo de biodiesel, o que permitiu a producéo dos
GDS secos de baixo teor de gordura (Berger e Singh, 2010). O uso de GDS secos de baixo teor
de gordura na alimentacao de vacas leiteiras € mais seguro quanto a queda na gordura do leite
(Mjoun et al., 2010b; Castillo-Lopez et al., 2014).

O US Grain Council (2012) publicou a composicéo de varios coprodutos do etanol de
milho de fabricas que usaram a moagem seca com fracionamento do gréo antes da fermentacao.
A composic¢do dos GDS secos e de outros coprodutos estdo na Tabela 2. O objetivo é mostrar
que a composicao desses coprodutos varia entre fabricas, e que os GDS de “nova geragdo” ndo
tém uma definicdo nutricional clara. Em geral, o GDS secos de alta proteina e de baixo teor de
gordura tém mais proteina e fibra que os GDS secos tradicionais. O alto teor de fibra desses
GDS secos torna seu conteido de energia inferior para alimentacdo de monogastricos. Os
valores de fibra bruta foram incluidos apenas por curiosidade, visto que essa analise ndo é util
para ruminantes.

Robinson et al. (2008) avaliaram a composicdo nutricional de quatro diferentes
coprodutos do etanol de milho produzidos por moagem seca: GDS secos convencionais, GDS
secos oriundos de fermentacdo do amido sem prévio aquecimento, GDS secos de alta proteina
e gérmen de milho desidratado. Os autores obtiveram dez amostras de cada alimento em trés
diferentes plantas de etanol americanas e as submeteram a analise bromatologica. Os GDS secos
convencionais e de fermentacdo sem aguecimento tiveram composi¢do semelhante, com média
de 28% de PB; 31% de FDN e 11% de extrato etéreo. Os GDS secos de alta proteina tiveram
41% de PB; 23,0% de FDN e 5,3% de extrato etéreo.
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Tabela 2. Composicao de grdos de destilaria com solutos (GDS) secos oriundos de fabricas com tecnologia de fracionamento do milho para
producdo de etanol (Adaptado de US Grain Council, 2012)

% da MN % da MS
Fabrica (1 a 8) e Produto MS Proteina bruta Extrato Etéreo  Cinzas Fibra Bruta
GDS secos tradicionais 89,3 30,9 10,7 6,0 7,2
1, GDS secos de alta proteina 91,6 44,8 3,9 2,1 7,3
1, Bran (farelo de pericarpo) nd* 14,6 9,8 4,6 3,8
1, Gérmen de milho desidratado 93,2 16,9 18,9 5,8 55
2, GDS secos de alta proteina (técnicas Quick germ e Quick fiber) nd 49,3 3,9 3,2 6,8
2, GDS secos de alta proteina (técnica E-milling) nd 58,5 4,5 3,2 2,0
3, GDS secos de alta proteina nd 35,0-37,0 4,0-6,0 nd 4,0-6,0
4, GDS secos de alta proteina nd 40,0- 50,0 2,5-4,0 nd 7,0-110
5, Gérmen integral 97,0 17,5 45.0 1,9 6.0
5, Farelo de pericarpo 90,0 9,5 2.0 1.0 16,6
5, GDS secos de alta proteina 90,0 45,0 3,3 4.0 3,8
5, GDS secos tradicionais 90,0 30,0 2,5 2,5 8,2
6, GDS secos tradicionais nd 35,0-37,0 6,5 3,8 nd
7, GDS secos de baixa gordura 89,9 31,3 2,3 6,2 nd
8, Solutos condensados 93,4 21,6 4,7 8,3 3,1

'nd =ndo determinado.



22

A maior concentracdo de proteina nos GDS secos de alta proteina deve-se a retirada
do pericarpo e do gérmen antes da fermentagdo. Além disso, a fermentagdo que gera esse tipo
de produto é capaz de transformar mais amido do endosperma em etanol, o que concentra a
proteina do endosperma. O gérmen retirado nesse processo da origem ao gérmen de milho
desidratado. Anderson et al. (2012) descreveram a composicdo de GDS secos de alta proteina
vindos de trés diferentes fabricas americanas (média das trés fabricas, % da MS): 47,1% de
PB; 42,2% de FDN; 4,7% de extrato etéreo e 1,7% de cinzas.

A variabilidade na composicdo dos GDS é um problema para seu uso na alimentacao
animal (Belyea et al. 1989). Os GDS variam entre fabricas ndo apenas quanto ao teor de PB,
mas também quanto a digestibilidade e o teor de aminoacidos na proteina (Spiehs et al., 2002;
Kleinschimit et al., 2007). Liu (2011) cita possiveis causas de variagao entre amostras de GDS
secos: composicao dos graos, o processo de fabricacdo do etanol, eficiéncia da fermentacédo
para producéo do etanol, a quantidade de solutos adicionada aos graos de destilaria e métodos
analiticos. Ja Shingoethe (2006) considera que o nivel de incluséo de solutos ndo tem grande
importancia na composi¢do dos GDS secos, a ndo ser pelo teor de fosforo, que aumenta com
a inclusdo de solutos.

As leveduras empregadas na producdo do etanol ndo tém proteases e utilizam amonia
como fonte de nitrogénio, suplementado na producédo. O crescimento das células de levedura
também contribui com a proteina do DDGS. Belyea et al. (2004) estimaram que 50% da
proteina dos GDS secos seja de células de levedura, a partir da relacdo entre aminoacidos no
milho, na levedura e nos GDS secos. Na Tabela 3 estdo os dados de Belyea et al. (2004) de
composicdo em aminoacidos essenciais da levedura, do milho e dos GDS secos.

E dificil determinar exatamente a contribuicdo das células de levedura para a proteina
dos GDS, por falta de método para estimar a participacdo das leveduras. Em revisdo sobre o
valor proteico dos GDS Bottger e Sudekum, (2018) citam que a contribuicdo das células de
levedura varia de 20 a 50% da PB dos GDS. Castillo-Lopez et al. (2013) usaram marcador de
DNA para estimar em novilhos o fluxo para o duodeno de proteina oriunda de leveduras. Os
animais foram alimentados com incluséo crescente de GDS secos. Nesse estudo foi estimado
que novilhos consumindo dieta com 19,5% da MS como GDS secos ingeriram 29 g/d de
proteina de levedura. A contribuicdo das leveduras a PDNR vinda dos GDS secos foi
considerada pequena.

Em revisdo sobre o valor nutricional de produtos de leveduras, Shurson (2018)

descreve a massa de células de levedura com 46,5% de PB na MS e traz sua composi¢ao em
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aminoacidos, incluida na Tabela 3. O teor de aminoacidos essenciais na PB de células de
levedura é muito semelhante nas referéncias de Belyea et al. (2004) e Shurson (2018).

Tabela 3. Aminoacidos essenciais (% da proteina bruta, PB) na levedura, milho grao e gréos
de destilaria com solutos (GDS). Adaptado de Belyea et al. (2004) e Shurson (2018)

Belyea et al. (2004) Shurson (2018)

Aminoéacido Levedura Milho GDS Levedura
Arginina 4,70 6,00 3,54 4,43
Histidina 2,34 2,78 2,36 2,11
Isoleucina 4,74 4,33 512 4,28
Leucina 6,90 12,44 8,18 5,94
Lisina 6,64 2,67 2,59 6,13
Metionina 1,58 2,33 1,82 1,51
Fenilalanina 3,92 5,44 5,52 3,46
Treonina 4,54 4,33 3,40 4,32
Triptofano 1,10 1,00 0,64 1,05
Tirosina 3,20 4,78 2,56 -
Valina 5,04 5,67 5,49 4,73

Belyea et al. (2004) ndo obtiveram correlacdo significativa entre a composicdo do
milho usado para fabricar o etanol e dos GDS secos em um estudo que durou cinco anos, em
uma mesma fabrica. A composi¢do do milho variou de um ano para outro, mas com pouco
significado bioldgico. Por exemplo, em 1998 o teor de amido do milho foi significativamente
menor, mas diferiu em apenas um ponto percentual em relacdo aos outros anos. A composi¢do
dos GDS secos variou de ano para ano, e dentre os nutrientes a PB foi 0 mais variavel, de 28,3
a 33,3% da MS. Semelhante ao observado no milho, as variacbes foram pequenas e
provavelmente sem grande significado nutricional, apesar dos autores argumentarem que teor
de PB do DDGS tem grande importancia comercial. A variacdo da PB dos GDS secos poderia
ser explicada por diferencas no processo de fabricacdo. Por exemplo, a mistura dos grdos de
destilaria e dos solutos ndo é um processo bem controlado e pode ser feito em proporgdes
variadas, mesmo em uma Unica fabrica.

Em comparacdo ao milho, a proteina da levedura descrita no trabalho de Belyea et al.
(2004) ¢ deficiente em quase todos os aminoacidos essenciais, exceto pela lisina. Os GDS
secos tém concentracdo de aminoacidos essenciais intermediaria entre a levedura e o milho.
Por ter PB mais alta (50% da MS) a levedura entrega mais aminoacidos em comparacao ao
milho por quilo de MS. A composi¢do em aminoacidos dos GDS secos vai ser influenciada

pela quantidade de levedura adicionada. O teor de lisina na proteina dos solutos é alto,
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comparado ao milho e aos GDS. A lisina foi em média de 11,14% da MS de solutos de
producdo de etanol por moagem Umida, acompanhada por dois anos por Belyea et al. (1998).

As células de levedura se concentram nos solutos e quanto maior a quantidade de
solutos nos GDS secos, maior a participacao das células de levedura como fonte de proteina
(Belyea et al., 1998). A inclusdo de levedura nos GDS secos seria entdo benéfica para a
composicdo final do produto em aminodcidos, pois melhoraria a baixa concentracao de lisina
na proteina do milho (Belyea et al., 2004). No entanto, é dificil predizer a propor¢éo de solutos
e de gréos de destilaria que compdem os GDS secos de cada fabrica, ou a cada periodo, pois
varia de lote para lote de GDS secos produzido (Belyea et al., 1998).

A composicdo da PB dos GDS secos em amino&cidos essenciais obtida por Spiehs e
Shurson (2002) esta na Tabela 4. Mais recentemente Anderson et al. (2012) descreveram a
composicdo em aminoacidos de 20 coprodutos do milho de seis fabricas norte-americanas,
incluindo os GDS secos. Os dados obtidos por Anderson et al. (2012) também estdo na Tabela
4 para comparacao com informagdo mais antiga, de Spiehs et al. (2002) e com o0 NRC (2001).
Pouca diferenca no teor de aminoécidos dos GDS secos pode ser observada entre as
referéncias, exceto pelo teor de leucina e lisina na PB, menor no NRC (2001). O GDS secos
de baixa gordura e o GDS secos de alta proteina tém aminoacidos essenciais na PB

semelhantes ao GDS secos tradicionais.

Tabela 4. Composicao da proteina bruta (PB) em aminoacidos essenciais (AAE) (% da PB)
de grdos de milho, gréos de destilaria com solutos (GDS), GDS de baixa gordura (GDSBG)
e GDS de alta proteina (GDSAP).

NCR 2001 Spiehs e Shurson (2002) Anderson et al. (2012)

AAE, % PB Milho GDS GDS GDS GDSBG GDSAP
Arginina 461 4,06 3,97 4,63 4,15 3,95
Histidina 3,13 2,50 2,52 2,75 2,56 2,57
Isoleucina 331 3,71 3,71 3,74 3,60 4,04
Leucina 11,20 9,59 11,75 11,80 11,86 14,09
Lisina 2,84 224 2,81 3,74 2,88 2,93
Metionina 2,13 1,82 1,82 1,93 1,84 2,23
Fenilalanina 4,62 4,87 4,87 4,66 4,35 5,25
Treonina 3,55 3,44 3,74 3,75 3,63 3,57
Triptofano 0,72 0,87 0,83 0,68 0,52 0,43
Valina 402 4,70 4,97 4,86 5,07 5,12

Adaptado do NRC (2001), Spiehs e Shurson (2002) e Anderson et al. (2012)

Kleinschmit et al. (2007) estudaram a composi¢do em aminoacidos de cinco GDS
secos e um GDS umido, comparados ao farelo de soja. Um GDS secos e os GDS umidos

vinham de uma mesma fabrica e dois GDS secos foram processados para ter qualidade
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proteica superior. Os autores observaram que 0s GDS secos eram mais ricos em leucina e
metionina e mais pobres em arginina e lisina comparados ao farelo de soja. O teor de lisina
foi 0o mais variavel entre os diferentes GDS secos, de 1,91% a 3,19% da PB. Os autores
também obtiveram maior concentracdo de lisina nos GDS umidos. Esse resultado é coerente
com a maior susceptibilidade da lisina ao dano por aquecimento (Schwab, 1995). Schingoethe
(1996) prop6s uma classificagdo de alimentos proteicos baseada na concentracdo de
amino&cidos essenciais em relagdo aos aminoacidos da caseina, chamada milk protein score.
Segundo essa classificacdo, a proteina dos GDS secos tem maior escore que a proteina do
farelo de soja (Kleinschmit et al., 2007), por fornecer mais metionina.

Ao longo das duas ultimas décadas houve uma evolucéo nos grdos de destilaria, como
por exemplo o fracionamento dos gréos antes da fermentacdo e a recuperacdo do 6leo dos
solutos condensados apds a destilacdo do etanol (Berger e Singh, 2010; Rosentrater, 2015).
Com o aprimoramento da técnica de producdo de etanol de milho mais tipos de coprodutos
surgiram. O teor de PB dos GDS em geral aumentou, e de extrato etéreo diminuiu. A
composi¢do em aminoacidos dos GDS mudou pouco. Em geral os GDS sdo um alimento
muito variavel, dependente de fatores que incluem a matéria prima e o processo de fabricacéo
(Berger e Singh, 2010).

1.2.7 Degradacdo ruminal e digestibilidade da proteina de gréos de destilaria

Na fabricagdo do etanol a eficiéncia de retirada do amido, quantidade de solutos
adicionados aos grdos de destilaria e o processo de secagem podem afetar a composicao e
disponibilidade da proteina dos GDS secos. O processo de secagem dos GDS secos diminui a
degradabilidade ruminal da proteina nesse alimento, mas o calor empregado também pode
danificar as proteinas e torna-las indisponiveis para o animal (Kleinschmit et al., 2007).

Coprodutos proteicos do milho diferem quanto a degradabilidade da proteina e quanto
a digestibilidade da PNDR (Firkins et al., 1984; Kleinschmit et al., 2007; Kelzer et al., 2010).
O NRC (2001) traz parametros de digestéo da proteina de farelo de gluten de milho, farelo de
gérmen de milho e GDS secos, que estdo resumidos na Tabela 5. O farelo de glaten de milho
fibroso tem maior proporcdo da proteina como fracdo A (instantaneamente degradada no
ramen) e maior taxa fracional de degradagéo (kd) da fracdo B (potencialmente degradada no
ramen). Os GDS secos tém fracdo A intermediaria e kd da fracdo B baixa, enquanto o farelo
de gluten de milho proteico tem menor fragdo A, maior propor¢éo da proteina como fracdo B
e kd da fracdo B mais baixa. Como consequéncia, a PNDR calculada ¢ maior para farelo de

gluten de milho proteico, sequida dos GDS secos e menor para o farelo de gluten de milho
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fibroso. A digestibilidade da PNDR é maior no farelo de glaten de milho proteico,
intermediaria no farelo de gluten de milho fibroso e menor nos GDS secos. No entanto, todos
os alimentos tém digestibilidade da PNDR acima de 80%, que pode ser considerada alta. A
proteina microbiana € considerada pelo NRC (2001) como 80% digestivel, a titulo de
comparacéo.

Os GDS séo uma boa fonte de PNDR. Firkins et al. (1984) demonstraram isso em um
estudo sobre o metabolismo do nitrogénio no rimen de quatro coprodutos de milho: GDS
secos, GDS umidos, farelo de glaten de milho seco ou imido. Os autores incubaram in situ 0s
alimentos em quatro touros fistulados no rumen, em saquinhos de nylon com 20 a 70
micrémetros de poro. Os alimentos foram incubados por 2, 4, 6, 8 e 96 h. A quantidade de N
ndo-amoniacal ruminal dos alimentos foi determinada em ensaio com cinco touros com céanula
duodenal. Os animais consumiram dieta de 13,5% de PB com GDS secos, GDS umidos, farelo
de gluten de milho seco ou Umido, comparado ao controle negativo que consumia somente
ureia como N suplementar. A velocidade de degradacao ruminal da proteina do GDS Umidos
ou secos nao diferiu entre eles, assim como do farelo de gluten imido ou seco. O kd obtido
foi de 3,90% / h para 0 GDS Umidos; 4,27% / h para o GDS secos e 9,97% / h para o farelo
de soja. O fluxo duodenal de N-bacteriano foi maior com o GDS umidos e com o farelo de
glaten de milho seco, comparados aos GDS secos. O fluxo duodenal de N ndo-amoniacal total,
no entanto, foi maior nos tratamentos com GDS Umidos e GDS secos, pois o fluxo de N néo-
amoniacal e ndo-bacteriano foi maior nesses tratamentos. O escape de proteina do rimen com
GDS Uumidos e GDS secos foi de 47% e 54% do ingerido, respectivamente. O farelo de glaten
de milho Umido ou seco teve escape de proteina para o duodeno inferior (26% e 14% do
ingerido, respectivamente). Os autores atribuiram o maior escape de proteina para o duodeno
a menor degradabilidade proteica do GDS Umidos e secos.

Nessa secdo o objetivo é levantar dados da literatura sobre a descricdo da
degradabilidade e digestibilidade da proteina de coprodutos de etanol de milho. Foram
buscados trabalhos que empregaram a incubacao in situ para determinacdo da degradabilidade

proteica e técnicas in vitro e in situ para determinacdo da digestibilidade da PNDR.
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Tabela 5. Pardmetros de degradagdo proteica e digestibilidade (D) da proteina ndo degradada no rimen (PNDR) de concentrados proteicos de milho
segundo NRC 2001

Fracdes proteicas!, % PB Taxa fracional de degradacao PNDR calculada?, D PNDR

Alimento A B C kd,% /h % da PB %
Farelo de gluten de milho fibroso 48,0 43,2 8,8 7,7 30,0 85
Farelo de gluten de milho proteico 3,9 90,9 5,2 2,3 74,6 92
Gréos de destilaria com solutos secos 28,5 63,3 8,2 3,6 50,8 80

!Fragdo A = instantaneamente degradada no rimen; Fragdo B = potencialmente degradada no riimen; Fracdo C = ndo degradada no rimen.

%Proteina ndo degradavel no rimen calculada considerando animal consumindo dieta com 50% da matéria seca de forragem e consumo de 4% do
Peso Vivo.
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E necessario descrever os alimentos quanto a degradabilidade ruminal da proteina para
avaliar dietas em sistema de proteina metabolizavel (NRC, 2001). Pode-se citar a incubacdo in
situ, degradacdo in vitro e mensuracao dos produtos da degradacdo (Broderick et al., 1987) e a
analise baseada do teor de nitrogénio insoltvel em detergente acido (NIDA; Licitra et al., 1996)
como principais métodos para determinar a degradabilidade da proteina no ramen.

A técnica de incubacdo in situ € criticada principalmente por assumir que o
desaparecimento de material do saquinho de incubacéo ¢ igual a degradacao ruminal. Proteinas
solGveis sdo degradadas no rumen a taxas variadas (Broderick et al., 1988) e, tanto a
metodologia da incubagdo in situ quanto da mensuragéo de NIDA baseiam-se em solubilidade
proteica. A técnica do NIDA é criticada por relatos de correlagdo baixa com a degradabilidade
ruminal da proteina (Westreicher-Kristen et al., 2013) e porque foi demonstrado que o NIDA
tem uma fracdo digestivel (Weiss et al., 1989; Waters et al., 1992). Por ser uma técnica
relativamente barata e de facil execucdo, a mensuracdo da degradabilidade proteica in situ é
possivelmente 0 método mais comum. Pela maior disponibilidade de dados, o NRC (2001)
baseia-se em dados de incubacdo in situ para definir as fracfes proteicas e a taxa de degradacéo
ruminal da proteina nos alimentos.

A sexta edicdo do NRC (1989) considerava a PNDR como tendo digestibilidade pds-
ruminal fixa de 80%, ao passo que a edicdo de 2001 passou a descrever a digestibilidade pos-
ruminal dos alimentos individualmente. Diferente do sistema briténico de exigéncias, que
considera o NIDA como indigestivel no trato total, 0 NRC (2001) optou por uma abordagem
préxima do sistema francés, que usa dados de digestibilidade in vivo obtidos principalmente em
ovinos. O uso do NIDA como indicador da digestibilidade pés-ruminal de proteina foi criticado,
pois o calor usado na técnica alteraria a disponibilidade proteica. O NRC (2001) destaca a
importancia dos métodos in vivo com animais canulados no duodeno e ileo como padrédo para
mensuracdo de digestibilidade pds-ruminal, mas estes métodos sdo caros, trabalhosos e estdo
susceptiveis a erros relativos a marcadores e varia¢do individual entre animais (Stern et al.,
1997). Duas alternativas sdo as mais utilizadas: a técnica de saquinho moével e mensuragao in
vitro (Calsamiglia e Stern, 1995). Galos cecotomizados foram usados com éxito como modelo
animal para a digestdo intestinal de aminoacidos para bovinos, mas ndo é apropriada para
mensurar a digestibilidade do N, pois a excreta de aves contém ureia, mas ndo tem grandes
quantidade de aminoacidos (Titgemeyer et al, 1990)

Em vérios experimentos foi usada a incubagdo in situ para estimar a degradabilidade
ruminal dos GDS (Firkins et al., 1984; Kleinschmit et al., 2006; Kleinschmit et al., 2007; Cao
et al., 2009). Em alguns trabalhos foi usado o método three step descrito por Calsamiglia e
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Stern (1995) para determinar in vitro a digestibilidade intestinal da proteina e de amino&cidos
(Kleinschmit et al., 2007; Cao et al., 2009; Mjoun et al., 2010a; Westreicher-Kristen et al.,
2013). Em outros, a incubacdo in situ em um Unico tempo e a técnica do saquinho mavel foi
usada para determinar digestibilidade intestinal da PNDR (Kononoff et al., 2007; Janicek et al.,
2008; Kelzer et al., 2010).

Assim como o teor de nutrientes dos GDS esté sujeito a variacdo, a degradabilidade e a
digestibilidade da proteina desse alimento também é influenciada pela matéria prima pelo
processo de fabricacdo do etanol. A digestibilidade da proteina dos GDS é influenciada pelas
etapas da fabricacdo que envolvem calor, antes da fermentagdo ou na secagem dos GDS secos
(Bottger e Sudekum, 2018). O tipo de grdo utilizado para a fabricacdo do etanol pode influenciar
a digestibilidade da proteina dos GDS (De Boever et al., 2014).

Kleinschmit et al. (2007) objetivaram verificar se GDS secos de cinco fabricas
diferentes e um GDS umido diferiam entre si e do farelo de soja quanto as caracteristicas de
degradacdo ruminal e digestibilidade intestinal da proteina. Os autores incubaram amostras dos
alimentos em duas vacas holandesas em lactacdo e determinaram a digestibilidade intestinal in
vitro do residuo de 12 h de incubacédo de acordo com o método de Calsamiglia e Stern (1995).
Nesse estudo a fracdo B da proteina dos GDS secos variou de 63,0 a 80,7% da PB e seu kd de
1,9a4,1% / h. A concentracdo de PNDR calculada (considerando taxa de passagem de 6,8% /
h) para os GDS secos foi de 60,3 a 71,7% da PB, superior a calculada para o farelo de soja, de
46,4%. A digestibilidade intestinal da PNDR dos GDS secos variou de 59,2 a 76,8%. Apesar
da variacdo entre os GDS secos de diferentes fabricas, os autores os consideraram como
semelhantes entre si. Os autores destacaram que 0os GDS umidos tiveram maior degradabilidade
ruminal efetiva (53,6% da PB) calculada considerando taxa de passagem (kp) de 6,8% / h, e
menor proteina absorvivel no intestino (35,5% da PB). Este dado corrobora com o fato de que
0 processo de secagem na fabricacdo dos GDS secos € importante para diminuir a
degradabilidade ruminal do produto final (Shingoethe, 2006).

Foi avaliado também se GDS secos oriundos de diferentes fabricas poderiam interferir
no desempenho de vacas em lactacdo e se a resposta no desempenho poderia ser atribuida a
degradabilidade da proteina dos GDS (Kleinschmit et al., 2006). Com inclusdo de 20% de GDS
secos na MS da dieta os autores obtiveram aumento na producdo de leite, independente da
origem dos GDS secos. O escore de coloracdo de coprodutos de milho é considerada uma
medida indireta de dano a proteina por calor excessivo (Rosentrater e Lehman, 2008; Cabrita

et al., 2011), por estar relacionada ao teor de NIDA dos alimentos. No entanto, no trabalho de



30

Kleinschmit et al. (2006) os GDS secos estudados diferiram quanto ao escore de coloragéo e
quanto a concentragdo de NIDA, mas néo foi observada resposta no desempenho animal.

Na fabricacdo dos GDS secos a propor¢do de mistura com os solutos nédo é padronizada
e esse ndo € um processo bem controlado. Depois da secagem, essa seria a segunda etapa critica
na fabricagdo dos GDS secos com impacto sobre a qualidade proteica do alimento. Cao et al.
(2009) estudaram se o nivel de inclusdo de solutos poderia influenciar a digestdo da proteina
dos GDS no rumen e no intestino. Os solutos condensados foram adicionados aos gréos de
destilaria na proporcéo de 0:100; 13,3:86,7; 26,7:73,3; 40:60. Os autores preparam as misturas
e as mantiveram secas ou Umidas e incubaram em vacas fistuladas no ramen por 3, 6, 12, 18,
24 ou 48 h. O residuo de incubagdo por 12 h foi usado para determinar a digestibilidade da
PNDR in vitro. Os autores observaram gque os produtos secos tinham menor fracdo A e maior
fracdo B da proteina comparado aos Umidos. A fracdo A também foi maior quanto maior a
proporcdo de solutos condensados. O kd da fragéo B proteica ndo diferiu entre produtos secos
ou Umidos, ou com a inclusdo de solutos condensados. A PDR foi maior para produtos umidos
gue para produtos secos, e maior com a participacao de solutos na mistura. A digestibilidade
estimada da PNDR diminuiu com a secagem dos produtos (64,0% vs. 69,7%, P <0,01), mas a
estimativa de proteina absorvivel no intestino foi maior nos produtos secos (39,7% vs. 32,7%,
P <0,01), devido ao maior escape de proteina do rimen. Curiosamente, em 48 h de incubagédo
ruminal, a fracdo C indigestivel foi proxima a zero em todas as combinagfes estudadas. Os
autores concluiram que o processo de secagem afeta mais a digestdo da proteina dos GDS que
a proporcao de solutos. A secagem disponibiliza mais proteina para digestdo no intestino, mas
ao mesmo tempo diminui a digestibilidade intestinal dessa proteina.

Alguns autores estudaram a digestao da proteina de GDS secos vindos da fabricacao de
etanol de diferentes grdos. Li et al. (2012) estudaram a degradabilidade e a digestibilidade de
GDS secos de trigo e de milho. Esses autores usaram procedimento de incubacdo in situ e
digestdo in vitro para descrever a proteina dos GDS secos e compara-las aos graos originais. A
fragdo A da PB do GDS secos de trigo foi maior, e a fragdo C menor, comparado aos GDS secos
de milho. Como efeito, a degradagédo ruminal efetiva da PB dos GDS secos de trigo foi maior
comparada aos GDS secos de milho. De Boever et al. (2014) também trabalharam com GDS
secos de milho e de trigo, incubados in situ no rumen por 3, 8, 24, 48 e 336 horas. Os autores
obtiveram kd da fracdo potencialmente degradavel no rimen de 4,69% / h para os GDS secos
de trigo e kd de 2,23% / h para os GDS secos de milho. A proteina dos GDS secos de milho foi

degradada mais lentamente no rimen, comparado aos GDS secos de trigo.
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Na Europa é comum que etanol seja produzido a partir de mistura de trigo, milho e
cevada. Westreicher-Kristen et al. (2013) estimaram a PNDR dos GDS secos de milho entre
48,7 e 49,9% da PB, enquanto a PNDR de GDS secos de trigo variou de 19,2 a 56,0% da PB e
de GDS secos de mistura de graos entre 5,8 e 28,1% da PB (considerando residuo da incubacéo
in situ de 16 h). Em conjunto, os experimentos acima indicam que o tipo de gréo utilizado na
fabricacdo de etanol influencia a degradabilidade da proteina dos GDS secos.

A proteina do endosperma do milho é a zeina, e do trigo € a gliadina. As proteinas do
endosperma do grdo representam grande parte da proteina nos coprodutos do etanol. Assim,
pode-se supor que a cinética de degradacdo da proteina dos coprodutos do etanol deve
relacionar-se a composicao proteica do endosperma dos grédos. Em estudo recente in vitro, foi
demonstrado que os GDS secos oriundos de milho norte-americano tiveram maior
digestibilidade da proteina comparados aos GDS secos de milho brasileiro (Palowski et al.,
2021). Como a textura do endosperma do milho difere muito entre os cultivares norte-
americanos e brasileiros (Corréa et al., 2002), espera-se que a digestdo dos coprodutos do etanol
de milho também seja afetada.

Em comparacdo ao farelo de soja, os GDS tém menor degradabilidade proteica no
ramen. Alguns experimentos descrevem a incubacdo in situ de GDS e farelo de soja
simultaneamente. Maxin et al. (2013) incubaram in situ quatro concentrados proteicos: farelo
de soja, farelo de canola, GDS secos e GDS secos de alta proteina. Os GDS secos de alta
proteina foram o alimento mais lentamente degradado no rimen, e com menor fracdo A
instantaneamente degradavel. A degradabilidade ruminal efetiva da PB foi de 66,0% e 48,2%
para o farelo de soja e 0s GDS secos de alta proteina, respectivamente (considerando kp de
7,4%/h). A fracdo B da PB de farelo de soja teve kd de 9,0% / h, enquanto a fracdo B dos GDS
secos de alta proteina teve kd de 5,4% / h.

Lee et al. (2016) compararam a degradabilidade proteica dos GDS secos tradicionais,
GDS secos de alta proteina, GDS secos de trigo e farelo de soja. Os alimentos foram incubados
insituporl,2,4,6,8,12,24e48h. Os GDS secos de trigo tiveram maior fracdo A da proteina,
seguido dos GDS secos tradicionais, farelo de soja e dos GDS secos de alta proteina. A fracéo
proteica B foi maior no farelo de soja e néo diferiu entre os tipos de GDS. Os GDS secos de
alta proteina tiveram a maior fracdo proteica ndo degradavel C (41,2% da PB), seguido dos
GDS secos de milho, GDS secos de trigo e farelo de soja. O kd da fracdo proteica B dos
alimentos foi 17,6% / h no farelo de soja, 11,6% / h nos GDS secos de trigo, 4,9% / h nos GDS
secos de milho e 3,9% / h nos GDS secos de alta proteina. O farelo de soja foi a fonte proteica

mais degradavel no rimen (73,9% de degradacéo ruminal efetiva, assumindo taxa de passagem



32

de 6% / h), enquanto os GDS secos de alta proteina tiveram degradacdo ruminal efetiva de
28,6% apenas.

Mjoun et al. (2010a) estudaram concentrados proteicos de soja comparados com quatro
tipos de GDS. Os autores compararam a degradabilidade ruminal e digestibilidade intestinal de
GDS secos tradicionais, GDS umidos, GDS secos de baixa gordura, e GDS secos de alta
proteina com farelo de soja, farelo de soja extrusado e gréos de soja extrusados. Todos os GDS
secos tiveram menor kd da fracdo B que o farelo de soja. Os GDS secos tiveram kd que variou
de 2,7% / h (GDS secos de baixa gordura) a 4,3% / h (GDS secos de alta proteina). Os
concentrados proteicos de soja tiveram kd que variou de 11,8% / h (farelo de soja) a 4,7% / h
(farelo de soja extrusado). A PNDR média calculada dos GDS secos foi de 55,7% e das
proteinas de soja foi de 44,6% (considerando kp de 6,17% / h).

Mjoun et al. (2010a) determinaram também a digestibilidade intestinal da PNDR e de
aminoacidos das fontes proteicas. Os autores obtiveram 97,7% de digestibilidade para as
proteinas de soja contra 92,4% para as proteinas de milho. Os autores calcularam a proteina
potencialmente digerida e absorvida no intestino (PDAI) como PNDR x digestibilidade da
PNDR. Os concentrados proteicos de milho tiveram maior PDAI que as proteinas de soja, por
terem maior PNDR, apesar da digestibilidade intestinal um pouco mais baixa. Esses autores
consideraram os concentrados proteicos de milho como boa fonte de aminoacidos digestiveis
no intestino.

O coproduto com maior concentracdo de PB, os GDS secos de alta proteina, tém
degradabilidade proteica semelhante aos GDS secos tradicionais (Mjoun et al., 2010a; Maxin
et al., 2013; Lee et al., 2016). A substituicdo parcial de farelo de soja por GDS secos resultou
em menor amonia no fluido ruminal e menor N-ureico no leite em ensaio com vacas em lactagédo
(Kleinschmit et al., 2007), o que corrobora com a ideia de que a proteina dos GDS é degradada
mais lentamente que da soja, mas também sugere que o uso de GDS pode contribuir para melhor
perfil de aminoacidos absorvidos no intestino.

A substituicdo de farelo de soja por GDS secos pode ter impacto na forma de excregéo
de N por vacas em lactacdo. Por ser menos degradavel no rimen e menos digestivel no intestino,
0 uso dos GDS secos pode levar a menor excre¢do de N via urina. Em um experimento de 11
semanas de duragdo, Lee et al. (2020) avaliaram a excrecdo de N em vacas em lactacdo
alimentadas com farelo de soja ou GDS secos (28,8% da MS da dieta) como concentrado
proteico. Os autores observaram menor excre¢do de N no esterco (fezes e urina somados) de
animais alimentados com GDS secos, e maior proporcdo de N fecal que N urinario. Os autores

atribuiram essa mudanca na forma de excrecdo de N a menor PDR dos GDS secos em relacao
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ao farelo de soja, que também levou a menor N-ureico no plasma (Morris et al., 2018). O N
excretado via fecal seria menos volatil e, portanto, com menor impacto ambiental que o N
urinério.

Uma proposta para mensurar o teor e a digestibilidade da PNDR de alimentos ¢é a
incubacdo in situ em um Unico tempo, seguida de digestdo no saquinho moével (Kononoff et al.,
2007). Essa técnica consiste na incubagdo ruminal do alimento por 16 h, seguida da colocagdo
do residuo em saquinho de nylon, inserido em céanula duodenal e recuperado nas fezes, para
determinar a digestibilidade da PNDR. Kononoff et al., 2007 avaliaram por essa técnica farelo
de soja, farelo de soja tratado com lignossulfato, carogo de algodao, farelo de gluten de milho
e GDS secos. A PNDR de farelo de soja (28,4% da PB), dos GDS secos (43,0% da PB) e do
farelo de glaten de milho (18,9% da PB) foi subestimada em comparacao aos dados do NRC
(2001). A digestibilidade intestinal da PNDR obtida por esse méetodo foi de 98,5% no farelo de
soja, 25,4% no farelo de glaten de milho e 86,1% nos GDS secos. Apesar dos autores
considerarem a digestibilidade obtida semelhante aos dados da literatura, esses valores
diferiram do NRC (2001) (PNDR 34,6% no farelo de soja, 50,8% nos GDS secos e 74,6% no
farelo de glaten de milho; com 93%, 80% e 92% de digestibilidade respectivamente). A técnica
do saquinho movel pode ser questionada por ndo estimar o kd de cada fonte proteica e por ndo
considerar o efeito da taxa de passagem sobre a PDR e PNDR dos alimentos, ou seja, assume
que 16 h seria um tempo de retencdo adequado para todos os alimentos no rumen.

Janicek et al. (2008) utilizaram a incubacéo in situ por 16 h para descrever uma amostra
de GDS secos. Esses autores fizeram um ensaio de desempenho e de metabolismo do N com
vacas em lactacdo consumindo dieta em que os GDS secos substituiram parcialmente forragens,
milho moido e proteina de soja, e totalmente o caroco de algodao. Foi mensurada a excrecao de
derivados de purinas para estimar a producédo de proteina microbiana no ramen. As vacas foram
alimentadas com 0 ou 30% da MS de GDS secos. Os autores hipotetizaram que a inclusdo dos
GDS secos poderia permitir pH ruminal mais alto, e com isso aumentar produgao de proteina
microbiana no ramen. Para caracterizar os GDS secos, estes foram incubados em comparacédo
a farinha de sangue. A PNDR dos GDS secos foi inferior a da farinha de sangue (55,1% vs.
84,0% da PB), e a digestibilidade intestinal da PNDR dos GDS secos foi superior a farinha de
sangue (91,0 % vs. 76,2 % da PNDR). Os autores ndo encontraram efeito dos GDS secos na
excrecdo de derivados de purinas e producdo estimada de proteina microbiana no rimen.

Curiosamente, Janicek et al. (2008) escolheram a farinha de sangue e ndo a proteina de
soja para comparar a digestibilidade da PNDR dos GDS secos. O objetivo dessa escolha nédo é

claro, visto que na dieta do experimento de desempenho os autores substituiram farelo de soja
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pelos GDS secos. Uma questdo plausivel nesse estudo seria que, dada a menor degradacdo
ruminal da proteina dos GDS secos e sua alta inclusdo na dieta, o suprimento de N para o rimen
poderia ficar limitado. No entanto, os autores ndo levantam essa hipotese. As dietas tinham
elevado teor de PB na MS (19,5 e 18,1% da MS no controle e com GDS secos,
respectivamente), o que pode ter levado os autores a ndo cogitar a limitacdo de N para o rimen.

Kelzer et al. (2010) também utilizaram a incubag&o in situ em um tempo para estudar a
digestibilidade de sete coprodutos de milho. Os autores trabalharam com farelo de gérmen de
milho, GDS secos de alta proteina, GDS Umidos, farelo de glaten de milho Umido, farelo do
pericarpo do milho e dois GDS secos vindos de fabricas distintas. Os GDS secos 1 vinham de
um processo de fabricacdo sem aquecimento antes da fermentacgéo, e 0s GDS secos 2 vinham
de um processo com o cozimento antes da fermentacdo. As fracdes proteicas foram descritas
segundo Licitra et al. (1996). Os GDS secos e 0s GDS secos de alta proteina tiveram o maior
teor de PNDR (56,3 e 55,2% da PB, respectivamente), e os alimentos de menor PNDR foram o
gérmen de milho e o farelo de glaten de milho tmido (16,5% e 11,5% da PB, respectivamente).
A digestibilidade intestinal da PNDR de todos os alimentos estudados foi alta, acima de 90%,
com excecdo do farelo de pericarpo de milho (65,8%).

Kelzer et al. (2010) descreveram ainda a composi¢do em aminoacidos da PNDR dos
alimentos. Os autores consideraram a anélise de aminoacidos do residuo da incubagéo por 16
h. A concentragdo de aminoacidos essenciais no residuo foi semelhante ao alimento original.
Nos GDS secos tradicionais e de alta proteina a concentracdo de metionina e leucina elevaram-
se no residuo apods a incubacdo, em comparacdo ao alimento original. A concentracdo de
histidina e valina também foram maiores apds a incubacdo, mas em menor magnitude.

Os modelos nutricionais atuais consideram a composi¢cdo da PNDR em aminoacidos
como igual ao alimento original e a digestibilidade intestinal constante para todos os
aminoacidos na PNDR (NRC, 2001). Apesar de Kelzer et al. (2010) mostrarem que esse
conceito faz sentido para coprodutos de etanol de milho, outros autores tém questionado a
composicdo em aminoédcidos da PNDR nos GDS. Maxin et al. (2013) estudaram a
degradabilidade ruminal de aminoacidos isoladamente em quatro concentrados proteicos e
observaram que nos GDS secos e GDS secos de alta proteina, a alanina, leucina e metionina
foram os aminoacidos menos degradados no rumen. Westreicher-Kristen et al. (2013)
obtiveram resultado semelhante, com maior teor de leucina e metionina em residuo de GDS
secos apos incubacgdo in situ por 16 h. Esses trabalhos suportam a ideia de que GDS secos de

milho podem ser fonte de PNDR rica em metionina e leucina.
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Lisina e metionina s&o considerados os primeiros aminoacidos limitantes para vacas em
lactacdo. Por essa perspectiva, pode-se considerar que fontes proteicas vindas de milho e de
soja sdo complementares (Annextad et al., 1986; Lobos et al., 2021). Mjoun et al. (2010a)
estimaram que a lisina absorvivel no intestino na PNDR de farelo de soja foi de 8,9 g/kg de PB
e a metionina foi de 2,5 g/kg de PB. A lisina absorvivel vinda da PNDR de GDS secos de alta
proteina foi 7,8 g/kg de PB e a metionina de 10,0 g/kg de PB. Os GDS secos também podem
ser fonte de aminoacidos ramificados digestiveis no intestino delgado. Para os GDS secos de
alta proteina foi estimado suprimento no intestino de 64,0 g/kg de PB de leucina, 17,7 g/kg de
PB de isoleucina e 19,3 g/kg de PB de valina.

Os GDS secos sdo uma boa fonte de PNDR, ainda que muito varidveis quanto a
qualidade proteica. Tém perfil de aminoacidos complementar ao farelo de soja, considerando o
conceito que lisina e metionina sdo os dois primeiros aminoacidos limitantes para a producao
de leite. Se adotada a visdo mais moderna de que aminoacidos essenciais tém funcao
estimuladora da sintese proteica na glandula mamaria, os GDS podem ser uma fonte proteica

ainda mais util para a formulacéo, por suprir além da metionina, aminoacidos ramificados.
1.2.8 Palatabilidade e digestibilidade de alimentos contendo leveduras:

A preferéncia ou rejeicdo de alimentos ricos em leveduras parece ser dependente da
espécie animal e do tipo de produto utilizado. A adicdo de leveduras com o objetivo de aumentar
a aceitacdo da dieta pelos animais é mais comum na producdo de monogastricos e na
alimentacdo de animais de companbhia.

Produtos contendo levedura sdo utilizados com sucesso em dietas para cdes, mas sua
efetividade varia com a preparacdo contendo levedura utilizada. Levedura de cervejaria é um
dos produtos mais efetivos como palatabilizante para cées. Gréos de destilaria oriundos da
producdo de etanol combustivel, no entanto, causaram rejei¢do da dieta quando incluido em
racdo para cdes (Beynen, 2019). Levedura de cana-de-acucar utilizada como aditivo na
alimentacdo de gatos causou rejeicdo da dieta, quando incluida na proporcao de 2% da matéria
natural na dieta controle (Lima et al., 2016).

Produtos a base de levedura sdo utilizados como palatabilizante na aquacultura.
Camardes séo descritos como seletivos e lentos ao consumir a ragéo, e por isso condicionantes
na dieta tém importancia. Palatabilizantes vindos de farinhas animais tém qualidade variavel e
podem ser substituidos com sucesso por palatabilizantes a base de leveduras (Morais e Derby,

2019). Levedura de cervejaria foi utilizada como fonte proteica em dieta para camardes, em
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substituicdo ao farelo de soja e a farinha de peixe, sem prejuizo no desempenho (Guo et al.,
2018).

Ha pouca informacdo na literatura sobre palatabilidade de produtos contendo leveduras
para ruminantes. Graos de destilaria com solutos umidos melhoraram a palatabilidade de dieta
com forragens de baixa qualidade ou muito secas, para bovinos em terminacéo (Benton et al.,
2007). A quantidade de levedura ou produtos de levedura de fato nos GDS Umidos é dificil de
determinar e provavelmente varia de fabrica para fabrica. E provavel que quanto maior a
inclusédo de solutos nos GDS, maior a participacdo de produtos de levedura. No caso do uso de
GDS umidos em dieta com forragens secas, ndo é possivel determinar se 0 aumento da aceitacdo
da dieta pelos animais se deve ao efeito palatabilizante dos GDS ou a umidade da dieta.

Em um teste de preferéncia por vacas Jersey em lactacdo, os GDS secos foram
consumidos mais rapido que milho grdo moido, farinha de penas, e um blend contendo os trés
alimentos (Hill, 2021). A oito vacas Jersey individualizadas em tie stall e a elas oferecido
aleatoriamente 1,13 kg de GDS secos, farinha de penas, milho moido ou uma mistura dos trés
alimentos. Os animais tiveram acesso aos alimentos teste por uma hora. A preferéncia foi
determinada pelo alimento totalmente consumido primeiro ou pela pesagem da sobra do
alimento apds uma hora de teste. Os GDS secos foram o alimento com maior indice de
preferéncia, seguido do milho moido, da mistura de alimentos e por Gltimo a farinha de penas.
Esse resultado indica que os GDS secos tém alta palatabilidade para vacas em lactacéo.

A digestibilidade de alimentos ricos em leveduras poderia ser prejudicada por seu alto
teor de bases nitrogenadas e pela parede celular, que quando intacta pode dificultar o acesso
enzimatico ao contetdo celular. A digestibilidade aparente de células integras ou rompidas de
Saccharomyces cerevisiae, mensurada em ratos, foi de 82,6 e 85,3% respectivamente, sem
diferenca entre as preparagdes (Caballero-Cordoba, 1997). No mesmo estudo a digestibilidade
aparente em ratos da caseina foi de 92,1%. Em estudo com leitdes em crescimento Spark et al.
(2005) substituiu 60% do farelo de soja da dieta por levedura de cerveja (com 47,3% de PB na
matéria natural) e ndo observou efeito no consumo de alimento ou desempenho. A
digestibilidade aparente do N oriundo da levedura nos leitdes foi de 87,2%; a digestibilidade
aparente da dieta foi de 86,5% para a levedura e 86,7% para a dieta com farelo de soja.

Pelos dados citados acima espera-se a palatabilidade de produtos ricos em leveduras seja
alta, ou pelo menos téo alta quanto milho grd moido para vacas em lactacdo. Espera-se também
que a digestibilidade intestinal de produtos ricos em levedura nédo seja limitante tanto para a

producdo de monogastricos quanto de ruminantes.
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1.2.9 Uso de coprodutos do milho na alimentacéo de vacas em lactacéo e desempenho

leiteiro

Muitos experimentos de desempenho na lactacdo trazem resultados satisfatorios com o
uso de GDS secos ou umidos, sem perda de producédo de leite e solidos, ou com aumento da
producdo (Kleinschmit et al., 2006; Janicek et al., 2008; Hubbard et al, 2010; Mjoun et al.
2010b; Benchaar et al., 2013). O teor de PB, a digestibilidade, e a composi¢do em aminoécidos
da proteina desse alimento s@o determinantes do desempenho. A concentracdo de gorduras e
acidos graxos dos coprodutos do milho também tem grande importancia pratica. Coprodutos
ricos em Gleo do milho em dieta de vacas em lactacdo podem induzir queda na gordura do leite
(Leonardi et al., 2005). Nos proximos subtdépicos objetiva-se exemplificar a relacdo da
composicao e da digestibilidade dos coprodutos proteicos de milho com o desempenho de vacas

em lactacdo, com foco em resultados com gréaos de destilaria.

1.2.10 Uso de gréos de destilaria secos ou Umidos e desempenho na

lactacéo

Os GDS umidos tém degradacdo ruminal da proteina mais rapida e fornecem menos
PNDR comparado aos GDS secos (Kleinschmit et al., 2007; Kelzer et al., 2010). Por outro lado,
0 uso de GDS secos processados sob aquecimento excessivo, pode resultar em perda de
producdo de leite (Powers et al., 1995) por indisponibilizacdo da proteina pelo calor.

As vantagens do uso dos GDS secos em relacdo aos GDS umidos para alimentagdo
animal sdo a facilidade de estocagem e maior a eficiéncia de transporte. Os GDS Umidos
deterioram e perdem palatabilidade em 5 a 7 dias, dependendo das condi¢bes ambientais. Em
clima quente a deterioracdo é mais rapida (Shingoethe, 2006). A ensilagem é uma alternativa
viavel de conservacdo dos GDS umidos. Apesar do alto teor de proteina do GDS Umidos, esse
alimento atingiu pH de 3,97 apds 14 dias de ensilagem (Anderson et al., 2015). A inclusao de
20% da MS de GDS umidos ensilado para vacas em lactacdo ndo afetou a producédo de leite
corrigido para energia em comparagdo com GDS secos (Ranathunga et al., 2017).

Al-Suwaiegh et al. (2002) utilizaram GDS Umidos ou GDS secos de milho e de sorgo
para vacas em lactagdo, incluidos em 15% da MS da dieta. Nesse experimento ndo houve uma
dieta sem grdos de destilaria, o objetivo era comparar os tipos de gréos de destilaria. As dietas
ndo tiveram efeito sobre 0 desempenho na lactacdo ou sobre o perfil de fermentacdo ruminal.
Os autores concluiram que, na incluséo de 15% da MS da dieta, 0s GDS Umidos e 0s GDS secos

sdo comparaveis e suportam a mesma producao de leite.
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Em um ensaio com substituicdo total de farelo de soja e parcial de milho grédo por GDS
umidos, Birkelo et al. (2004) observaram redugdo no consumo de alimento sem alteracdo na
producdo de leite. Os autores consideraram que vacas que consumiram GDS Umidos tiveram
menor parti¢do de energia para ganho de peso que vacas na dieta controle, que explicou o ganho
em eficiéncia. A avaliacdo de ganho de peso nesse experimento poderia ser questionada, por
ser um estudo em reversdo de tratamentos (periodos de 5 semanas de duracdo). Além disso, a
dieta com GDS umidos teve maior teor de PB e extrato etéreo que a controle. A maior inclusdo
de gordura na dieta, vinda dos GDS Uumidos, poderia explicar a queda de consumo. O principal
objetivo desse trabalho foi avaliar os GDS imidos como alimento energético, foi mensurada a
perda de energia como metano, que foi menor na dieta com os GDS Umidos e pode explicar o
aumento de eficiéncia energética nessa dieta. Foi observada também queda no teor de proteina
do leite, o que pode ser relacionado a substituicdo parcial do milho grédo por GDS Uumidos.

Anderson et al. (2006) compararam farelo de soja com GDS secos ou Umidos, incluidos
em 10 ou 20% da MS da dieta, em substituicdo parcial do milho moido e do farelo de soja. As
dietas com gréos de destilaria suportaram maior producéo de leite (39,8 kg/d vs. 42,3 kg/d, P =
0,02). O uso de GDS secos ou Umidos ndo interferiu no consumo de MS e producao de leite,
mas a producgdo de gordura e proteina do leite foi maior nas dietas com GDS Umidos. Nesse
trabalho, a dieta com GDS umidos levaram a maior concentracdo de N-ureico no leite, o que
era esperado. Em comparacao ao farelo de soja, os animais que consumiram GDS tiveram maior
producdo de gordura (1,28 kg/d vs. 1,40 kg/d, P = 0,04) e proteina do leite (1,20 vs. 1,28 kg/d,
P =0,01). A dose dos GDS de 10 ou 20% na MS teve menor efeito sobre a producéo, apenas
com tendéncia de maior producéo de proteina do leite com 20% de GDS na MS. No entanto, as
dietas nesse estudo ndo foram isoproteicas, com a concentracao de PB crescente com a incluséo
dos GDS (16,3% a 17,6% de PB na MS nas dietas com proteina de milho e 16,8% na MS na
dieta controle).

Weiss (2019) observou queda no desempenho, com reducdo da producdo de leite,
gordura e proteina, em dieta com alta inclusdo de GDS Uumidos. A dieta experimental continha
44% da MS como GDS umidos. A producdo de leite caiu 2,3 kg/d (P < 0,01) e ndo foi
recuperada com a inclusédo de 70 g/d de lisina e 14 g/d de metionina metabolizaveis, em forma
de aminodcidos protegidos. As dietas foram isoenergéticas, mas a dieta com os GDS Umidos
tinha aproximadamente 10% menos amido na MS. Os autores atribuiram a queda da produgéo
amaior degradabilidade da proteina da dieta com GDS Umidos e a possivel deficiéncia de outros

aminoacidos, além de lisina e metionina.
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Em conjunto, os trabalhos de Al-Suwaiegh et al. (2002), Birkelo et al. (2004) e Anderson
et al. (2006) mostram que quando incluidos até 20% da MS na dieta de vacas em lactacdo, GDS
umidos ou secos parecem suportar desempenho na lactacdo semelhante. O trabalho de Weiss
(2019) mostra que em incluséo alta, os GDS Uumidos prejudicam o desempenho. Além disso, o
trabalho de Weiss (2019) aponta que outros amino&cidos além de lisina e metionina podem ser
importantes para producéo de leite em dieta com GDS umidos.

1.2.11 Importancia da qualidade proteica dos gréos de destilaria no

desempenho leiteiro

O teor de PB dos GDS é importante comercialmente e nutricionalmente. H& poucos
experimentos com GDS secos de alta proteina para vacas em lactagdo. Christen et al. (2010)
comparou o desempenho de vacas em lactacdo alimentadas com GDS secos de alta proteina
(44,5% de PB na MS), farelo de soja, farelo de canola ou GDS secos convencionais (29,8% de
PB na MS). Esses autores substituiram todo farelo de soja das dietas pelos concentrados
proteicos testados. A incluséo dos concentrados proteicos foi de 11% da MS para o farelo de
soja, 12% da MS para os GDS secos de alta proteina, 12,7% da MS para o farelo de canola e
21,2% da MS de GDS secos. As dietas foram isoproteicas (15 a 15,6% de PB na MS) e o teor
de FDN variou de 27,4 a 31,1% da MS. O teor de amido das dietas ndo foi relatado. Os autores
n&o observaram diferenca em consumo, producéo de leite (31,8 kg/d, P = 0,63) ou producdo de
solidos (1,05 kg/d de proteina e 1,29 kg/d de gordura; P > 0,53). O percentual de gordura do
leite foi mais alto nas dietas com farelo de soja e GDS secos de alta proteina, e mais baixo com
GDS secos. O percentual de proteina do leite foi reduzido na dieta com GDS secos, e ndo diferiu
entre as outras fontes proteicas. A secre¢do de N no leite como caseina foi maior para a dieta
com GDS secos de alta proteina. Segundo predicdo do NRC (2001) as dietas com GDS secos
convencionais e de alta proteina tiveram menor PDR (10,8%) e maior PNDR (5,8%) em
comparacao as demais (11% e 5% de PDR e PNDR). Os autores ndo discutem a degradabilidade
das fontes proteicas.

No estudo de Christen et al. (2010) foi mensurada também a concentracdo de
aminoacidos no plasma e a eficiéncia de extracdo de aminoacidos pela glandula mamaria. A
concentracdo de metionina no plasma foi maior para as dietas com GDS secos convencionais e
de alta proteina, e menor na dieta com farelo de soja, enquanto a lisina plasmatica foi maior na
dieta com farelo de soja. A concentracao de leucina e fenilalanina plasmatica foi maior na dieta
com GDS secos de alta proteina, em comparacdo ao farelo de soja e ao farelo de canola. A

extragdo de aminodcidos pela glandula mamaria mostrou que a metionina foi o primeiro
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aminoacido limitante na dieta de farelo de soja e a lisina foi o primeiro limitante nas dietas com
GDS. Leucina, triptofano e valina foram menos limitantes na dieta com GDS secos de alta
proteina. Os autores consideraram a dieta com GDS secos de alta proteina como o melhor
balanco de aminoacidos essenciais, visto que a dieta com esse alimento resultou em maior
proporcéo de proteina verdadeira e de caseina no leite. Os autores concluiram que GDS secos
de alta proteina sdo uma fonte proteica comparavel ao farelo de soja e farelo de canola.

Os resultados de Christen et al. (2010) estdo em concordancia com de Kleinschimt et al.
(2006) que trabalharam com trés fontes de GDS secos para vacas em lactacdo. Esses autores
utilizaram doze vacas em um experimento quadrado latino 4 x 4, com uma dieta controle e trés
com GDS secos de trés diferentes fabricas. As dietas continham 20% da MS como GDS secos,
em substituicdo a 9,3% de milho e 10,7% de farelo de soja. Vacas nas dietas com GDS secos
tiveram producéo de leite superior ao controle (+ 3,4 kg/d; P = 0,007) e maior producéo de
gordura no leite (+ 0,116 kg/d; P = 0,02). Os GDS secos das diferentes fabricas foram
semelhantes entre si, com teor de PB em médio de 30,5% e extrato etéreo de 10,6%. Esses
autores também observaram concentracdo plasmatica de lisina inferior nos animais alimentados
com os GDS secos, em comparacdo aos na dieta com farelo de soja. Por outro lado, a
concentragdo de leucina e histidina nos animais tratados com GDS secos foi superior. Esses
dados em conjunto sugerem que a disponibilidade de aminoécidos essenciais varia pouco entre
GDS secos tradicionais ou de alta proteina. Assim, a composicdo em aminoacidos e sua
digestibilidade ndo sdo alteradas, apenas a proteina se concentra nos GDS secos de alta proteina.

Hubbard et al. (2010) trabalharam com GDS secos de alta proteina (46,1% de PB na
MS) em substituicdo ao farelo de soja e ao farelo de soja tratado com lignossulfato em dietas
de vacas em lactacdo. Os autores incluiram 20% da MS da dieta como GDS secos de alta
proteina, em substitui¢do total aos concentrados de soja da dieta (9,7% da MS de farelo de soja
e 5,6% da MS de farelo de soja tratado com lignossulfato). A producdo de leite, gordura e
proteina foram maiores na dieta com GDS secos de alta proteina (33,4 vs. 31,6 kg/d; 1,35 vs.
1,21 kg/d e 1,0 vs. 0,95 kg/d; respectivamente; P < 0,05). Esse estudo ndo teve ensaio de
digestibilidade ou outras analises. Os autores atribuiram a resposta apenas a maior densidade
energética da dieta com GDS secos de alta proteina, que continha 2,5% da MS de extrato etéreo
a mais que o controle.

Em estudo mais recente, os GDS secos de alta proteina (56% de PB na MS) foram
testados para vacas em lactagdo em substituicdo a proteina de soja e de canola (Brown e
Bradford, 2020). Foram utilizadas 24 vacas em lactacdo em quadrado latino 4 x 4 com periodos

de 28 dias. As dietas tinham como concentrado proteico: farelo de soja apenas (SB), GDS secos
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de alta proteina, farelo de soja de alta PNDR (SBBP) e farelo de canola com farelo de soja de
alta PNDR (CABP). As dietas foram isoproteicas (16,8 % de PB na MS), e os tratamentos
SBBP e CABP foram formulados para igualar ao teor de PNDR dos GDS secos (6,8% da MS).
As dietas continham lisina protegida e precursor de metionina para manter o fornecimento de
lisina e metionina metabolizavel. A dieta com os GDS secos de alta proteina causou reducéo
no consumo de MS (27,3 kg/d vs. 28,5 kg/d em média nos tratamentos SBBP e CABP; P <
0,01) e da producéo de leite (37,4 kg/d vs. 41,3 kg/d em média nos outros tratamentos; P <
0,01). O tratamento SB teve producdo intermediaria e SBBP e CABP tiveram a maior producéo.
A dieta com GDS secos de alta proteina tambeém causou reducdo do teor e producéo de proteina
no leite. Os autores atribuiram a queda no desempenho ao menor consumo e a menor
digestibilidade da proteina dos GDS secos de alta proteina, visto que elevou a excre¢éo fecal
de nitrogénio.

Os GDS secos de alta proteina utilizados no estudo de Brown e Bradford (2020) tinham
coloracdo escura, indicio de dano a proteina por aquecimento excessivo. Existe um risco em
substituir todo o concentrado proteico na dieta por coprodutos de milho, ndo apenas relativo ao
desbalanco de aminoacidos, mas também a disponibilidade da proteina. O resultado de Brown
e Bradford (2020) foi oposto ao de Hubbard et al. (2010), ambos com substituigdo total de
proteina de soja por GDS secos de alta proteina. Hubbard et al. (2010) realizaram um ensaio de
degradacdo ruminal da proteina do GDS secos e obtiveram 62% de PNDR, mas infelizmente
ndo comentam a digestibilidade dessa PNDR. A comparacao dos resultados desses dois estudos
mostra a importancia da digestibilidade da PNDR no desempenho na lactacéo.

A maioria dos trabalhos sobre o uso de GDS secos para vacas em lactacdo sdo
experimentos de reversdo de tratamentos. Ha critica na literatura quanto a estudos de curta
duracdo e de reversdo para mensurar o impacto de fontes proteicas no desempenho de vacas em
lactacdo (Zanton, 2016). Hristov e Giallongo (2014) sugerem que o pool de aminoacidos no
corpo do animal pode ser mobilizado e compensar deficiéncias de curto prazo, logo estudos
longos seriam necessarios para estabelecer corretamente a resposta a fontes proteicas. Morris
et al. (2018) conduziram estudo de 11 semanas de comparagdo com GDS secos de baixo teor
de extrato etéreo. Esses autores encontraram redugdo na producdo de leite e solidos com a
inclusdo de 28,8% da MS como GDS secos. Os GDS secos foram incluidos na dieta em
substituicdo total ao farelo de soja. A concentracdo de alguns AA essenciais no plasma das
vacas na dieta experimental foi menor (arginina, isoleucina, leucina, lisina, treonina; P < 0,05).

A menor disponibilidade desses AA pode explicar a queda na producéo de proteina do leite.



42

Ha relato de aumento de produgdo de leite e solidos do leite com substitui¢do parcial do
farelo de soja por GDS secos (Kleinschimit et al., 2006). Por outro lado, queda em desempenho
leiteiro € comumente relatada com substituicdo total do farelo de soja por GDS secos (Morris
et al., 2018; Brown e Bradford, 2020; Lobos et al., 2021). Em dois estudos revisados, a
substituicdo total do farelo de soja por GDS secos resultou em aumento de producdo de leite
(Hubbard et al., 2010; Benchaar et al., 2013). A estratégia de combinar proteina de soja e 0s
GDS secos tradicionais ou de alta proteina parece ter sido ainda pouco explorada.

Em dietas com GDS secos, a lisina é frequentemente apontada como aminoacido
limitante (Nichols et al., 1998; Liu et al., 2000, Paz e Kononoff, 2014). Kleinschimt et al. (2006)
compararam trés GDS secos de fabricas diferentes e observaram que aquele com sinais de dano
a proteina por calor resultou em menor concentracdo plasmatica de lisina. A degradabilidade
ruminal da proteina dos GDS secos diminui com o aquecimento (Cao et al., 2009), aumentando
a PNDR do alimento. O aminoacido mais sensivel ao dano por aquecimento € a lisina (Shwab
et al., 1995). Os GDS secos possuem menor teor de lisina em sua composigéo, e o dano por
aquecimento excessivo pode torna-los ainda mais pobres nesse aminoéacido.

Nichols et al. (1998) avaliaram quatro dietas diferindo quanto a suplementacdo proteica:
farelo de soja apenas, farelo de soja com lisina e metionina protegidas, GDS secos apenas, GDS
secos com lisina e metionina protegidas. Os aminoacidos protegidos foram fornecidos sobre a
dieta (top dress). Vacas que consumiram 0s GDS secos tiveram producéo de leite mais alta
comparado ao farelo de soja, e produziram ainda mais quando suplementadas com aminoacidos
(34,3 kg/d com farelo de soja, 35,3 kg/d com GDS secos e 36,7 kg/d com GDS secos e
aminoacidos). O teor de proteina e de gordura do leite ndo responderam aos tratamentos. Vacas
consumindo GDS secos tiveram maior concentracdo plasmatica de aminoacidos essenciais,
comparado a vacas consumindo farelo de soja apenas. A suplementacdo com aminoacidos
protegidos ndo interferiu na concentracdo total de aminoacidos essenciais no plasma, aumentou
apenas a concentracdo de metionina. As dietas com GDS secos resultaram em maior
concentracdo plasmatica de histidina, leucina, metionina, fenilalanina e valina, independente da
suplementacdo com aminoacidos. Na época desse estudo ainda néo era descrita a importancia
de metionina e aminoacidos ramificados como estimuladores da sintese de proteina na glandula
mamaria. No entanto, hoje e possivel inferir que a maior disponibilidade desses aminoacidos
conferiu condicdo de aumento de producéo pelos animais, além do uso dos aminoacidos para
sintese de caseina ou como fonte de energia.

Liu et al. (2000) compararam gréos de destilaria secos sem os solutos (GD) como

concentrado proteico com uma mistura de GD, farelo de soja e farinha de peixe, suplementada
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ou ndo com metionina e lisina protegidas. A premissa desse estudo seria que um blend de fontes
proteicas entregaria no intestino delgado amino&cidos absorviveis em propor¢do mais adequada
para a producdo de leite. Os autores desejavam ainda testar se a metionina e a lisina protegidas
poderiam melhorar o desempenho em dieta com GD e com o blend proteico. A dieta com GD
ndo tinha farelo de soja, e os tratamentos com metionina e lisina protegidas visavam fornecer
15 e 50 g/d desses aminodcidos respectivamente. Os autores escolheram a farinha de peixe, o
farelo de soja e os GD por considerarem o perfil de aminoacidos destes alimentos diferentes e
complementares. A farinha de peixe é rica em metionina e lisina, o farelo de soja rico em lisina,
e 0s GD rico em metionina. N&o foi observada diferenca na producdo de leite, solidos, ou no
consumo de alimentos entre nenhuma das dietas, contrariando a expectativa dos autores. O
efeito das dietas na concentracdo de aminoacidos no plasma foi insignificante, exceto pela
maior concentracdo de leucina nas dietas com GD e tendéncia de maior concentracdo de lisina
nas dietas com o blend. A suplementacdo de aminoécidos protegidos aumentou apenas a
concentracdo de metionina plasmatica.

No estudo de Liu et al. (2000), os autores consideraram a lisina como aminoacido
limitante, independente da suplementacdo de lisina protegida. Os resultados dos trabalhos de
Nichols et al. (1998) e Liu et al. (2000) em conjunto apontam que em dietas com gréos de
destilaria, mesmo corrigindo o suprimento de lisina, nem sempre melhora desempenho é
observada.

Mais recentemente, Paz et al. (2013) revisitaram a estratégia de inclusdo de GDS secos
com lisina protegida para vacas em lactacdo. Esses autores testaram duas doses de GDS secos
(10 ou 20% da MS) com ou sem suplementacdo de 14,6 g/d de lisina metabolizavel (60 g/d).
Nesse estudo, todas as dietas continham metionina protegida (29 g/d). Os GDS secos foram
incluidos em substituicdo parcial ao milho moido e ao farelo de soja. As dietas foram
isoproteicas (média 16,7% PB), mas as dietas com GDS secos tiveram menos amido em relacéo
ao controle (26,7% da MS vs. 23 e 20% da MS para 10% e 20% de GDS secos respectivamente).
A dieta com 10% de GDS secos e lisina protegida teve 0 menor consumo. Houve uma tendéncia
de aumento na producdo de leite com a dieta com 20% de GDS secos sem lisina (31,8 kg/d vs.
30,2 kg/d em média nos demais tratamentos). O teor e a produgéo de proteina no leite foram
maiores nas dietas com 10% de GDS secos, independente da suplementagdo com lisina. O
fornecimento de lisina protegida ndo resultou em maior concentragéo plasmatica de lisina nesse
estudo, que levou os autores a suspeitar sobre a biodisponibilidade da fonte utilizada. No
entanto, a queda no consumo pode ter levado a menor suprimento de proteina metabolizavel no

intestino. Vacas nas dietas com GDS secos tiveram menor concentracdo plasmatica de lisina,
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histidina e valina, mas o percentual e producdo de proteina do leite nesses tratamentos néo foi
prejudicado. Vacas nas dietas com GDS secos tiveram maior concentragdo plasmatica de
metionina e leucina. O N-ureico no leite foi mais alto em dietas com os GDS secos. Como 0s
autores reduziram o teor de amido das dietas para inclusdo dos GDS secos, a utilizacdo de N
pelos microrganismos ruminais pode ter sido prejudicada.

Esse mesmo grupo fez outro trabalho usando GDS secos com baixo teor de extrato
etéreo, com ou sem dose elevada de lisina protegida (Paz e Kononoff, 2014). Esse foi um
experimento com oito vacas com 188 dias em lactacdo em média, em quadrado latino 4 x 4. Os
animais consumiram 15% da MS como GDS secos, ou 30% da MS como GDS secos, com ou
sem suplementacdo de 42 g/d de lisina metabolizavel (128 g/d de lisina protegida). Todas as
dietas continham metionina protegida (16 g/d de metionina metabolizavel). Os autores
aumentaram a dose dos GDS secos com a retirada parcial de milho moido e total de farelo de
soja. As dietas foram isoproteicas (16,6% PB) e diferiram um pouco na concentracéo de amido
(30,8% vs. 28,1% da MS). As dietas ndo afetaram o consumo de MS e a producéo de leite (26,9
kg/d em média nos quatro tratamentos). O percentual de proteina do leite foi reduzido com a
dieta com 30% de GDS secos e tendeu a recuperar com a inclusdo de lisina protegida. A
producdo de proteina nédo foi afetada pelas dietas.

A eficiéncia de extracdo de amino&cidos pela glandula mamaria foi medida no trabalho
de Paz e Kononoff (2014) por diferenca arterio-venosa. A eficiéncia de extracdo mamaria de
lisina foi maior na dieta com 30% de GDS secos. Esse resultado também foi obtido por Mjoun
et al. (2010b) em dieta com 30% de GDS secos de baixo extrato etéreo. Vacas na dieta com
GDS secos também tiveram maior extracdo de aminoacidos essenciais, ndo-essenciais e
amino&cidos ramificados pela glandula maméria tanto no estudo de Paz e Kononoff (2014)
guanto no de Mjoun et al. (2010b).

Lobos et al. (2021) testaram quatro dietas com proteina de soja e de coprodutos de etanol
de milho. A hipotese era de que as os concentrados de milho seriam deficientes em lisina,
sobretudo em dieta de baixa teor de PB (14,9% da MS). A estratégia para adequar a lisina na
PNDR seriam combinar proteina de soja com coprodutos de milho (50% do concentrado
proteico como farelo de soja e 50% como farelo de glaten de milho e GDS secos) ou acrescentar
lisina protegida a dieta com farelo de gluten e GDS secos apenas. A lisina foi acrescentada para
fornecer 20 g/d de lisina metabolizavel. Na dieta com farelo de soja e proteina de milho, o farelo
de glaten e os GDS secos somaram 6,1% da MS. Vacas que consumiram somente proteina de
soja ou proteina de soja e milho combinadas tiveram maior consumo de MS, comparadas as

que consumiram sé proteina de milho ou proteina de milho com a lisina protegida. As vacas
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que consumiram apenas proteina de milho produziram menos leite (44,3 kg/d) e ndo houve
diferencga entre os outros tratamentos (45,8 kg/d). A suplementacdo da dieta de proteina de
milho com lisina aumentou a produgdo em 1,1 kg/d, e foi semelhante a dieta com proteina de
soja e milho combinadas. A dieta com proteina de milho e soja teve maior a eficiéncia de uso
do nitrogénio e a dieta apenas com proteina de milho, a menor. Os autores concluiram que a
dieta com proteina de soja e milho manteve a producéo de leite e aumentou a eficiéncia
alimentar, confirmando a complementariedade do perfil de aminoacidos dessas fontes
proteicas.

Em conjunto, esses resultados permitem interpretar que apesar da conhecida deficiéncia
de lisina em dietas com concentrado de milho como fonte de proteina suplementar, alguns
estudos falharam em obter resposta positiva em producdo com o uso de GDS secos e lisina
protegida. A excecdo foi o trabalho de Lobos et al. (2021), com dieta de baixa proteina. Talvez,
nos estudos em que ndo fora observada resposta, as dietas ndo eram de fato deficientes em
lisina. Provavelmente porque o suprimento de proteina para os animais foi subestimado, ou a
eficiéncia de uso da lisina pela glandula mamaria foi subestimada. Por outro lado, maior
concentracdo plasmatica de metionina e leucina parece ser comum em estudos que dosaram
aminoacidos no plasma de vacas em dietas com GDS secos (Nichols et al. 1998; Liu et al.,
2000; Paz et al., 2013; Paz e Kononoff, 2014).

A resposta em proteina do leite é dependente do suprimento integrado de aminoacidos
e energia (Firkins et al., 2006; Kebreab et al., 2010). O efeito do aumento da sintese de proteina
na glandula mamaria pelo maior suprimento de energia, sem mudanca na sintese de proteina
microbiana, foi demonstrado com experimentos de infusdo de glicose pés-ruminal. Rigout et
al. (2003) reuniram estudos em que a glicose foi infundida no abomaso ou no duodeno e
observou aumento linear na concentracdo de proteina no leite.

O efeito do aumento da absorcdo de glicose sobre a sintese de proteina na glandula
mamaria pode ser mediado pela insulina. Rius et al (2010) demonstraram que na glandula
mamaria moléculas sinalizadoras intracelulares sdo responsivas a insulina, IGF-1, e a
concentragdo plasmaética de aminoécidos. Em experimento quadrado latino fatorial 2 x 2 caseina
e amido foram infundidos no abomaso de vacas em lactagéo, formando quatro tratamentos: 2,0
kg/d de amido; 0,86 kg/d de caseina; 2,0 kg/d de amido mais 0,86 kg/d de caseina ou controle
(somente salina). Os animais foram submetidos a bidpsia mamaria apds as infusGes para
pesquisar sinalizadores intracelulares. A infusdo de amido e caseina aumentou a captacdo
mamaria de aminodcidos e a produgdo de proteina no leite. A ativacdo da cascata da proteina

alvo da rapamicina (mTor) s¢ foi responsiva a infusdo conjunta de caseina e amido no abomaso,
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0 que demonstra a necessidade de estimulo nutricional (disponibilidade de amino&cidos e
glicose) e hormonal (insulina e IGF-1) para regulacdo intracelular da sintese proteica na
glandula mamaria. Posteriormente, foi demonstrado que aminoacidos especificos tem papel
importante na ativacdo mTor (Appuhamy et al., 2011).

Os aminoé&cidos importantes para ativacdo da mTor sdo metionina, leucina e isoleucina
(Appuhamy et al., 2011; Appuhamy et al., 2012). Entre estes amino&cidos, a leucina parece ser
0 mais potente na ativacdo dos sinais intracelulares para a sintese proteica (Saxton et al., 2016).
Leucina, isoleucina e aminoacidos ramificados ndo sdo considerados limitantes para a sintese
de proteina no leite. Além disso, resposta em producdo de leite e proteina do leite com a infusao
de leucina ou aminodcidos ramificados ndo é bem documentada na literatura (Doelman et al.,
2015; Curtis et al., 2018).

Yoder et al. (2020) objetivaram comparar a infusdo jugular de metionina, lisina e
histidina (MLH) com leucina e isoleucina (IL) em vacas em lactacdo. O objetivo do estudo foi
determinar se a disponibilidade desses aminoacidos no sangue, de maneira conjunta ou como
dois grupos distintos, poderia aumentar o desempenho de vacas em lactacdo de alta producéo.
Os autores usaram solucdo salina (controle) ou 21 g/d de metionina, 38 g/d de lisina e 20 g/d
de histidina (MLH) ou 50 g/d de leucina mais 22 g/d de isoleucina (IL) ou o tratamento MLH
e IL combinados (MLH+IL). A dieta basal nesse experimento ndo atendia as exigéncias de
metionina, lisina, histidina, leucina e isoleucina, segundo avaliacdo feita no CNCPS (verséao
6.55 usada no estudo). A producéo de proteina do leite aumentou com MLH e IL. No tratamento
MLH a maior producdo de proteina decorreu do maior teor no leite, enquanto no tratamento IL
decorreu a maior producdo de leite por dia. Com a infuséo de IL, mas ndo de MLH, o volume
de leite produzido foi 2,3 kg/d maior que o controle (P < 0,01). N&o houve interacdo entre a
infusdo dos diferentes grupos de aminoacidos, indicando que ambos podem estimular o
aumento da producdo de proteina e de leite de forma independente. A maior producéo de leite
e proteina com IL, que ocorreu de forma independente da infusdo de MLH, é um achado
importante e inédito in vivo.

Os estudos que antecederam o de Yoder et al. (2020) demostraram que o efeito
estimulante da leucina e isoleucina sobre a glandula mamaéria via mTor foram todos in vitro. A
maior producédo de leite com IL foi explicada por aumento do fluxo sanguineo mamario e da
captacdo de aminoacidos totais, aminoacidos essenciais e aminoacidos ramificados na glandula
mamaria com a infusdo de IL. A eficiéncia de uso da proteina suprida para producgéo de leite
(medida nesse estudo como eficiéncia de cada aminoacido suprido ou de todos como agregado)

dobrou com a infusdo combinada MLH+IL. O aumento da eficiéncia ndo foi observado com
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infusdo de MLH isoladamente. Isso permitiu os autores concluir que outros aminoacidos além
daqueles considerados classicos limitantes para vacas em lactacdo devem ser levados em
consideracdo em modelos de exigéncias e na formulacéo.

Huang et al. (2021) publicaram o impacto dos tratamentos de Yoder et al. (2020) sobre
a captacdo de aminoacidos na glandula mamaria, com um ensaio de aminoacidos marcados com
13C. A infusdo de MLH aumentou o teor e a producéo de proteina no leite, efeito que ndo foi
observado com IL. No entanto, IL aumentou a producdo de leite em 1,4 kg/d (P = 0,04),
resultado condizente com o obtido por Yoder et al. (2020). Os autores levantaram evidéncias
que o fluxo sanguineo para a glandula mamaria € responsivo ao suprimento de aminoacidos, e
que aumentou com a infusdo de IL, semelhante ao trabalho anterior. Os autores discutem que a
infusdo de IL tem efeito positivo sobre a captacdo mamaria de metionina, lisina e histidina. Ou
seja, mais leucina e isoleucina podem ser necessarias para direcionar o uso de aminoacidos
essenciais para a glandula maméria, quando a disponibilidade plasmatica de aminoéacidos
aumenta. O catabolismo de lisina e metionina na glandula mamaéria foi maior sem a infusdo de
IL.

Aumento de leucina no plasma foi observado em diversos estudos com o uso de GDS
secos na dieta (Nichols et al., 1998; Christen et al., 2010; Mjoun et al., 2010b; Paz et al., 2013;
Lobos et al., 2021), concomitante ou independente de maior concentracdo de metionina
plasmética. Os achados de Yoder et al. (2020) e Huang et al. (2021) em producdo de leite,
captacdo e metabolismo mamario de aminoacidos em resposta a leucina e isoleucina permitem
levantar a hipotese de que a maior disponibilidade de leucina plasméatica comumente observada
com uso de GDS secos na alimentacdo contribui para resposta positiva em producéo de leite e
proteina do leite.

Ressalta-se que, o achado de Huang et al. (2021) de que o catabolismo mamario de
lisina diminuiu com a infusdo de leucina e isoleucina, aumentou a eficiéncia de uso da lisina
para sintese de proteina do leite. O maior suprimento de leucina pelos GDS secos poderia
poupar lisina do catabolismo para sintese de aminoacidos nao essenciais, que ocorre na glandula
mamaria quando excesso de lisina é provido (Lapierre et al., 2009). Talvez por isso dietas com
suprimento de proteina mais alto e GDS secos ndo levaram a maior producdo quando
suplementadas com lisina protegida (Liu et al., 2000; Paz e Kononoff, 2014), mas em dieta de
suprimento de proteina baixo a lisina protegida combinada com os GDS secos houve aumento
de producéo (Lobos et al., 2021).

Resumidamente, o uso dos GDS secos em conjunto com outras fontes proteicas na para

vacas em lactagdo pode proporcionar um perfil de aminoécidos completo. A proteina de farelo
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de soja e dos GDS secos sdo complementares ndo somente do ponto de vista de aminoacido
limitante para a sintese de proteina do leite (“modelo do barril”’), mas também considerando a
importancia de aminoacidos especificos como moduladores da sintese proteica na glandula
mamaria. O entendimento das interacGes entre aminoacidos no metabolismo pos-absortivo e na
glandula maméria ainda € incipiente. Estratégias préaticas de aplicacdo desse conhecimento sdo
ainda mais escassas e pouco testadas na literatura. O uso de coprodutos proteicos do milho
juntamente com farelo de soja para vacas em lactacdo pode ser inserido nesse contexto. Nessa
revisao ndo foram encontrados trabalhos que testaram a combinacao de proteina de soja e GDS

secos de alta proteina para vacas em lactacao.

1.2.12 Teor de extrato etéreo e acidos graxos dos graos de destilaria

e desempenho na lactacéo

H& o conceito na industria que o uso de GDS secos pode diminuir o teor e a producéo
de gordura do leite, pois o0 extrato etéreo dos GDS secos é oriundo do éleo do gérmen do milho,
rico em acidos graxos insaturados. A propor¢éo de &cidos graxos insaturados em GDS secos e
em 6leo de milho foi de 79,1 e 78,2% dos acidos graxos totais (Abdelgader et al., 2009). Nesse
trabalho a inclusdo tanto de éleo de milho quanto de GDS secos em dieta com alto teor de
gordura (5,2 a 5,9% de acidos graxos na MS) para vacas em lactagdo aumentou o consumo de
acidos graxos insaturados (principalmente C18:2 e C18:1) e reduziu o teor de gordura do leite.
Kelzer et al. (2010) descreveu a composicao de gérmen de milho, GDS secos, Umidos e de alta
proteina, farelo de gliten de milho e farelo de pericarpo de milho. Em todos os alimentos o
acido oleico (C18:2) foi o mais presente (em média 51,8% dos acidos graxos totais).

O alto teor de gordura dos GDS secos poderia também causar redu¢do no consumo de
MS. No entanto, a inclusdo de GDS secos em até 20% da MS na dieta ndo causou reducdo de
consumo em diferentes estudos (Leonardi et al, 2005; Anderson et al., 2006; Kleinschimit et
al., 2006), enquanto em outro trabalho com maior quantidade de GDS secos (28,8% da MS) o
consumo foi prejudicado (Morris et al., 2018). Em um trabalho revisado o consumo de MS e a
producdo de leite aumentaram linearmente quando os GDS secos foram incluidos em 10, 20 e
30% da MS da dieta (Janicek et al., 2008). Nesse estudo, 0os GDS secos substituiram
parcialmente forragens, milho e farelo de soja, e as dietas com GDS secos tiveram menor
tamanho de particula. O menor teor de FDN de forragem juntamente com a reducdo do tamanho
de particula das dietas podem explicar o aumento de consumo observado.

No trabalho de Leonardi et al. (2005) o farelo de soja e casquinha de soja foram

substituidos em doses crescentes (0, 5, 10 e 15% da MS) por GDS secos com 13,8% de extrato
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etéreo. As dietas foram isoproteicas e iso-FDN. Um tratamento adicional com 1,5% da MS de
6leo de milho foi incluido com o objetivo de isolar o efeito do 6leo contido nos GDS secos. Os
autores obtiveram aumento linear da producéo de leite com a inclusédo dos GDS secos, e queda
no teor de gordura do leite. A producéo de gordura ndo foi prejudicada. A incluséo de 15% de
GDS secos nao diferiu de 1,5% de dleo de milho, exceto por queda no teor de proteina com o
6leo. Os autores atribuiram a producéo de leite mais alta com os GDS secos a energia contida
no 6leo nesse produto.

Ramirez-Ramirez et al. (2015) hipotetizaram que o alto teor de amido e de 6leo em
dietas com GDS secos tem efeito aditivo sobre a depressdo da gordura do leite. Foi comparada
dieta contendo GDS secos e baixo teor de amido (18% da MS) e alto teor de extrato etéreo
(5,2% da MS) com dieta com teor mais elevado de amido (22% da MS) ou maior teor de extrato
etéreo (6,4% da MS), obtido com adicdo de 6leo de milho. Uma quarta dieta reuniu os dois
fatores, com 23% de amido e 6,5% de extrato etéreo na MS. Todas as dietas tinha 20% da MS
como GDS secos (12% de extrato etéreo na MS). Os autores observaram que amido ou éleo de
milho causaram depressdo do teor e da producdo de gordura do leite, que foi potencializada
como a combinacdo dos dois fatores. A producao de leite e consumo de MS nao foram afetados
pelos tratamentos. A inclusdo de éleo diminuiu a proporcéo de acidos graxos com menos de 16
carbonos na gordura do leite, e a dieta de maior teor de amido resultou em proporcao
intermediaria de acidos graxos curtos na gordura do leite entre o tratamento com 6leo e o
controle. A combinacdo de 6leo milho e amido acentuou a queda de acidos graxos curtos na
gordura do leite em dieta com GDS secos.

A queda da gordura do leite observada por Ramirez-Ramirez et al. (2015) parece ser
mais relacionada ao consumo de &cidos graxos insaturados em excesso que a queda de pH
ruminal. O pH ruminal ndo diferiu entre as dietas ao longo de 24 horas (medido em 4 vacas
multiparas fistuladas no rimen). As dietas ndo tinham teor de amido elevado (18% a 23% da
MS), mas mesmo a dieta controle e sem adi¢do de 6leo tinham alto teor de extrato etéreo (5,5%
a 6,2% da MS). Uma forma de reduzir o conteido de 6leo de milho nos GDS secos é benéfica
para sua inclusdo em dietas de vacas em lactagéo, pois reduziria o risco de queda da gordura do
leite.

Os GDS secos de baixa gordura foram estuados para vacas em lactacdo. Mjoun et al.
(2010b) testaram doses crescentes de GDS secos de baixa gordura (3,5% de extrato etéreo na
MS). O farelo de soja foi substituido gradualmente na dieta pelos GDS secos. A dieta controle
tinha de 0% de GDS secos e 17,4% de farelo de soja na MS. A dieta com 10% de GDS secos

tinha 11,5% de farelo de soja e a dieta com 20% de GDS secos tinha 5,8% de farelo de soja. A
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dieta com 30% de GDS secos ndo continha farelo de soja. As dietas foram isoproteicas (17,6%
PB na MS) e tiveram concentracdo de amido constante e baixa, em média de 17,7% da MS. O
teor de extrato etéreo das dietas aumentou com a inclusdo dos GDS secos: de 3,4% na dieta
controle a 4,3% com 30% de GDS secos. A producao de leite ndo diferiu entre tratamentos
(35,0 kg/d, P = 0,34). Os autores obtiveram aumento linear da concentracdo e produgéo de
gordura do leite com inclusdo dos GDS secos. Vacas no tratamento com 30% de GDS secos
produziram 240 g/d a mais de gordura (P = 0,04 para efeito linear) e 3,4 kg/d a mais de leite
corrigido para energia (P = 0,06 para efeito linear). Os autores discutem que a maior producao
de gordura no leite pode dever-se a inclusdo de gordura saturada inerte nas dietas com os GDS
secos, que tiveram incluséo de 0,44 a 0,98% da MS de gordura inerte. Outra possibilidade é a
maior disponibilidade plasmatica de metionina com a inclusdo crescente de RFDG. A metionina
pode ser precursora de colina e poderia favorecer a sintese de lipoproteinas e o transporte acidos
graxos até a glandula mamaria.

Castillo-Lopez et al. (2014) testaram trés niveis de GDS secos de baixa gordura (10, 20
ou 30% da MS) em dieta contendo silagem de milho, forragem de alfafa, carogo e algodéo,
milho moido, farelo de soja e farelo de soja tratado com lignossulfato. Os GDS secos foram
colocados gradualmente em substituicdo ao milho moido, ao farelo de soja e ao carogo de
algodéo. As dietas continham alto teor de PB (18% da MS) e teor decrescente de amido (de 17
a 25% da MS). No ensaio de desempenho da lactacdo, os autores usaram 12 vacas em lactacdo
em quadrado latino 4 x 4 com periodos de 21 dias. Os autores ndo observaram diferenca na
producdo de leite ou solidos entre os niveis de inclusdo de GDS secos, exceto pelo teor de
proteina do leite, que tendeu a aumentar linearmente (P = 0,07). O consumo de MS aumentou
linearmente com a inclusdo dos GDS secos, mas nao resultou em maior produgéo.

Para comparar o efeito dos GDS secos tradicionais de baixa gordura, Ramirez-Ramires
et al. (2016) utilizaram dieta controle ou com alta inclusdo (29,2% da MS) de GDS secos
convencionais (12% de EE na MS) ou GDS secos de baixa gordura (6,6% de EE na MS) com
ou sem inclusdo de sabdo de calcio. As dietas tinham baixa inclusdo de forragem (controle:
40,8% da MS e tratamentos: 30,0% da MS). Os grdos de destilaria foram substituiram
parcialmente as forragens, milho moido, caroco de algoddo e farelo de soja tratado com
lignossulfato, e totalmente o farelo de soja. As dietas foram isoproteicas (18,6% da MS) e
tiveram teor decrescente de amido (24,7% no controle 17,9% da MS nos tratamentos). A
producdo de leite tendeu a aumentar com os tratamentos (32,2 kg/d vs. 33,9 kg/d, P = 0,08). A
inclusdo dos GDS secos convencionais reduziu o teor de gordura do leite, que foi recuperado

no tratamento com GDS secos de baixa gordura, acrescido ou ndo do sabdo de célcio. O
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consumo de MS foi maior com os grdos de destilaria, mas esse efeito pode estar confundido
com o menor teor de FDN de forragem e menor tamanho de particulas nessas dietas. As dietas
com GDS secos de baixa gordura recuperaram o teor a producao de gordura do leite, mas tinham
menor teor de amido e de FDN que as demais.

Morris et al. (2018) conduziram um estudo de 11 semanas utilizando dieta com farelo
de soja, casquinha de soja e gordura inerte, comparada a dieta com GDS secos de baixa gordura
(7,4% de extrato etéreo na MS, inclusdo de 28,8% da MS na dieta). A dieta com 0s GDS secos
foi acrescida ou ndo de monensina (500 mg/d). As dietas tinham alto teor de PB (17.5% da MS)
e teor de amido moderado (21% da MS). As dietas com GDS secos tenderam reduzir a produgéo
de leite (- 2,0 kg/d em relagdo ao controle; P = 0,10) e reduziram o teor (3,81 vs. 3,00%; P <
0,01) e a producdo (1,55 vs. 1,23 kg/d) de gordura do leite. A inclusdo de monensina tendeu a
acentuar o efeito negativo sobre a gordura do leite (2,77% de gordura no leite, P = 0,12) e
acentuou a queda de producéo de gordura (1,08 kg/d, P = 0,02), A queda na produgéo de leite
e solidos deveu-se a redugdo no consumo de MS e ao maior consumo de &cidos graxos poli-
insaturados causada pela inclusdo dos gréos de destilaria (P = 0,08), que tinham 28% mais
acidos graxos insaturados que o controle.

Os experimentos de desempenho com GDS secos tradicionais de baixo teor de gordura
normalmente testaram incluséo de 10% a 30% da MS na dieta. A incluséo dos gréos de destilaria
nas dietas da maioria dos trabalhos néo foi feita de forma a isolar fatores de confuséo, como
por exemplo reducdo do FDN de forragens (Janicek et al., 2008; Ramirez-Ramirez et al., 2016),
reducdo do teor de amido (Castillo-Lopez et al. 2014) e aumento de teor de extrato etéreo
(Mjoun et al., 2010b). Dessa forma, carece na literatura estudos com dietas experimentais que
realmente isolaram o efeito dos gréos de destilaria sobre a gordura do leite.
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CAPITULO 2 USO DE GRAOS DE DESTILARIA DE ALTA PROTEINA COM
LEVEDURA E ESTRESSE POR CALOR EM VACAS EM
LACTACAOINTRODUCAO:

Probioticos contendo leveduras sdo muito utilizados na producdo de gado de leite.
Aumento de producéo de leite de 1,2 kg/d com uso de leveduras vivas e mortas para vacas em
lactacdo foi descrito em metanalise (Desnoyers et al., 2009). Contudo, os resultados de
desempenho com o uso de leveduras sdo variaveis. Muitos fatores contribuem para essa
variacdo, pode-se citar diversidade de dietas suplementadas com leveduras, animais em
diferentes estagios da lactacdo e tipos diversos de produtos a base de leveduras usados.

Sé&o propostos na literatura alguns mecanismos de agéo pelos quais leveduras vivas ou
mortas podem melhorar o desempenho animal. As respostas comumente observadas envolvem
estimulo ao crescimento bacteriano ruminal (Pinloche et al., 2013), modulacao do pH no ramen
(Vyas et al., 2014) e melhoria da digestéo de nutrientes (Bitencourt et al., 2011; Ferraretto et
al., 2012). Ha evidéncias ainda que o fornecimento de leveduras a vacas em lactacdo tenha
efeitos independentes da modulacdo da fermentacdo ruminal, como melhoria nos mecanismos
de dissipacdo de calor (Salvati et al., 2015) e modulacdo da resposta imune (Zaworski et al.,
2014).

Vacas em lactacdo mantidas em ambiente quente (verdo do sudeste brasileiro)
suplementadas com leveduras tiveram menor temperatura retal, menor frequéncia respiratoria
e aumento de desempenho. Esses resultados foram obtidos tanto com o uso de produto contendo
células viva e mortas (Salvati et al., 2015) quanto com cultura de levedura, que contém apenas
células mortas (Dias et al., 2018). Nesses trabalhos a concentragdo plasmatica de niacina foi
mais elevada em vacas suplementadas produtos a base de levedura em relagdo ao controle.

A niacina é uma vitamina do complexo B importante na regulacdo térmica em
mamiferos, por estimular o fluxo sanguineo para a pele. O aumento da sintese microbiana no
rimen esta associado ao aumento de fluxo de vitaminas do complexo B para o duodeno.
Especificamente a niacina teve a sintese aparente ruminal relacionada positivamente a
eficiéncia de producdo de massa microbiana por grama MO fermentada no rimen (Beuadet et
al., 2016). Aumento da excrecdo urindria de derivados de purina foi observado com
suplementacéo de cultura de levedura para vacas em lactagédo (Hristov et al., 2010), que sugere
efeito positivo da cultura de levedura sobre o crescimento microbiano no ramen.

Os graos de destilaria de alta proteina com levedura (DDGY, SJC Bioenergia,

Quirinopolis, Brazil) contem, segundo o fabricante, 20% de sua proteina bruta originaria da
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levedura. E dificil verificar a proporcdo de produtos de levedura que compdem o DDGY,
sobretudo por falta de metodologia analitica (Shurson, 2018). Efeito positivo sobre a dissipagdo
de calor em vacas em lactacao foi observado com uso de pequena dose, 15 g/vaca/d apenas, de
cultura de levedura (Dias et al., 2018). Por isso, mesmo com uma pequena proporcdo de
produtos ou células de levedura morta no DDGY, pode-se esperar algum beneficio na incluséo
desse alimento para vacas submetidas a estresse por calor.

Nossa hipotese foi que a inclusdo de DDGY na dieta, em substituicdo parcial ao farelo
de soja, poderia melhorar o desempenho de vacas em lactacdo em ambiente quente. Os produtos
de levedura que compdem o DDGY poderiam estimular a sintese ruminal de niacina e melhorar
a dissipacdo de calor pelos animais. O objetivo dessa parte do estudo foi verificar se a incluséo
de DDGY na dieta de vacas em lactacdo em substituicdo parcial ao farelo de soja contribuiria

para o alivio do estresse por calor.
2.2 MATERIAIS E METODOS:

O experimento foi conduzido com animais alojados em um tie stall com camas de areia,
equipado com ventiladores e aspersores de alta pressdo, localizado em ljaci, Minas Gerais. O
local esta a 846 m acima do nivel do mar, latitude 21° 09 52.41” sul, longitude 44° 55' 52.40"
oeste. A temperatura e a unidade do ar foram registradas dentro do barracdo continuamente,
com termOmetros data loggers (EasyLog-USB-2-LCD. Lascar Electronics, Salisbury, United
Kingdom) posicionados a 2,5 m do ch&o. Os registros foram feitos a cada 30 minutos por todo
periodo experimental e o indice de temperatura e umidade (ITU) foi calculado segundo a
formula de Yousef (1985): ITU =T + 0.36 x DP + 41.2; onde T = temperatura (°C) e DP =
ponto de orvalho (°C) (Figura 1).

Foram utilizadas 32 vacas holandesas (233 = 75 dias em lactagdo no inicio do
experimento), sendo 8 primiparas. Os animais receberam a mesma dieta por duas semanas no
periodo de padronizacdo. A producdo de leite, s6lidos do leite, peso e condicdo corporal foram
mensurados ao final do periodo de padronizacdo. Os animais foram blocados em pares por
producdo de leite, paridade e peso corporal e designados a um dos dois tratamentos. Os animais
foram alimentados individualmente por 56 dias no periodo de comparacdo. A dieta Controle
(CTL) continha 17,8% de farelo de soja na matéria seca. A dieta com DDGY continha 11,6%
da matéria seca (MS) de farelo de soja e 6,3% da MS de DDGY. As dietas foram isoproteicas
com 16,7% de PB, em média. As dietas estdo descritas em detalhe no artigo em que o

experimento de desempenho na lactagdo esta relatado. As dietas foram preparadas 2x por dia
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em um vagdo estacionario (Unimix 1200. Casale, Sdo Carlos, Brasil) e oferecidas aos animais
as 07:00 e as 13:00 h.

A temperatura retal e da pele e a frequéncia respiratéria foram mensuradas nos dias 4 e
7 de cada semana do experimento de desempenho. As mensuragdes foram feitas as 09:00, 15:00
e 22:00 h, aleatoriamente dentro de cada bloco experimental. A temperatura retal foi mensurada
com termémetros digitais (G-Tech TH186 Onbo Eletronics, Shenzhen, China. Acurécia de 0,1
0oC). A frequéncia respiratoria (movimentos / minuto) foi mensurada por observacdo e
contagem dos movimentos do flanco por 30 segundos, em trés contagens consecutivas. A média
das trés contagens foi multiplicada por dois para obtencdo dos movimentos por minuto. A
temperatura da pele foi mensurada em uma area tricotomizada no flanco e uma na escépula,
com termdmetro de infravermelho (HighMed 88E, Sdo Paulo, Brasil. Acuracia de 0,1 oC)
posicionado a 20 cm da pele do animal.

A taxa de sudacéo foi avaliada nos dias 4 e 7 de cada semana experimental as 15:00 h,
aleatoriamente dentro de cada bloco. Foi usada a técnica colorimétrica com discos de papel
filtro impregnados com cloreto de cobalto (Schleger e Turner, 1965). Papel filtro (Whatman no
1, porosidade de 11 um) foi imergido em uma solucéo de 10% de cloreto de cobalto e socos em
estufa de 105 °C por 12 h. Discos do papel (0,5 cm de didmetro) foram cortados e secos
novamente por 2 min. Os discos foram colocados em I&minas histoldgicas e fixados com fita
adesiva transparente. As laminas foram armazenadas em frascos fechados contendo silica. Uma
area de 3 x 10 cm foi tricotomizada no flanco esquerdo de cada animal, 10 cm abaixo das
vértebras lombossacrais um dia antes da mensuracdo. A fita com os discos foi fixada sobre a
area tricotomizada. O tempo para cada disco mudar de azul para rosaceo foi mensurado e
registrado para célculo da taxa de sudacdo (g/m2/h) como: 38,446.6 / T, onde T é o tempo
médio em segundos (Schleger and Turner, 1965). A area corporal (m2) foi estimada como: kg
peso vivo®%® x 0.15 m2/kg peso vivo®® (McLean, 1963).

O balanco &cido-basico do sangue venoso colhido na veia jugular foi analisado no d 51
do periodo experimental, 6 h apds a alimentagdo matinal, em um laboratério clinico comercial
(Laboratério Santa Cecilia, Lavras, Brasil). As amostras foram entregues no laboratério em
menos de uma hora apés a coleta. As amostras foram colhidas em tubos de vacuo com heparina,
em um intervalo de 30 minutos, aleatoriamente dentro de cada bloco. As amostras foram

mantidas resfriadas em gelo até a analise.

Analise estatistica:
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Os dados foram analisados como medidas repetidas no tempo com o PROC MIXED do
SAS (Versdo 9.3). O modelo foi: Yijx = p + Bi + Dj + Tk + D*Tijk + eijk. Onde: u = media geral,
Bi = efeito aleatdrio de bloco (i = 1 a 16), D; = efeito fixo de tratamento (j = CTL ou DDGY),
Tk = efeito fixo de tempo (k = semanas), D*Tjk = interagdo entre tempo e tratamento e ejjx =
erro residual. O quadrado médio da vaca aninhada em tratamento foi usado como erro para 0
efeito de tratamento. A melhor estrutura de covariancia foi escolhida segundo o critério de
Akaike. A frequéncia de distribuicdo de temperatura retal acima de 39,2 °C foi analisada com
0 procedimento GENMOD do SAS, usando regressdo logistica para dados binominais. A

significancia foi declarada com P < 0,05 e tendéncia com P <0,10.
2.3 RESULTADOS:

Durante o periodo experimental a temperatura ambiente no tie stall foi em média de
23,2 °C, com 78% de umidade do ar. O indice de temperatura e umidade (ITU) médio foi de
71,2 e permaneceu acima de 68 por 71,5% do tempo (Figura 1). O ambiente em que o
experimento foi conduzido foi quente e imido e, portanto, desafiador para vacas em lactacédo
quanto a termorregulagéo.

Vacas que consumiram o DDGY tiveram temperatura da pele mais elevada na escapula
as 15:00 e na garupa as 22:00 (P = 0,05; Tabela 1). A temperatura retal ndo foi afetada pelos
tratamentos em nenhum dos horarios de mensuracao. No entanto, vacas no DDGY tenderam a
maior propor¢do de animais com temperatura retal acima de 39,2 °C as 22:00 (+5,1%; P = 0,10;
Tabela 2).

Vacas que consumiram DDGY tiveram frequéncia respiratoria mais elevada as 09:00
no dia 35 do periodo experimental (P = 0,01) e tenderam a maior frequéncia respiratdria no dia
7 (P =0,07), sem diferenca significativa nos demais dias (Figura 2). Vacas no DDGY também
tiveram menor taxa de sudacdo nos dias 11, 35 e 53 do periodo experimental (P < 0,05) e
tenderam a menor taxa de sudacdo nos dias 4 e 32 (P < 0,10), sem diferenca significativa nos
demais dias (Figura 3).

Os animais no tratamento DDGY tiveram menor pressdo de CO2, menor concentragao
de CO2 e de HCO3- e menor excesso de bases no sangue jugular 6 h apds a alimentagdo matinal
(P <0,01; Tabela 3). A frequéncia respiratoria ndo foi mensurada no dia da avaliagdo do balango
acido-basico do sangue venoso. Os animais recebendo o DDGY tiveram maior frequéncia
respiratoria em outros dias do periodo experimental.

Os resultados nédo suportam a hipétese que o produto de levedura contido no DDGY

possa melhorar a dissipacdo de calor por vacas em lactacdo a ambiente quente. Diferente do
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observado em outros experimentos com o uso de produtos a base de leveduras, vacas que
consumiram o DDGY ndo demonstraram queda na temperatura retal, frequéncia respiratoria e

aumento na taxa de sudacdo, evidéncias de melhor alivio do estresse por calor.
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Figura 1. Temperatura, umidade e indice de temperatura e umidade (ITU) dentro do tie stall.
Temperatura: 23,2 + 4,0 °C (média + desvio padrdo). Umidade: 78,4 + 12,3 %. ITU: 71,2 + 4,5.



67
ITU>68: 71,5 % do tempo. ITU > 72: 36,9 % do tempo. ITU minimo diario: 65,9 = 1,6. ITU
maximo diario: 79,3 £+ 3,1. 2733 registros em intervalos de 30 minutos.

Tabela 1. Temperatura da pele, retal, frequéncia respiratoria e taxa de sudacao nos tratamentos
Controle e gréos de destilaria de alta proteina com levedura (DDGY)

Tratamentos Valor de P
Controle DDGY EPM  Trat. Tempo Interacdo
Temperatura da pele, °C

Garupa
0900 h 34,2 34,0 0,11 0,26 <0,01 0,52
1500 h 34,7 34,9 0,08 013 <0,01 0,33
2200 h 34,9 35,1 0,09 005 <0,01 0,55

Escapula
0900h 34,4 34,3 0,07 046 <0,01 0,25
1500 h 34,9 35,1 0,67 0,05 <0,01 0,34
2200 h 35,4 35,5 0,09 038 <0,01 0,38

Temperatura retal, °C
0900h 38,4 38,4 0,06 0,74 <0,01 0,49
1500 h 38,9 38,9 0,07 085 <0,01 0,68
2200 h 38,6 38,6 0,07 069 <0,01 0,25
Frequéncia respiratoria, mov./min

0900 h 51 52 2,0 061 <0,01 0,06
1500 h 63 63 2,0 0,88 <0,01 0,71
2200 h 56 55 1,9 0,71 <0,01 0,82

Taxa de sudagdo, g/m?/h
16 00 h 219,9 200,6 11,43 0,25 <0,01 0,07
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Figura 3. Taxa de sudagdo as 16:00 nos tratamentos Controle (m) e grdos de destilaria de alta

proteina com levedura (o). Valores de P: 0,25 para efeito de tratamento, < 0,01 para efeito de
dia, e 0,07 para interagéo dia x tratamento. Opgc&o slice do SAS: 2P < 0,05 e °P = 0,10.
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Tabela 2. Proporcédo de vacas (% do total) com temperatura retal > 39,2 °C as 09:00, 15:00, e
22:00 h nos tratamentos Controle (CTL) e grdos de destilaria de alta proteina com levedura
(DDGY)

CTL DDGY  Est! SE? Odds ratio 95% CI® Valor de P

09:00 h 3,9 5,8 0,41 0,42 1,52 0,66 3,48 0,32
15:00 h 29,4 30,1 0,03 0,20 1,03 0,70 1,52 0,86
22:00 h 10,2 15,1 0,45 0,27 1,56 091 2,67 0,10

parametro estimado gerado com 0 GENMOD do SAS usando regressio logistica para dados
binomiais. O Controle é o zero.

2Erro padrdo da estimativa.

3Intervalo de confianga de 95 % para a odds ratio.

Tabela 3. Balanco acido-basico do sangue jugular no dia 51 do periodo experimental 6 h apds
a alimentacdo da manha nos tratamentos Controle (CTL) e gréos de destilaria de alta proteina
(DDGY)

CTL DDGY EPM  Valorde P
pH 7,42 7,42 0,007 0,83
pCO,,t mm Hg 46,57 43,90 0,691 0,01
pO2,> mm Hg 52,34 47,64 5,473 0,47
HCOs3", mmol/L 29,74 27,79 0,566 <0,01
COz Total, mmol/L 31,17 29,14 0,574 <0,01
Excesso de bases, mmol/L 4,64 2,89 0,591 0,02
SatO2,® % 82,46 83,10 1,721 0,71

Presséo parcial de CO>.
2Pressdo parcial de O,
304 de saturacéo de oxigénio da hemoglobina.
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ABSTRACT

This experiment evaluated the partial replacement of soybean meal (SBM) with distillers dried
grains with yeast (DDGY) at the same diet crude protein (CP) content for dairy cows.
Compared to SBM (49.2% CP), the DDGY (50.2% CP) had higher in situ rumen undegradable
CP (RUP) and lower in vitro RUP intestinal digestibility. Thirty-two Holstein cows (233 £ 75
days in lactation) were individually fed a standard diet for 2 weeks and treatments control
(CTL) or DDGY for 8 weeks. Diets had 16.7% CP and the inclusion of SBM was 17.8% in
CTL and 11.6% in DDGY. In the DDGY diet, the inclusion of DDGY was 6.3%, representing
3.3% of diet CP. Data were analyzed with a repeated measures approach. Significance was
declared at P <0.05 and trends at 0.05 <P <0.10. There was no significant interaction between
treatment and time for any variable measured over time. The DDGY increased milk yield (32.2
vs 31.3 kg/d) at similar dry matter intake (DMI; 22.3 kg/d), increasing the milk to intake ratio
(1.48 vs 1.42). The positive effect of DDGY on milk yield was fast acting and consistent
throughout the experiment. The DDGY tended to increase the yields of milk casein and
protein. The concentrations in milk and the daily yields of fat and lactose did not differ. The
DDGY reduced urea-N in milk (14.1 vs 17.1 mg/dL) and plasma (16.5 vs 19.1 mg/dL, average
of 0, 2, 4, 8, 12, 16, and 20 hours post-feeding). The total tract apparent digestibility of dry
matter, organic matter, starch, and neutral detergent fiber, rumen microbial yield, and plasma
glucose concentration did not differ. The DDGY tended to reduce eating time (272 vs 299
min/d) and had no effect on rumination time (460 min/d). The DDGY increased the proportion
of daily intake in the afternoon (44.0 vs 37.6%). In the morning (0700-1300 h), DDGY
increased the refusal for feed particles > 19 mm (69.3 vs 93.7% of predicted intake) and the

selection in favor of particles < 8 mm (120 vs 101% of predicted intake). The frequency,
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duration, and size of meals did not differ. The partial replacement of SBM with DDGY had
no effect on diet digestibility, intake, and rumen microbial yield, affected eating behavior,
improved milk yield and feed efficiency, and reduced plasma and milk urea-N, supporting the
in situ estimation of higher RUP supply in DDGY than in SBM.

Keywords: corn distillers dried grains, ethanol coproduct, protein, yeast coproduct

INTRODUCTION

The world's largest ethanol producers are the United States and Brazil, with 56.7 and
33.1 billion liters in 2019, respectively (Renewable Fuels Association, 2020; Confederacao
Nacional da Agricultura, 2020). In Brazil, about 4.7 % of the ethanol comes from corn, but this
proportion is increasing in relation to sugarcane ethanol. Distillers dried grains (DDG) is a co-
product of the corn ethanol industry and may be a suitable source of protein and energy for
ruminants (Liu, 2011). The development of grain fractionation methods before fermentation
leads to the possibility of obtaining DDG with low ether extract and high protein
concentrations in dry matter (DM) (Majoni et al., 2011). The availability of nutritionally
improved DDG type co-products has increased the interest in high-protein, low-fat DDG for
lactating dairy cows (Brown and Bradford, 2020).

The DDG sources have large variation in the contents of protein, fiber, ether extract, and
minerals (Liu, 2011). Rumen undegradable protein (RUP) was higher and the intestinal
digestibility of the RUP was lower in DDG than in soybean meal (SBM) (Kleinschmit et al.,
2007). The low lysine content and digestibility are major concerns in the use of DDG as a feed
component (Lobos et al., 2021), since the amino acid (AA) profile of DDG reflects corn AA
composition. The addition of yeast protein and fermentation solubles can affect the protein

quantity and quality of DDG (Belyea et al., 2004). The yeast AA profile is considered to be
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better than that of corn, although the inclusion of yeast to corn DDG may reduce the
methionine concentration in the feed (Liu, 2011). Li et al. (2012) observed that the DDG
produced from wheat was degraded faster and more extensively in the rumen than DDG from
corn, suggesting that the prevalence of low digestibility flint corn in Brazil (Correa et al., 2002)
is a plausible explanation for the difference in the nutritive value of Brazilian and North-
American DDG produced with similar technology (Palowski et al., 2021). Specific DDG co-
products require evaluation to direct their use as protein sources for dairy cows.

FlexyPro is a new, proprietary, high-protein, low-fat corn-yeast fermentation co-product
of the ethanol industry, and has no available data on dairy cows feeding performance. This
corn fermentation co-product can be used in low inclusion in the diet to complement the AA
profile of commonly fed protein sources, such as SBM. Lysine concentration as a percentage
of crude protein (CP) is greatest in SBM and least in corn coproducts, whereas methionine
concentration is greater in corn than in soy protein (NRC, 2001). Therefore, the objective of
this experiment was to assess the effect of the partial replacement of SBM protein by DDG
with yeast fermentation co-product (DDGY) on lactation performance, urea-N in milk and
plasma, diet digestibility, and eating and rumination behaviors of dairy cows. We hypothesized
that DDGY would improve lactation performance of dairy cows by improving the supply and
balance of absorbable AA.

MATERIALS AND METHODS
In situ rumen incubation and in vitro intestinal digestibility of protein sources

Ruminal in situ incubations of DDGY and SBM (Cargill Nutrigdo Animal, Uberlandia,

Brazil) were performed to determine ruminal kinetic parameters of CP. Multifilament nylon

bags (Marantex, S&o Paulo, Brazil) of 10 x 20 cm were filled with 5 g of the protein sources
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(25 mg/cm?). Bags were washed with acetone and dried for 12 hours on a 65°C oven and
weighed before receiving the samples. Incubations were performed in 2 rumen cannulated
lactating dairy cows fed a corn silage-based diet. Bags were inserted into the rumen in reverse
order for 48, 24, 16, 12, 8, 4, and 2 hours, so all the bags were removed simultaneously. Four
bags per feed were incubated for 48, 24, and 16 hours; 3 bags were incubated for 12 hours, and
2 bags were incubated for 8, 4, and 2 hours. The 0 hour time point bags were not placed into the
rumen, but were treated to the same rinsing procedures described for the other time points.
After removal from the rumen, bags were immediately placed on ice and then washed on a
washing machine cycle for 19 minutes. Bag incubation residues were dried at 65°C for 72
hours, weighed, and the residues were analyzed for CP as previously described. Bag residues
CP was not corrected for microbial protein contamination, as this procedure is described to be
irrelevant for corn protein concentrates (Menezes et al., 2017). The incubation procedure was
repeated 3 times with a 1-week interval between incubations, using the same rumen-fistulated
COWS.

The instantaneously degradable fraction A (% of CP) was the N that disappeared from
the O-hour bag. The indigestible fraction C was the N in the 48-hour residue. The slowly
degradable fraction B was calculated as the difference between total N and the sum of fractions
A and C. The fractional degradation rate of B (kd. %/h) was the linear decay rate of the natural
logarithm of N residue as a proportion of initial N, after removing fraction C from each bag
residue. The rumen degradable protein (RDP. % of CP) was calculated as: Fraction A +
Fraction B x [kd/(kd + kp)], where kp is the fractional passage rate assumed as 4, 5, 6, and 7
%/h, to represent cows differing in production and intake potential. The in vitro intestinal

digestibility of the RUP was estimated on the 12 and 16 hour bag residues of ruminal
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incubation, according to Calsamiglia and Stern (1995), as adapted by Gargallo et al. (2006) for
a Daisy Il equipment (Ankom Technology Corporation, Fairport, USA).
Location, Cows, and Experimental Design

The lactating cow experiment was conducted from December 2017 to February 2018 during
the hot-rainy season of southeast Brazil, in an open-walled, sand-bedded tie-stall barn with
fans and high-pressure sprinklers. The research center is located at 846 m above sea level, 21°
09’ 52.417 latitude south, and 44° 55' 52.40" longitude west. Environmental temperature and
relative humidity at the center of the barn were measured at 30-min intervals with a digital
thermometer (EasyLog-USB-2-LCD. Lascar Electronics, Salisbury, United Kingdom) located
2.5 m from the floor. The temperature-humidity index (THI) was calculated according to
Yousef (1985): THI =T + 0.36 x DP + 41.2; where T = temperature (°C) and DP = dew point
(°C). Temperature was 23.2 + 4.0 °C and humidity was 78.4 £ 12.3 % (mean + SD; 2,733
recordings). The THI was 71.2 £ 4.5, THI > 68 was observed 71.5% of time.

Thirty-two Holstein cows (233 £ 75 days in lactation at the beginning of the experiment,
8 primiparous), were individually fed the same total mixed ration (TMR) for a 2-week
standardization period. Milk yield and components, DM intake (DMI), body weight (BW),
and body condition score (BCS) at the end of the standardization period were measured and
used as covariate in the statistical model. Cows were pair-blocked based on parity and
milk yield and assigned to a treatment for a 56-day comparison period, in a covariate adjusted
randomized block design with repeated measures over time. Treatments were: 1) control diet
(CTL) with the inclusion of 17.8% of DM as SBM; and 2) diet with 11.6% of DM as SBM

and 6.3% of DM as DDGY. The composition of the diets is reported in Table 1.
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Feed Management, Variables, and Analytical Procedures

The two TMR were mixed 2 x/d in a vertical 1.2 m? stationary vertical mixer and cows
had access to new feed at 0700 and 1430 h. Silage DM concentration was monitored weekly
with a microwave oven and diets were adjusted as necessary. Individual cow intake was
assessed daily by recording the amount of feed offered and orts. The feed was offered in
sufficient quantity to obtain at least 10% of the offered as daily refusals.

Samples of ingredients and orts per cow were collected daily and composite samples
were formed per week. Composite samples were dried at 55°C for 72 h and ground through a 1-
mm mesh Wiley screen. The DM concentration was determined by drying at 100°C for 24 h.
The nutrient composition of the consumed diet was calculated for each cow based on the
composition of offered ingredients and orts on a DM basis. Diet ingredients and orts were
analyzed for CP, ash-free neutral detergent fiber (NDF), ash, and starch plus free glucose. Diet
ingredients were analyzed for ether extract (EE), and orts EE concentration was considered
the same as offered diet. The CP concentration was determined with a micro Kjeldahl
apparatus (AOAC International, 2002), ash by incineration at 550°C for 8 h (AOAC
International, 1990), and NDF by filtration in porous crucibles with heat stable alpha-amylase
and sodium sulfite (AOAC International, 1990). The EE was analyzed as in AOAC
International (1990), and starch plus free glucose was enzymatically determined according to
Hall (2009). The non-fiber carbohydrate fraction was calculated: 100 - (CP + EE + ash +
NDF). The amino acid composition of DDGY was determined in a commercial laboratory
(Eurofins Alac, Indaiatuba, Brazil) by ionic chromatography with ultraviolet detection after

acid hydrolysis of the protein. Amino acid composition of soybean meal used on experiment
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was determined by near infrared spectroscopy (Agrocares MEMS Technology, wavelength
range 1300 — 2550 nm, Wageningen, Netherlands).

Cows were milked 3 x/d in an adjacent herringbone parlor starting at 0500 h, 1300 h,
and 1930 h and milk yield was recorded daily. Proportional milk samples from each milking
were obtained on days 11 to 14 of the standardization period and on days 6 and 7 of each week
of the comparison period. Milk components, somatic cell count (SCC), and milk urea-N
(MUN) were analyzed by mid-infrared analysis (Bentley Instruments Inc., Chaska, MN) in a
commercial laboratory (Laboratory of the Parand State Holstein Breeders Association,
Curitiba, Brazil). Milk energy secretion (Mcal/d) was calculated as (NRC, 2001): [(0.0929 x
% fat) + (0.0547 x % crude protein) + (0.0395 x % lactose)] x kg of milk. The secretion of
energy corrected milk (kg/d) was calculated as: Milk energy secretion/0.70 (assumes 0.70
Mcal/kg of milk with 3.7% fat, 3.2% crude protein, and 4.6% lactose). The BCS was the mean
of the same 3 independent evaluators (1 to 5 scale. Wildman et al., 1982) on day 14 of the
standardization period and on days 14, 28, 42, and 56 of the comparison period. The BW was
measured after the morning milking on days 13 and 14 of the standardization period and on
days13,14,27,28,41,42,55, and 56 of the comparison period (mean value was used per week).

The total tract apparent digestibility of DM, organic matter (OM), NDF, non-NDF OM,
CP, and starch were determined on days 54 to 56 by collection of feces in buckets. Feces were
collected concurrent to defecation during three 8-hour sampling periods and weighed. The
second and third sampling periods were each delayed by 8 hours, thus representing a 24-hour
collection. Fecal aliquots (1% of fresh weight) were taken and immediately frozen along the
collection period and a composite sample was formed per cow. Composite fecal samples were

dried for 72 hours at 55°C and ground through a 1-mm mesh screen. The DM concentration
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was determined by drying at 100°C for 24 hours. Concentrations of NDF, ash, and starch were
determined as described previously. The digestible OM intake (DOMI) during the digestibility
evaluation was calculated.

The urinary output was collected in buckets, simultaneously to fecal sampling, to
estimate the relative rumen microbial synthesis based on allantoin excretion (mmol/d). A 20%
sulfuric acid solution (200 mL) was added to 20 L buckets and urine was added to it during
the collection period. At the end of 3-day collection period, composite urine samples were
diluted 1:5 with a 4% sulfuric acid solution and frozen at -20°C. Allantoin was determined
according to Chen and Gomes (1992).

Plasma samples were obtained on day 53 to determine the concentration of plasma urea-
N (PUN). Samples were obtained at random within block immediately before the first daily
feeding (0700 h) and at 2, 4, 8, 12, 16, and 20 hours after feeding. Blood was harvested on
vacuum tubes containing EDTA and potassium fluoride. The blood sampling procedure lasted
20 minutes. Samples were centrifuged at 2,118 x g for 10 min to obtain plasma, which was
kept at -20 °C until analysis. The PUN was analyzed with a laboratory kit (Urea 500, Doles
Reagentes para Laboratorios, Goiania, Brazil). Plasma glucose concentration was measured
on days 11, 25, 39, and 53 on blood samples obtained 12 hours after morning feeding. Blood
was harvested, centrifugated to obtain the plasma and stored as described for PUN. Glucose
was analyzed with a laboratory kit (Glicose Enzimatica Liquida, Doles Reagentes para
Laboratorios, Goiania, Brazil).

Chewing activity and feed particles sorting behavior were measured on days 52 to 54.
Chewing was evaluated by visual observation of the buccal activities of each cow at 5-min

intervals continuously for 24-hour periods. Daily values were averaged per cow. Buccal
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activities evaluated were: eating, rumination, drinking, and idleness. Eating and rumination per
unit of DMI were calculated using DMI of the day in which chewing activity was evaluated.
A meal was defined by at least two consecutive 5-minute ingestion events following at least
10 minutes of idleness or rumination (Mullins et al., 2012). The intermeal interval was
calculated by time not ingesting (rumination + idleness) divided by the number of meals/day
minus 1. The duration of the first daily meal (conditioned meal) was measured with a
chronometer. Five evaluators observed the behavior of all cows individually, after feed
offering at 0700 h until the last cow finished its first meal. The proportions of daily intake
between 0700 and 1300 h, 1300 and 1900 h, and 1900 and 0700 h were measured by weighing
the feed in the bunk at 1300, 1900 and before the 0700 h feeding. Feed sorting behavior was
evaluated as the proportion of particles above the 19 mm mesh diameter screen and above and
below the 8 mm mesh screen of the Penn State Particle Separator (Leonardi and Armentano,
2003). Particle size distribution was evaluated at 0700 and 1300 h for the offered TMR and at
1300, 1900, and before the 0700 h feeding for refusals. Feed refusals at 1300 h were mixed
with feed offered for measurement of the offered TMR particle size of each cow. The predicted
intake (as-fed basis) of particles on each screen was: % TMR retained on screen x kg of TMR
consumed. The observed intake of particles was: % TMR retained on screen x kg of TMR
offered - % orts retained on screen x kg of orts. The selection index was: 100 x (observed
intake/predicted intake). Sorting values below 100% represent selective refusal, above 100%
represent preferential intake, and equal to 100% represent no selection.
Statistical Analysis
The data were analyzed as repeated measures with the Mixed procedure of SAS

statistical software (version 9.3, 2011; SAS Institute Inc., Cary, USA) with the model: Yijk =
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pu+ CV +Bi+ Dj + Tk + D*Tjk + eijk. Where: pu = overall mean, CV = covariate (measure of
the same variable at the end of the standardization period), Bi = random block effect (i =1 to
16), Dj = fixed treatment effect (j = CTL or DDGY), Tk = fixed time effect (k = days or
weeks), D*Tjk = interaction between treatment and time, and eijk = residual error. For
variables measured only during the comparison period, the same model was used, but without
the covariate adjustment. The mean square for the effect of cow nested within treatment was
used as the error to test the treatment effect. For variables measured once during the experiment
the effects of time and its interaction with time were removed from the model and the residual
error tested the treatment effect. The best covariance structure was defined by the Akaike’s
Information Criterion between first order autoregressive and compound symmetry. The
protein degradability data was analyzed with a model with the fixed effects of protein source
(SBM, DDGY) and incubation order (1 to 3) and the random effect of cow (1, 2). Significance
was declared at P < 0.05 and trends at 0.05 <P <0.10.
RESULTS

The DDGY was included at 6.3% of diet DM in partial replacement of SBM (Table 1).
Other feed ingredients, except SBM, were constant in the diet. Soybean meal and DDGY had
similar CP concentrations (49.6 and 50.2% of DM, respectively) and DDGY had higher NDF
content than SBM (43.7 and 10.3% of DM) (Table 2). In DDGY, the concentration of the three
AA (% of CP) considered as first limiting for lactating dairy cows were 2.06% of Met, 3.62%
of Lys, and 2.98% of His and the sum of branched chain AA (lle + Leu + Val) was 21.22%
(Table 3). The samples analyzed for amino acids of SBM and DDGY had 54.1 and 51.0% CP
om DM beasis, respectively. The SBM sample had 14.1 g per kilogram of total amino acids as

Met, 62.7 g per kilogram of total amino acids as Lys, and 173.0 g per kilogram of total amino
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acids as branched chain AA. The DDGY sample had 20.6 g per kilogram of total amino acids
as Met, 36.2 g per kilogram of total amino acids as Lys, and 212.2 g per kilogram of total
amino acids as branched chains AA.

Kinetic parameters of the in situ ruminal CP degradation and the in vitro intestinal RUP
digestibility are in Table 4. Compared with SBM, DDGY had similar instantaneously
degradable fraction A and higher indigestible fraction C, resulting in the smallest pool size for
the slowly degradable fraction B. The RDP at passage rates ranging from 4 to 7%/h and the
RUP intestinal digestibility of the 12 h and 16 h incubation residues were lower in DDGY.
The protein profile of diet CTL and DDGY based on feed ingredient analysis, measured
kinetics of CP digestion of SBM and DDGY, and lactation performance during the experiment
are in Table 5. The NRC (2001) dairy model evaluation of the diets suggested that the
replacement of SBM with DDGY reduced RDP and increased RUP concentration in DM,
increased Met and reduced Lys as proportions of metabolizable protein (MP), reduced the Lys
to Met ratio, had minor effect on histidine, increased Val and Leu and reduced lle in MP, and
increased the flow of digestible essential AA (+ 14 g/d).

Table 6 reports DMI, lactation performance, milk composition, and feed efficiency. The
diet DDGY increased milk yield (+ 0.9 kg/d) and tended to increase energy corrected milk
yield (+ 0.7 kg/d), at similar DMI. Feed efficiency was increased by DDGY. The positive
response in milk yield was fast acting and relatively consistent throughout the experiment
(Figure 1). Milk components concentration did not differ, but trends were observed for
increased yields of milk casein (+ 27 g/d) and crude protein (+ 34 g/d) for DDGY. Milk urea-
N was reduced (17.1 vs 14.1 mg/dL) and PUN was lower throughout the day on DDGY than

CTL (Figure 2). The milk SCC, BCS, and BW did not differ.
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The total tract apparent digestibility of nutrients, DOMI, daily secretion of urinary
allantoin, and plasma glucose concentration over time did not differ (Table 7). Although a
biologically significant increase in total tract NDF digestibility was observed for DDGY (+
7.1 %-units), this difference could be supported only by a weak trend (P = 0.12).

Chewing and particle size sorting behaviors are in Table 8. The DDGY tended to reduce
the daily eating time (- 27 min/d), but had no effect on the eating to DMI ratio or meal pattern.
Rumination and total chewing behaviors did not differ. The proportion of the daily intake in
the afternoon was increased by 6.4 %-units for DDGY, but the proportions of the daily intake
in the morning and night were only numerically reduced for DDGY . In the morning, cows on
DDGY had greater refusal of long feed particles (> 19 mm) and selection in favor of short
particles (< 8 mm) than CTL. During this same period of the day, medium size particles (8 -
19 mm) were refused on DDGY and selectively consumed on CTL. Daily feed refusals were
on average 11.6 % of offered and did not differ between treatments.

DISCUSSION

The increase in milk yield at the same DMI on diet DDGY suggests that the partial
replacement of SBM by DDGY was beneficial to lactation performance. The DDGY diet
increased feed efficiency without affecting the covariate adjusted BW and BCS. The mean
daily intake of DDGY was 1.6 kg/cow in replacement to approximately 1/3 of the SBM in the
diet. Diets had no effect on the total tract digestibility of nutrients, energy intake estimated by
DOMI, rumen microbial yield, and glucose concentration in plasma. The theoretical estimate
of the NRC (2001) dairy model suggests that diet DDGY increased the flow of digestible
essential AA (Tables 5), a plausible explanation for the increase in lactation performance, even

at reduced Lys flow (Arriola Apelo et al., 2014). Although NRC (2001) model estimated a
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negative RDP balance in the rumen on diet DDGY, rumen microbial synthesis estimated by
the daily excretion of allantoin in urine did not differ, suggesting that the model predicted flow
of digestible AA may have been under-predicted on DDGY. The trends for increased protein
and casein secretions with DDGY suggests that AA flow was indeed increased by this diet.
The estimated pool size of CP fractions A, B, and C, the kd of fraction B, and the RUP
digestibility of the 16 h incubations for SBM and DDGY (Table 4) were used to generate the
protein data of the diets reported in Tables 5. The DDGY RDP content (% of CP) was
estimated to be lower than the RDP in SBM. This is consistent with the reductions observed
in MUN and PUN when DDGY replaced the same amount of CP from SBM in diet DDGY.
The estimated RUP of SBM ranged from 30.5 to 41.7% of CP, depending on the kp (4 to
7%/h). These estimates are reasonable RUP values for SBM in lactating cow diets. For
instance, NRC (2001) predicts SBM CP to be 42.6% RUP (with DMI at 4.0% of BW and 50%
forage in the diet; kp of 7.4%/h), while the recently launched new dairy model (NASEM,
2021) predicts SBM with 33% of CP as RUP (with a static kp of 5.28%/h). Our predicted SBM
RUP at a 5.28%/h kp would be 35.1% of CP. At these kp values, the RUP estimates of DDGY
ranged from 60.6 to 65.4% of CP, slightly above feed table values around 50% of CP for DDG
with solubles with 29.7% CP in DM (NRC, 2001). On the new NASEM (2021) publication,
high protein, dried DDG with solubles is described with 39% of CP and 47% of CP as RUP at
a kp of 5.28%/h. In our study, the kd of fraction B in DDGY was 4.4%/h, similar to literature
values for north American conventional DDG with solubes (Kleinshimit et al., 2007) and high
protein DDG (Mjoun et al., 2010a; Maxin et al., 2013; Lee et al., 2016). The NASEM (2021)
considered the kd of fraction B in high protein DDG with solubles as 5%/h. Fraction A was

lower (17.8 vs 26% of CP) and fraction C was higher (38.8 vs 12% of CP) in DDGY than in
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NASEM (2021) high protein DDG. The high content of fraction C in high protein DDG has
been previously described (Lee et al., 2016). In relation to the NASEM (2021) high protein
DDG, DDGY had 29% higher CP in DM and higher concentration of essential AA in true
protein (+ 29% Lys, + 14% Val, + 12% His, + 10% Arg, + 9% Thr, + 6% Phe, + 5% lle, + 4%
Met, and + 1% Leu). There is considerable variation in the composition of DDG coproducts
among ethanol plants and batches of feed from the same plant (Liu, 2011).

However, in our experiment the values for the RUP intestinal digestibility for DDGY
and SBM were lower than expected. According to the NRC (2001) dairy model, expected
values for RUP digestibility would be around 80% of RUP for DDG with solubles and around
93% of RUP for SBM. Based on this model, the RUP digestibility of DDG was expected to
be around 86% of the RUP digestibility of SBM. In our experiment, the RUP digestibility of
DDGY was 76% and 83% of the RUP digestibility of SBM, if the residues of 12 h or 16 h
rumen incubations were considered, respectively. The ratio of RUP digestibility of DDGY and
SBM on 16 h residue is close to values on NASEM (2021), where SBM has 91% of RUP
digestibility and high protein DDG has 75% of RUP digestibility. An adjusted RUP
digestibility of DDGY was calculated to be 77% of RUP, assuming 93% RUP digestibility for
SBM and RUP digestibility of DDGY as 83% of SBM. Using these higher RUP digestibility
coefficients for DDGY and SBM, the estimated parameters for the DDGY diet would be MP
balance of 315 g/d, Met as 1.84% of MP, Lys as 6.10% of MP, Lys/Met of 3.31, and the flow
of digestible AA of 1123 g/d. For the CTL diet it would be MP balance of 299 g/d, Met as
1.79% of MP, Lys as 6.50% of MP, Lys/Met of 3.63, and the flow of digestible AA of 1096
g/d. Regardless of the estimate, diet DDGY was predicted to be superior to the CTL diet, as it

increased digestible AA flow and reduced the excessive Lys to Met ratio.
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Although we did not attempt to determine the origin of the CP in DDGY, since there is
no well-defined analytical method for this determination (Shurson, 2018), the provider of the
product informed that it contained around 20% of DM as yeast derived co-product. Yeast
protein was estimated to contribute to around 20% of total CP in DDG with solubles from corn
fermentation (Han and Liu, 2020), although ethanol plants vary greatly in the proportion of
condensed solubles blended with the grain fraction when manufacturing DDG (AAFCO,
2017). Yeast cells are known to contain about 20% of the crude protein as nucleic acids (Reed
and Nagodawithana, 1991). Brewer’s yeast has lower ileal digestibility of all essential AA for
swine compared to SBM (INRA, 2004). Yeast cells must be lysed to release the nutrients in
their cell contents for digestion and absorption by the animal and excessive heating when
drying can lead to the formation of Maillard products which can reduce AA availability
(Almeida et al., 2013). The lower intestinal digestibility of the RUP in DDGY relative to SBM
was an expected outcome, although it did not penalize the model predicted flow of absorbed
AA in diet DDGY relative to CTL.

The positive effect of the DDGY diet on lactation performance was plausibly the result
of greater and better absorbable AA supply. Based on the NRC (2001) estimate (Table 5), Leu
was the AA with greatest increase on diet DDGY (+ 6.6 % of CTL). The Val and Met supplies
were both increased by + 2.4% and Lys flow was reduced by — 2.7% relative to CTL. Previous
studies have also detected increases in plasma Leu and Met concentrations with corn protein
coproducts in the diet of dairy cows (Nichols et al., 1998; Liu et al., 2000; Paz and Kononoff,
2014). Both Leu and Met have been classified as TOR-AA, due to their cell signaling role in
stimulating protein synthesis through the mTOR pathway (Arriola-Apelo et al., 2014; Saxton

et al., 2016; Yoder et al., 2020). Therefore, the trends for increased casein and protein yields
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might have been brought about by greater supply of these two AA. Protein synthesis
stimulation, both in mammary gland and other tissues, along with a better AA profile in
metabolizable protein, may result in lower AA catabolism and urea synthesis in the liver. For
instance, Mjoun et al. (2010b) and Paz and Kononoff (2014) found increased mammary
arterio-difference of Lys when corn coproducts and soybean protein sources were combined
in the diet. Additionally, Huang et al. (2021) found that Lys catabolism by the mammary
glands was reduced when Leu and lle availability were increased by jugular infusion of these
amino acids. This potential lower AA catabolism, along with reduced RDP, would also
contribute to the lower MUN and PUN for DDGY than CTL. Therefore, it is possible that the
diversity in protein sources, such as SBM and DDGY, allows for a complementary AA profile
and may elicit a higher efficiency in the use of absorbed AA for milk protein synthesis.

An interesting observation was the effect of the change in diet protein profile on the
partitioning of the daily intake among periods of the day and on particle size sorting behaviors.
Diet DDGY increased the proportion of daily intake in the afternoon. It was expected that the
substitution of SBM with DDGY would affect the composition of feed particles < 8 mm, at
similar diet particle size distribution, since both concentrates would not be retained on the
middle and top screens of the Penn State separator. Sorting in favor of particles <8 mm in the
morning was increased by DDGY at the expense of particles greater than 8 mm. This sorting
behavior may suggest that DDGY was more palatable than SBM, although such sorting
behavior was not detected in the afternoon and night. Major differences in particle size sorting
behavior were detected only for the feed available in the morning in our experiment.

The nature of the N sources may also be a factor on the partitioning of daily intake and

particle size sorting behavior. The supplementation of dairy cows with urea and slow-release
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urea in replacement to SBM increased PUN, reduced DMI, and increased the number of meals
in the morning (Santos et al., 2011). Wilson et al. (1975) observed that the infusion of urea
into the rumen reduced DMI as much as the inclusion in the diet, suggesting a systemic mode
of action. A mechanism by which protein intake may interfere with eating behavior is through
the net ATP production in the hepatic urea cycle that signals to the vagus nerve (Oba & Allen,
2003). Even though none of these mechanisms were evaluated in this study, they suggest that
there are connections between N metabolism and eating behavior in dairy cows. Apparently,
changes in protein sources palatability or PUN could be related to changes in behavioral
chewing, with no change in daily DMI.
CONCLUSIONS
The partial replacement of SBM by DDGY increased milk yield at similar DMI, having
positive effect on feed efficiency. The intake of DOMI and rumen microbial yield did not
differ. Diet DDGY reduced MUN and PUN and tended to increase the yields of milk protein
and casein, suggesting reduced ruminal degradability of CP and increased supply of
absorbable amino acids relative to CTL.
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Table 1. Composition of diets for treatments Control (CTL) and high protein distillers dried

grains with yeast (DDGY)
CTL DDGY
% of dry matter
Corn silage 40.8 40.5
Oat hay 4.7 4.8
Soybean meal 17.8 11.6
DDGY! 6.3
Whole cottonseeds 8.3 8.4
Finely ground corn rehydrated and ensiled 14.7 14.7
Citrus pulp 11.0 11.0
Limestone 0.8 0.8
Sodium bicarbonate 0.9 0.9
Magnesium oxide 0.2 0.2
Salt 0.2 0.2
Minerals and vitamins? 0.6 0.6
Crude protein (CP) 16.6 16.7
CP from FlexyPro 3.3
Neutral detergent fiber (NDF) 29.2 31.4
Forage NDF 26.0 25.9
Starch plus free glucose 26.6 26.9
Ash 6.0 5.8
Ether extract 4.3 4.2
Non-fiber carbohydrates® 41.7 39.8
% of as-fed
Dry matter 50.8 50.9
Feed particles > 19 mm?* 9.7+33 8.3+28

Feed particles 8 - 19 mm
Feed particles <8 mm

435+22 43.4+4.5
46.8 + 3.6 48.3+55

FlexyPro. SIC Bioenergia, Quirindpolis, Brazil.
2200 g/kg Ca; 156 g/kg P; 30 g/kg Mg; 35 g/kg S; 150 mg/kg Co; 2,000 mg/kg Cu; 5,000 mg/kg
Mn; 11,900 mg/kg Zn; 82 mg/kg Se; 200 mg/kg I; 1,000 KUI/kg vit A; 220 KUI/kg vit D; 6.2

KUI/kg vit E.

3NIFC: 100 — (CP + ether extract + ash + NDF).
*Orifice diameter of sieves of the Penn State Particle Separator. Mean * SD of 12 TMR

samples.



96

547  Table 2. Nutrient composition of feedstuffs: Dry matter (DM), organic matter (OM), crude

548  protein (CP), neutral detergent fiber (NDF), and starch + free glucose

DM OM CP NDF Starch
% of as-fed % of dry matter
Corn silage 31.1 96.7 8.2 469 28.0
Oat hay 90.0 943 6.2 739 56
Soybean meal 87.6 93.2 496 103 35
High protein distillers dried grains with yeast! 87.4 97.3 50.2 437 71
Whole cottonseeds 94.2 96.1 225 39.7 33
Finely ground corn rehydrated and ensiled 62.0 98.7 92 74 734
Citrus Pulp 84.1 942 78 181 75

549  !FlexyPro. SJC Bioenergia, Quirindpolis, Brazil.
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Table 3. Amino acids composition of high protein distillers dried grains with

yeast (DDGY) and soybean meal

DDGY

Soybean meal

Essential amino acids
Arginine
Histidine
Isoleucine
Leucine
Lysine
Methionine
Phenylalanine
Threonine
Valine
Tryptophan

Non-essential amino acids
Aspartic acid
Alanine
Cysteine + Cystine
Glutamic acid
Glycine
Proline
Serine
Tyrosine

% of true protein

43.81
4.72
2.98
3.82

11.84
3.62
2.06
5.15
4.05
5.56

56.19
1.22
7.46
2.06

17.58
4.05
8.24
5.11
4.48

45.86

7.60
2.74
4.65
7.79
6.27
1.41
5.26
3.96
4.86
1.33

54.15
11.74
4.46
1.52
18.01
4.36
5.16
5.16
3.75
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553 Table 4. Kinetics of ruminal in situ degradation of crude protein (CP) and in vitro intestinal
554 digestibility of the rumen undegradable protein (RUP digest) of soybean meal (SBM. 49.0%
555 CP) and high protein distillers dried grains with yeast' (DDGY. 51.4% CP)

SBM FP SEM P-value
% of CP

Fraction A2 13.7 17.7 3.89 0.24
Fraction B® 83.0 435 2.84 <0.01
Fraction C* 3.3 38.5 2.88 <0.01
RDP 4° 69.5 40.8 2.75 <0.01
RDP 5 65.5 37.9 2.88 <0.01
RDP 6 61.5 36.5 2.94 <0.01
RDP 7 58.3 34.7 3.05 <0.01
kd of B,® %/h 8.5 4.4 0.99 <0.01
RUP digest,7 % of RUP 63.3 48.0 0.47 <0.01
RUP digest,8 % of RUP 61.0 50.7 0.47 <0.01

556 FlexyPro. SJC Bioenergia, Quirinopolis, Brazil.

557 ?Instantaneously degradable CP fraction.

558 3Slowly degradable CP fraction.

559  “Indigestible CP fraction.

560 ®RDP = Rumen degradable protein: Fraction A + Fraction B x [kd/(kd + kp)]. kp =4 to 7
561 %l/h.

562 ®Fractional degradation rate of fraction B.

563 "RUP digest of the 12 h rumen incubated residue.

564 8RUP digest of the 16 h rumen incubated residue.
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565 Table 5. NRC (2001) dairy model predictions® for treatments control (CTL) and high protein
566 distillers dried grains with yeast (DDGY)

CTL DDGY

Rumen degradable protein (RDP), % of dry matter 10.5 9.8
Rumen undegradable protein (RUP), % of dry matter 6.0 6.9
RDP balance, g/d 102 -49
RUP balance, g/d 77 49
Metabolizable protein (MP) balance, g/d 52 31
MP - Bacterial, g/d 1223 1191
MP - RUP, g/d 916 989
MP - Endogenous, g/d 105 105
Digestible amino acids
Arg, % of MP 4.82 4.64
His, % of MP 2.22 2.23
lle, % of MP 4.94 4.84
Leu, % of MP 8.77 9.19
Lys, % of MP 6.61 6.31
Met, % of MP 1.85 1.88
Phe, % of MP 5.07 5.07
Thr, % of MP 4.89 4.85
Val, % of MP 5.48 5.51
Arg, g/d 108 106
His, g/d 50 51
lle, g/d 111 110
Leu, g/d 197 210
Lys, g/d 148 144
Met, g/d 42 43
Phe, g/d 114 116
Thr, g/d 110 111
Val, g/d 123 126
Total essential amino acids, g/d 1002 1016
Lys/Met 3.57 3.35

567 'Predictions based on feed ingredient analysis, measured values for rumen undegradable and
568  degradable protein (in situ) and intestinal digestibility (in vitro) for SBM and FlexyPro, and
569 intake and lactation performance observed for each treatment during the experiment.
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Table 6. Dry matter intake (DMI), lactation performance, milk urea-N (MUN), linear somatic
cell count (SCC), feed efficiency, body weight (BW), and body condition score (BCS) on
treatments control (CTL) and high protein distillers dried grains with yeast (DDGY)

Treatments P-value?
Control DDGY SEM Treat Time TreatxTime
kg/d
DMI 22.3 22.3 0.29 0.55 <0.01 0.96
Milk 31.3 32.2 0.31 <0.01 <0.01 0.99
ECM? 29.9 30.6 0.48 0.10 <0.01 0.79
Fat 1.147 1.171 0.0157 0.21 <0.01 0.75
Protein 1.005 1.039 0.0182 0.10 <0.01 0.93
Casein 0.779 0.806 0.0134 0.09 <0.01 0.92
Lactose 1.442 1.477 0.0390 0.44 <0.01 0.91
Solids 3.791 3.896 0.0890 0.33 <0.01 0.88
%
Fat 3.57 3.58 0.035 0.91 0.06 0.63
Protein 3.22 3.25 0.017 0.23 <0.01 0.77
Casein 2.50 2.52 0.015 0.44 <0.01 0.77
Lactose 458 455 0.023 0.33 <0.01 0.66
Solids 12.1 12.1 0.036 0.78 0.19 0.52
MUN, mg/dL 17.1 14.1 0.35 <0.01 <0.01 0.43
SCC,20t09 3.19 3.60 0.315 0.28 <0.01 0.42
Milk/DMI 1.42 1.48 0.024 <0.01 <0.01 0.74
ECM/DMI 1.33 1.40 0.025 0.02 <0.01 0.72
BW, kg 660 663 2.3 0.49 <0.01 0.76
BCS,1to5 3.06 3.10 0.051 0.51 <0.01 0.16

p-value for the effects of treatment (Treat), time (day or week), and the interaction between

Treat and time.

2Energy-corrected milk.
3Equivalency of the linear scores: 3.18 = 114,000 cells/mL and 3.52 = 152,000 cells/mL.
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Table 7. Total tract apparent digestibility (D) of dry matter (DM), organic matter (OM), crude
protein (CP), neutral detergent fiber (NDF), starch + free glucose (Starch), and non-NDF OM,
digestible OM intake (DOMI), urinary allantoin, and plasma glucose for treatments Control

(CTL) and high protein distillers dried grains with yeast (DDGY)

CTL DDGY SEM P-value
D DM, % of intake 61.4 66.1 2.81 0.16
D OM, % of intake 63.8 68.0 2.62 0.17
D CP, % of intake 68.3 68.6 2.68 0.93
D NDF, % of intake 41.2 48.3 3.22 0.12
D Starch, % of intake 90.5 91.3 0.95 0.52
D non-NDF OM, % of intake 80.9 80.7 1.35 0.87
DOMI, kg/d 134 13.7 0.71 0.72
Allantoin, mmol/d 338 316 32.1 0.62
Allantoin/DOMI, mmol/kg 26.6 23.4 2.60 0.38
Plasma glucose,! mg/dL 57.2 57.9 1.07 0.61

1P < 0.01 for week (2, 4, 6, 8) and P = 0.58 for the interaction between treatment and week.
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Table 8. Chewing behavior, proportion of intake in periods of the day and feed sorting behavior
on treatments control (CTL) and high protein distillers dried grains with yeast (DDGY)

CTL DDGY SEM P-value
Eating, min/d 299 272 12.9 0.09
Rumination, min/d 458 463 18.6 0.87
Chewing,* min/d 758 735 25.4 0.41
Eating, min/kg dry matter intake 13.6 12.8 0.68 0.37
Rumination, min/kg dry matter intake 20.8 21.6 0.95 0.57
Chewing, min/kg dry matter intake 34.4 34.3 1.40 0.97
Meal size, kg of dry matter/meal 2.8 2.8 0.15 0.99
First meal duration, min 60 53 54 0.33
Meal duration, min 38.0 36.0 2.2 0.43
Meals/d 8.0 8.0 0.36 0.80
0700 to 1300 h, % of daily intake 38.1 37.4 0.03 0.79
1300 to 1900 h, % of daily intake 37.6 44.0 0.02 0.04
1900 to 0700 h, % of daily intake 23.9 20.5 0.02 0.18
Observed/Predicted,? %
0700 to 1300 h
> 19 mm 93.7 69.3 10.44 0.03
>8 mm and <19 mm 104.9 88.3 3.60 <0.01
<8 mm 100.9 120.0 3.59 <0.01
1300 to 1900 h
> 19 mm 68.9 63.9 7.24 0.61
>8 mm and <19 mm 96.4 99.5 1.32 0.15
<8 mm 113.2 112.6 2.17 0.85
1900 to 0700 h
> 19 mm 80.7 80.0 9.44 0.96
>8 mm and <19 mm 99.2 109.1 4.36 0.12
<8 mm 110.7 105.9 4.22 0.43
Daily orts,® % of offered 11.0 12.2 0.01 0.46

!Chewing = Eating + Rumination.

2 < 100% = rejection, > 100% = preferential intake, 100% = no selection. Sieves of the Penn

State Particle Separator.

3Daily orts = (Orts 0700 h/Offered TMR per day) x 100.
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Figure 1. Milk yield on treatments Control (--O--) and high protein distillers dried grains with
yeast (—®—) and daily temperature-humidity index (THI, bars). P = 0.01 for the effect of
treatment, P < 0.01 for the effect of day, and P = 0.99 for the interaction of treatment and day.
cv = covariate (P = 0.71).
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Figure 2. Plasma urea nitrogen (PUN) over time on treatments Control (--O--) and high
protein distillers dried grains with yeast (—®—). Cows had access to a new batch of feed at
times 0 (0700 h, after morning milking) and 7.5 (1430 h, after midday milking). P < 0.01 for
the effect of treatment, P < 0.01 for the effect of hour, and P = 0.84 for the interaction of
treatment and hour. Mean + SEM: Control = 19.1 + 0.78 and high protein distillers dried grains

with yeast = 16.5 + 0.78.



