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RESUMO

A silagem de planta inteira de milho (SM) é a principal forragem conservada utilizada
para vacas leiteiras. Na maioria das dietas para vacas em lactagdo, a SM ¢é a principal
fonte de fibra fisicamente efetiva (FDNfe). O separador de particulas da Penn State
(PSPS) tem sido utilizado por nutricionistas como ferramenta para medir a estrutura fisica
de forragens e racfes completas, porém a efetividade fisica da fibra em detergente neutro
(FDN) de cada fracdo estratificada pelo PSPS é desconhecida. O objetivo desse estudo
foi examinar a efetividade fisica de particulas da SM estratificadas com o PSPS para vacas
em lactacdo. Oito vacas Holandesas em lactacdo (27,6 £ 2,77 kg de leite; 611 + 74 kg
peso corporal; 152 + 83 dias em lactacdo) foram alocadas em dois quadrados latinos
balanceados 4 x 4. Quatro vacas canuladas no rimen compuseram um quadrado latino
(16 d de adaptacdo e 6 d de coletas) e quatro vacas intactas compuseram o outro. As
particulas foram estratificadas usando trés conjuntos PSPS (modelo de 2 peneiras e a
bandeira fechada no fundo) e o material foi armazenado em tambores de 200 L por 60 d.
As quatro dietas experimentais foram as seguintes: 1) CON (controle): 17% de FDN de
forragem (FDNf) de SM; 2) <8: 17% de FDNf de SM + 9% de FDN de particulas de SM
<8 mm; 3) 8-19: 17% de FDNf de SM + 9% de FDN de particulas de SM de 8-19 mm;
4) >19: 17% de FDNf de SM + 9% de FDN de particulas de SM >19 mm. O restante da
dieta continha silagem de grao reidratado de milho, milho moido seco, casquinha de soja,
farelo de soja, bicarbonato de sédio, 6xido de magnésio e mistura mineral-vitaminica. Os
dados foram analisados com modelo incluindo efeito aleatério de vaca(quadrado) e
efeitos fixos de quadrado, periodo e tratamento. Os dados de fermentacdo ruminal foram
analisados como medidas repetidas no tempo. As médias de tratamentos foram
comparadas por contrastes ortogonais: CON vs fonte de fibra (FF); CON vs <8 e 8-19 vs

>19. A dieta CON diminuiu o consumo de matéria seca (MS), o tempo de mastigacéo
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(min/d), o desaparecimento ruminal in situ (24 h) de MS e FDN da SM, o pH ruminal, a
digestibilidade aparente no trato total, a producéo de leite corrigida para 3,5% de gordura,
o0 teor e a producdo de gordura do leite e o teor de nitrogénio ureico do leite, porém,
aumentou as concentracfes de lactato no ramen e lipopolissacarideos (LPS) no plasma
quando comparada as dietas contendo fracGes de SM. Assim, 0s animais que receberam
a dieta CON estavam em acidose ruminal subaguda. A adicdo de SM na dieta,
independentemente do tamanho de particulas, reduziu a acidose ruminal subaguda. Entre
as fragcbes de SM, menor tempo de ingestdo + ruminagdo (659 vs 718 min/d), menor
producdo de gordura do leite (0,901 vs 0,962 kg/d) e maior concentracdo de LPS no
plasma (0,173 vs 0,031 EU/mL) foram encontrados para o tratamento SM <8 mm em
compara¢do com SM 8-19 mm. O fornecimento de SM 8-19 mm resultou em maior
consumo de MS (22,4 vs 21,2 kg/d), tempo de mastigagédo (718 vs 657 min/d), AGV
ruminal (104 vs 91,7 mM), producdo de leite (26,8 vs 24,8 kg/d), producdo de gordura
(0,962 vs 0,889 kg/d) e producéo de proteina (0,873 vs 0,798 kg/d) do que o tratamento
SM >19 mm. As concentragdes sanguineas de D-lactato e soro amildide A foram
semelhantes entre as fracdes de SM. Ndo foram encontradas diferencas entre CON e
fracdes da SM para pool e kp de fluido ruminal, ka e kc de valerato, no entanto, houve
tendéncia de menor eficiéncia relativa de sintese de proteina microbiana com base nos
derivados de purinas na urina, quando comparadas as fragdes SM. A FDN de particulas
de SM >19 mm foi menos efetiva do que a SM 8-19 mm, devido a sele¢do contra
particulas >19 mm, FDN e FDNi, e a favor do amido, portanto, essa fracdo deve ser

considerada com cautela ao estimar a FDNfe para vacas leiteiras em lactacéo.

Palavras-chave: bioensaio, tamanho de particula, fator de efetividade fisica
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ABSTRACT

Corn silage (CS) is the main conserved forage used for dairy cows worldwide. In most
dairy diets, CS is the primary source of physically effective fiber (peNDF). The Penn
State particle separator (PSPS) has been used by nutritionists as a tool to measure the
physical structure of forages and total mixed rations, but the physical effectiveness of
neutral detergent fiber (NDF) of each fraction stratified by the PSPS is unknown.
Therefore, the aim of this study was to examine the physical effectiveness of CS particles
stratified with the PSPS for lactating cows. Eight lactating Holstein cows (27.6 + 2.77 kg
of milk; 611 + 74 kg body weight; 152 + 83 days in milk) were allocated in two 4 x 4
balanced-Latin squares (16 d of adaptation and 6 d of collections). Four rumen cannulated
cows composed one Latin square and four intact cows composed the other. The particles
were stratified using PSPS devices (2-sieve model) and the material was stored in 200-L
drums for 60 d. The four experimental diets were as follows: 1) CON (control): 17%
forage NDF (fNDF) from whole-plant CS; 2) <8: 17% fNDF from whole-plant CS + 9%
NDF from CS particles <8 mm; 3) 8-19: 17% fNDF from whole-plant CS + 9% NDF
from CS particles within 8-19 mm; 4) >19: 17% fNDF from whole-plant CS + 9% NDF
from CS particles >19 mm. The remainder of the diet consisted of reconstituted corn grain
silage, dry ground corn grain, soybean hulls, soybean meal, sodium bicarbonate,
magnesium oxide, and mineral-vitamin mix. Data were analyzed with a model including
a random effect of cow(square), and fixed effects of square, period, and treatment.
Ruminal fermentation data were analyzed as repeated measures over time. Treatment
means were compared by orthogonal contrasts: CON vs fiber source (FF); CON vs <8
and 8-19 vs >19. The NC diet decreased dry matter (DM) intake, chewing time, ruminal
in situ disappearance (24 h) of DM and NDF of CS, ruminal pH, total-tract apparent

digestibility, 3.5% fat-corrected milk, milk fat content and yield, and milk urea nitrogen,
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whereas increased rumen lactate and plasma lipopolysaccharide (LPS) when compared
with diets containing CS fractions. Hence, animals receiving NC were in subacute
ruminal acidosis. The addition of CS to the diet, regardless of particle size, reduced
subacute ruminal acidosis. Among CS fractions, shorter eating + rumination time (659 vs
718 min/d), lower milk fat yield (0.901 vs 0.962 kg/d), and higher plasma LPS
concentration (0.173 vs 0.031 EU/mL) were found for CS <8 mm compared with CS with
8-19 mm. The CS with 8-19 mm led to greater DM intake (22.4 vs 21.2 kg/d), chewing
time (718 vs 657 min/d), rumen VFA (104 vs 91.7 mM), milk (26.8 vs 24.8 kg/d), fat
(0.962 vs 0.889 kg/d) and protein (0.873 vs 0.798 kg/d) yields than the CS >19 mm. Blood
concentrations of D-lactate and serum amyloid A were similar among CS fractions. No
differences were found between CON and CS fractions for rumen fluid kp and pool,
valerate ka and kc, however, there was a trend towards lower relative efficiency of
microbial protein synthesis based on urinary purine derivatives when compared to CS
fractions. The NDF of CS >19 mm was less effective than CS 8-19 mm, due to the sorting
behavior against particles >19 mm, NDF, and uNDF, and in favor of starch, therefore,

this fraction should be considered with caution when estimating peNDF for dairy cows.

Key words: bioassay, particle size, physical effectiveness factor



|. INTRODUCAO

Um dos desafios dos sistemas de nutricdo de bovinos leiteiros modernos é
conciliar a alta densidade energética da dieta necessaria para suportar alto desempenho
produtivo com proporcdes adequadas de fibra em detergente neutro (FDN) fisicamente
efetiva (FDNfe), necesséaria para evitar desordens metabdlicas (Zebeli et a., 2011). A
inclusdo de FDNfe na dieta de ruminantes € essencial para manutencdo do funcionamento
normofisioldgico do trato digestdrio (Zebeli et al., 2012a).

A efetividade da FDN é definida como a capacidade total de um alimento para
substituir forragem em uma racdo, de modo que uma caracteristica seja efetivamente
mantida (Mertens, 1997). A efetitividade da FDN pode ser dividida em dois componentes:
o primeiro inclui a efetividade fisica da FDN em estimular a formacdo de mat ruminal, a
motilidade ruminal e a mastigacdo, e, o segundo é o componente quimico da FDN, o qual
diminui a producéo de acidos no ramen pela substituicdo de carboidratos ndo fibrosos
(Armentano e Pereira, 1997).

A FDN de forragem, que néo foi finamente processada, € o principal componente
da FDNfe da dieta, apresentando relagdo positiva com o pH ruminal (Allen, 1997). A
FDN de forragem é fisicamente mais efetiva do que a FDN de subprodutos fibrosos ou
grdos (Swain e Armentano, 1994), pois esses alimentos apresentam menor tamanho de
particulas e taxa de passagem semelhante ou superior ao das forragens (Batajoo e Shaver,
1994; Bhatti e Firkins, 1995), resultando em menor tempo de retencdo ruminal e menor
estimulo a mastigacdo (Grant, 1997).

A silagem de milho € a principal forragem conservada utilizada em rebanhos
leiteiros no Brasil e no mundo. Na maioria das dietas, para vacas leiteiras confinadas, a
silagem de milho é a fonte primaria de FDNfe. Entretanto, a utilizac&o de colhedoras de

forragem com diferentes configuracdes de fabricacéo ou regulagem, resultam em silagens



de milho com ampla variacdo nas caracteristicas fisicas. O conjunto de peneiras da Penn
State (PSPS) tem sido utilizado por nutricionistas de campo como ferramenta para
adequar a estrutura fisica de dietas para vacas leiteiras, no entanto, ndo se conhece até o
momento a efetividade fisica da FDN de cada fracdo estratificada pela PSPS.

Conhecer o fator de efetividade fisica das fragbes da silagem de milho
estratificadas com o conjunto de peneiras PSPS deve possibilitar a formulagéo de dietas
com precisdo e reduzir os riscos de disturbio metabolicos, como a acidose ruminal, e
concomitantemente evitar inclusbes excessivas de fibra efetiva capazes de limitar o
consumo de MS (CMS) e o desempenho dos animais. Portanto, o objetivo do presente
estudo é determinar a efetividade fisica da FDN de fracdes da silagem de milho
segredadas com o conjunto de peneiras PSPS para vacas em lactacéo.

NOs hipotetizamos que a FDN de particulas >19 mm tem fef igual ou menor do
que a FDN de particulas com 8-19 mm devido a cominuicdo das particulas antes da
degluticdo (Schadt et al., 2012) assim como maior risco de sele¢do contra particulas
longas (McCarthy et al., 2018). Devido ao menor tamanho de particula, também
hipotetizamos que a FDN de particulas <8 mm pode ser menos efetiva do que a FDN de

particulas com 8-19 mm.



Il. REVISAO DE LITERATURA

Os ruminantes ndo produzem enzimas que degradam fibras, todavia, abrigam
bactérias, fungos e protozoarios que possuem essa capacidade (Van Soest, 1994). Assim,
0 hospedeiro fornece aos microrganismos um ambiente adequado para o crescimento
(mistura constante, pH, umidade e temperatura estaveis) e 0s microrganismos sintetizam
AGV, proteinas e vitaminas para o animal (Russell e Rychlik, 2001; Gordon e Phillips,
1998). A fermentacdo microbiana ocorre principalmente no ruminorreticulo, sendo que
90% ou mais da digestdo total da fibra ocorre nesse compartimento (Mertens e Grant,
2020).

Durante a ingestdo e a ruminacgdo, a cominuicdo das particulas pela mastigacéo é
um passo importante no processo de digestao, pois a reducdo do tamanho de particula é
necessaria para a passagem de residuos ndo digeridos do proventriculo (Beauchemin,
2018), mas também é crucial para a ruptura da cuticula e aumenta 0 acesso para
colonizacdo microbiana (Mertens e Grant, 2020).

Um obstaculo para degradacdo da parede celular € a interacdo entre lignina,
celulose, hemicelulose e outros compostos que limitam o acesso de enzimas ao substrato
preso nessa matriz (Wang e McAllister, 2002). Outro fator limitante é o tempo de retencao
no rimen para a digestdo dos tecidos vegetais, o qual sofre grande influéncia de tamanho
e de densidade da particula ingerida e da sua resisténcia a reducdo de tamanho (Wang e
McAllister, 2002), bem como de interacdes com o animal e o nivel de CMS (Grovum et
al., 1977; Colucci et al., 1990; Krizsan et al., 2010).

O conteudo do ramen € estratificado em fase liquida localizada na parte ventral, gas
na parte dorsal, um conjunto de pequenas particulas dispersas na fase fluida e uma camada
solida flutuante sobre a fase liquida, que é composta principalmente de particulas grandes
recém ingeridas (mat ruminal) (Welch, 1982; Poppi et al., 2001). As particulas de
alimentos recém-ingeridas, por serem mais longas e menos densas, tendem a contribuir
para a formacgéo do mat ruminal (Beauchemin, 2018). Porém, essas fases nem sempre sao
bem distintas em vacas leiteiras alimentadas ad libitum com dietas contendo alta
proporcdo de concentrados (Zebeli et al., 2012a). A formacdo do mat € altamente
dependente da ingestdo de fibra de forragem e particulas longas, que séo fatores
determinantes da FDNfe (Zebeli et al., 2012a).



1. Estratificagdo bifésica da digesta ruminal
1.1 Importancia

O mat ruminal é um indicador do funcionamento adequado do rimen em vacas
leiteiras devido as suas duas principais funcbes: otimizar o ambiente ruminal,
especialmente o pH, por estimulacg&o fisica da ruminag&o, salivacdo e motilidade ruminal
e promover a retencado de particulas, permitindo assim uma digestdo mais eficiente (Poppi
et al., 2001; Zebeli et al., 2012a). Quanto maior a consisténcia do mat ruminal, menor
sera a probabilidade de particulas do alimento escaparem sem degradagdo. Aumentar o
escape de particulas potencialmente degradaveis do rimen afeta negativamente a
degradacdo ruminal e a utilizacdo dos ingredientes da dieta (Weidner e Grant, 1994). A
estratificacdo da digesta é a pré-condicdo mais importante para uma étima digestao dos
nutrientes no proventriculo, principalmente dos carboidratos fibrosos (Tafaj et al., 2004),
pois a maioria das particulas apresentam tamanho menor do que o tamanho critico para
escape (Shaver et al., 1988).

Comparando a dindmica ruminal de vacas alimentadas com silagem de alfafa ou de
graminea, Kammes e Allen (2012) observaram que mais de 55% das particulas no rimen
eram menores que 2,36 mm, indicando que o tamanho de particula sozinho néo € o fator
limitante para a passagem. No trabalho realizado por Allen e Grant (2000), foi avaliado
o efeito do tamanho das particulas da forragem sobre a consisténcia do mat ruminal e taxa
de passagem do farelo de glaten de milho (FGM). A adicdo de feno picado grosseiramente
(para aumentar FDNfe) diminuiu a taxa de passagem do FGM, que comparada a dieta
sem feno adicional, aumentou a atividade de ruminacéo e a extensdo da digestdo da FDN
O aumento da consisténcia do mat ruminal resultou em uma reducéo de 34,4% na taxa de
passagem de pequenas particulas e um aumento de 37,9% na digestdo ruminal da FDN,
0 que foi associado a maior producdo de leite (Allen e Grant, 2000). Foram utilizadas 4
vacas holandesas com canula ruminal, nas quais a taxa fracional foi estimada usando érbio
como marcador e a consisténcia do mat foi mensurada de acordo com Welch (1982).

O mat ruminal ndo € apenas o local de fermentacdo da fibra, mas também de
fermentacao do concentrado (Storm e Kristensen, 2010), o que tem consequéncias para a
composicdo quimica e microbiana do mat ruminal em vacas leiteiras alimentadas com
dietas ricas em concentrado (Zebeli et al., 2012a). Em comparagdo a porgao ventral,

devido a maior concentracdo de substrato e microorganismos na digesta solida (Tafaj et



al., 2004; Storm e Kristensen, 2010), séo observadas, na por¢do mediana da digesta
ruminal, a maior concentracao de &cidos graxos volateis (AGV) e menor valor de pH.

1.2. pH ruminal, motilidade ruminal, mastigacéo e producao de saliva

O mat ruminal também pode melhorar o tamponamento do contetddo ruminal,
aumentando o fluxo de saliva, a qual é rica em tampdes, devido a estimulagcdo mecénica
da ruminacéo (Poppi et al., 2001; Tafaj et al., 2004). Desse modo, 0 mat ruminal contribui
para neutralizar as quedas de pH ruminal e manter ambiente adequado para a microbiota
e processos de sintese no rumen (Tajima et al., 2000).

A baixa motilidade ruminal em dietas ricas em grdos pode ser atenuada com 0 uso
de dietas que promovam a formacéo de mat ruminal consistente e denso (Allen, 1997;
Zebeli et al., 2012a; Humer, et al., 2018). Contra¢des do ruminorreticulo causam
movimento continuo da digesta, fazendo com que os AGV produzidos se aproximem do
epitélio para serem absorvidos, homogeneizam o bicarbonato secretado pelo epitélio no
conteddo ruminal, ajudam a expulsar, por eructacdo, os gases gerados pela fermentacao,
ajudam a impulsionar o fluido ruminal e movem as particulas para que possam sair do
compartimento (Beauchemin, 2018).

Os animais ruminantes tendem a ingerir particulas que podem ser retidas
seletivamente no rumen. Essas particulas maiores do que o tamanho critico de escape sdo
remastigadas durante a ruminacdo (Mertens e Grant, 2020). A medida que a digesta é
ruminada, as particulas sdo cominuidas ainda mais, ocorrendo a hidratacdo do bolo com
saliva, a liberacdo de gases aprisionados e a densidade das particulas aumentam. Assim,
elas tendem a escaparem mais facilmente do ramen (Welch, 1982; Beauchemin, 2018).

O tempo de mastigacdo (ingestdo + ruminacao) tem sido utilizado como medida de
efetividade da FDN, pois afeta a secrecdo de saliva, o processo de cominuicdo das
particulas de alimentos, a fungdo ruminal, o CMS e a porcentagem de gordura no leite
(Colenbrander et al., 1991). Alguns experimentos demonstraram que a atividade de
mastigacao é a caracteristica que reflete as propriedades quimicas e fisicas do ingrediente,
como o teor de FDN, o tamanho de particulas e a fragilidade do ingrediente (Balch, 1971;
Sudweeds et al., 1981; Welch e Smith, 1970). Para vacas leiteiras de alta producao, o
processo de mastigacdo desempenha papel fundamental na manutengéo de altos niveis de
CMS e da funcgdo digestiva. Na mastigacao as particulas sdo reduzidas em tamanho e a

saliva e secretada para lubrificar o bolo e permitir a degluticdo (Beauchemin, 2018).



Apesar da remocao (absorcédo e passagem) de AGV ser o0 mecanismo predominante
para evitar o desenvolvimento de acidose (Penner et al., 2009a), a secrecdo de saliva é
um fator indispensavel no processo fisiologico para manter o equilibrio do rimen, pois
além da presenca de tampdes, a saliva representa a maior fonte de agua para o
ruminoreticulo (Allen, 1997). Dessa forma, parece ser necessario um tempo minimo de
mastigacdo para minimizar o risco de acidose ruminal, melhorar a digestdo de fibra e
promover altos niveis de CMS (Beauchemin, 2018). Todavia, 0 uso de dietas com baixo
teor de FDNfe reduz a atividade mastigatoria (Zebeli et al., 2010Db).

1.3. Fatores que interferem na formagéo do mat ruminal

O atendimento das exigéncias minimas de FDNfe é necessario para promover a
formacéo do mat ruminal, o qual estimula a motilidade ruminal, a atividade de mastigacéo
e a producao de saliva (Allen, 1997; Zebeli et al., 2012a; Humer, et al., 2018). Enquanto
a FDNfe contribui para manuten¢do do normofuncionamento ruminal, o excesso de
FDNfe pode limitar o CMS (Mertens, 1987; Zebeli et al., 2012a).

Maior pH ruminal e tempo de retencdo sdo frequentemente associados a ingestao
de particulas mais longas (Allen, 1997), o que poderia aumentar a digestibilidade da FDN.
Por outro lado, 0 aumento da area de superficie para fixacdo bacteriana com particulas
mais curtas poderia contribuir para aumentar a digestibilidade da FDN (Johnson et al.,
1999). Porém, a combinacdo de tamanho de particula menor e gravidade especifica maior
contribuem para reduzir o tempo de retencéo dos alimentos no rimen, 0 que aumenta o
escape da FDN potencialmente digestivel para o trato digestério inferior e, por
consequéncia, pode diminuir a digestibilidade de FDN no trato total (Firkins, 1997).

A comparacdo de silagem de milho ndo processada colhida com 9,5 mm de
comprimento tedrico de corte com a silagem de milho processada colhida a 9,5, 14,5 ou
19,0 mm, resultou em maior consisténcia do mat ruminal (maior tempo de ascensao) para
a dieta com silagem de milho néo processada ou processada com 19,0 mm (Bal et al.,
2000). Esse resultado diz respeito ao maior tamanho médio de particulas ingeridas,
proporcionando maior consisténcia do mat ruminal.

Definir o tamanho de particula ideal para bovinos de leite tem se mostrado
historicamente dificil, pois, apresentam efeitos antagénicos no desempenho animal. Por
um lado, a alimentagdo com particulas longas de forragens aumenta o teor de FDNfe na
dieta, com efeitos positivos na ruminacdo e no tamponamento ruminal, diminuindo o risco

de acidose ruminal (Mertens, 1997). De outro lado, 0 aumento do tamanho de particulas



aumenta a sele¢do no cocho, diminui a taxa de passagem da digesta e pode diminuir o
CMS (Storm e Kristensen, 2010; Miller-Cushon e DeVries, 2017b).

Avaliando o tamanho de particulas de diversos alimentos antes e depois de serem
deglutidos, Schadt et al. (2012) constataram que, independentemente do tamanho inicial
de particulas ofertadas ao animal, as vacas mastigavam as particulas da dieta até que
atingissem aproximadamente 10 a 11 mm de tamanho médio antes da deglutigdo. Santini
et al. (1983) estimaram que o ponto abaixo do qual o comprimento das particulas afetou
o tempo total de mastigacdo foi de aproximadamente 10 mm. Em estudo avaliando
combinagOes de FDNi e FDNfe na dieta, Grant et al. (2018) encontraram que para todas
as dietas o tamanho médio das particulas deglutidas foi de 7 a 8 mm. Portanto, a oferta
de particulas com tamanhos muito superiores aos descritos acima tem maior potencial
para influenciar o tempo de ingestdo do que o tempo de ruminacdo, além de aumentar o
risco de selecdo de particulas no cocho. O maior tempo de alimentacdo pode limitar o
CMS em animais de alta producdo ou em instalagdes com superlotagdo, sem resultar em

melhorias do ambiente ruminal (Ferrareto e Grant, 2018; Grant et al., 2018).

2. Mecanismos de tamponamento da digesta ruminal

A fermentacdo ruminal produz &cidos organicos que prontamente se dissociam e
contribuem para diminuir o pH ruminal (Allen, 1997). Enquanto o aumento da producéo
de AGV ¢é desejavel nutricionalmente, o acumulo de proétons na digesta pode significar
um desafio para o ecossistema ruminal e também para sadde animal (Allen, 1997;
Aschenbach et al., 2011).

A degradacdo ruminal de carboidratos ndo fibrosos, principalmente o amido, é
capaz de induzir uma reducdo rapida de pH, enquanto o aumento da FDNfe na racéo € a
medida nutricional mais eficiente para aliviar o declinio do pH ap6s uma refeicdo (Allen,
1997; Zebeli et al., 2008a). Em condi¢des nomofisioldgicas de pH, a produgéo de 1 mol
de AGV esté inicialmente associada a liberacdo de 1 mol de H*, podendo ser um pouco
menor em dietas com maior proporc¢éo de forragens (Aschenbach et al., 2011). A variagao
na resposta de pH indica o balancgo entre as taxas de producéo e remocao de acidos e de
tamponamento de prétons (Aschenbach et al., 2011), ou seja, quando a taxa de produgéo
de &cidos excede a taxa de remocéo, o0 acumulo de acidos contribui para reducao do pH
ruminal (Plaizier et al., 2009). Os acidos acumulados no rimen podem ser tamponados
até certo ponto pelo bicarbonato secretado no rimen (mucosa ruminal e saliva) e pela

capacidade de troca de cations da digesta (Allen, 1997; Kohn e Dunlap, 1998).



O pH ruminal estd relacionado negativamente com a concentracdo ruminal de
AGV, mas a correlacdo é relativamente fraca (Allen, 1997). De acordo com Dijkstra et
al. (2012), a baixa relacéo entre concentracao de AGV e o pH ruminal esta relacionada a
grande variagdo entre a capacidade das dietas na capacidade de induzir tamponamento e
remocdo de AGV do rimen, o que afeta a relacdo entre pH e AGV. Os AGV sdo
removidos do rimen por absorcao pela parede ruminal e por passagem associados com a
fracdo liquida (Dijkstra et al., 1993; Allen, 1997; Aschenbach et al., 2009; Dijkstra et al.,
2012).

2.1. Remocéo de AGV por absor¢do ruminal
A absor¢do dos AGV desempenha um papel fundamental no controle da acidose
(Aschenbach et al., 2011). Os mecanismos de absorcdo de AGV pela parede ruminal
foram revisados por Gabel et al. (2002) e Aschenbach et al. (2009). Trés principais
mecanismos foram definidos: (1) absor¢do de AGV néo dissociado por meio de difusdo
passiva lipofilica; (2) absorcdo de AGV dependente de bicarbonato; e (3) absorcdo de

AGYV independente de bicarbonato.

2.1.1. Transporte de AGV néao dissociado por meio de difuséo passiva

Um modelo simples de absorcdo de AGV propde que os trés principais AGV
atravessam a membrana apical por difusdo passiva (Bugaut, 1987; Ldpez et al., 2003).
Uma vez que ha pouca ou nenhuma absorcédo passiva de AGV na forma dissociada (AGV"
), sendo praticamente impermeavel a membrana (Ash e Dobson, 1963; Gabel et al., 2002),
a difusdo passiva € atribuida a forma nédo dissociada dos AGV (AGVH) (Géabel et al.,
2002; Walter e Gutknecht, 1986). A absorcdo passiva de AGVH contribui diretamente
para a estabilizacdo do pH ruminal, pois os prétons (H*) sdo eliminados juntamente com
os anions (AGV") (Dijkstra et al., 2012). Assim, a absor¢cdo de AGVH resulta na remogéo
liquida de ions hidrogénio do rimen (Aschenbach et al., 2011). Entretanto, em faixas de
pH ruminal consideradas normais, ha pouco AGV na forma nao dissociada. Considerando
a equacdo de Henderson-Hasselbalch (pH = pka + log AGV/AGVH), em pH 6,0,
aproximadamente 6% dos AGV estdo presentes na forma néo dissociada e em valores
mais altos de pH, menores proporcdes de AGV se encontrardo na forma ndo dissociada.
Portanto, em condi¢des normofisioldgicas, a absorcdo de AGV no rimen deve ocorrer

principalmente sob a forma dissociada dos AGV.



2.1.2. Transporte de AGV dependente de bicarbonato

A principal via de absorcéo ndo difusional do AGV™ foi identificada como a troca
ibnica de AGV" por bicarbonato (HCOz) (Gébel et al., 2002). Logo, a parede ruminal é
uma importante fonte de bicarbonato, que pode ser formado no epitélio ruminal pela
hidratagcdo do CO; catalizada pela anidrase carbonica, no entanto, é principalmente obtido
do sangue (Gabel et al., 2002; Aschenbach et al., 2009). O HCO3" secretado no rimen
entra no sistema tampdo duplo aberto de HCOs", onde se combina com o H* para formar
H>COs3, que se dissocia em COz e agua no rimen (Aschenbach et al., 2011).

A secrecdo de bicarbonato pela mucosa ruminal € um importante mecanismo de
regulacdo do pH intraruminal. Um comparativo da contribuicdo da saliva e do epitélio
ruminal para o fluxo de bicarbonato no rimen de bovinos alimentados com dieta rica em
volumoso ou rica em concentrado foi feito por Dijkstra et al. (2012) (Tabela 1). Com base
nesses dados verifica-se que a contribuicdo de bicarbonato pelo epitélio ruminal é
superior do que o bicarbonato proveniente da saliva e muito maior que a quantidade de

bicarbonato de sédio normalmente fornecido dieteticamente.

Tabela 1. Fluxo de bicarbonato no rimen de bovinos

Alto volumoso Alto concentrado
CMS (kg/d) 20 20
Producéo de saliva (L/dia) 250 200
Producéo de AGV (mol/d) 100 120
Fluxo total de bicarbonato (g/d) 4010 4245
Via saliva (g/d) 1875 1500
Via epitélio ruminal (g/d) 2135 2745

Fonte: Adaptado de Dijkstra et al. (2012). Os autores ndo relataram quais foram os niveis de volumoso e
concentrado usados no célculo da estimativa do fluxo de bicarbonato.

2.1.3. Transporte de AGV independente de bicarbonato
As taxas de producdo de AGV (ac > pr > bu) estdo inversamente relacionadas a sua
permeabilidade lipofilica (bu > pr > ac; Walter e Gutknecht, 1986) e as taxas de
metabolismo intracelular (bu > pr > ac; Kristensen et al., 2000; Kristensen e Harmon,
2004). Pelos motivos acima citados, vias de absorcao adicionais sdo importantes pelo
menos para o0s acidos acético e propionico (Aschenbach et al., 2011). Além da absorcao
passiva e da troca ibnica de AGV com bicarbonato, parecem existir outras formas de

absorcéo independentes de bicarbonato (Aschenbach et al., 2009).
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Nas ultimas duas décadas varios mecanismos de absor¢do de AGV dependentes de
proteinas foram descobertos, no entanto, a identidade molecular dessas proteinas é incerta
(Aschenbach et al., 2011). Uma das possibilidades parece envolver o transportador
monocarboxilato 1 (MCT1) e canais anibnicos permeaveis para grandes anions
(Aschenbach et al., 2011). Porém, apenas o MCT1 foi inequivocamente localizado na
membrana basolateral, envolvido no transporte de corpos cetonicos, oriundos do
metabolismo intracelular do butirato e do lactato proveniente do metabolismo de glicose
e propionato (Rémond et al., 1995; Miiller et al., 2002; Kirat et al., 2006).

2.1.4. Fatores que influenciam na absorcéo de AGV

A medida que o pH ruminal diminui, a taxa fracional de absorcéo de &cidos aumenta
(Danielli, et al. 1945; Dijkstraetal., 1993; Melo et al., 2013), pois aumenta-se a proporcao
de AGV na forma néo dissociada (Dijkstra et al., 1993). A taxa de absorc¢éo de AGV néo
dissociado depende do comprimento da cadeia (bu > pr > ac) devido a permeabilidade
lipofilica desses AGV (Walter e Gutknecht, 1986). No entanto, em condicdes de pH mais
préximos da neutralidade, a taxa fracional de absorcdo parece ser semelhante entre 0s
AGV (Resende Junior et al., 2006; Aschenbach et al., 2011), gracas a menor importancia
do mecanismo de absorcéao por difusdo passiva.

A taxa fracional de absorcdo de AGV pode ser elevada com a maior motilidade
ruminal (Allen, 1997), aumento da area de superficie das papilas ruminais (Dirksen et al.,
1985; Melo et al., 2013) e diminui¢do do volume de fluido ruminal (Dijkstra et al., 1993),
embora o efeito do volume de digesta sobre a absorcdo de AGV ndo seja consistente
(Melo et al., 2013). As alteracdes adaptativas da superficie das papilas ruminais e da
capacidade metabdlica da mucosa, dependendo da dieta (aumenta com o aumento de MO
degradavel no rumen), sdo fatores importantes que afetam a suscetibilidade dos animais
a acidose ruminal (Allen, 1997).

Outro fator importante a ser considerado é o fato de que dentro de um rebanho
havera animais mais suceptiveis a acidose ruminal subaguda (ARSA), pois, ao receber a
mesma dieta e manejo semelhante, parte do rebanho pode estar saudavel, mas alguns
animais podem apresentar ARSA (Plaizier et al., 2008; Mohammed et al., 2012). As
diferencas individuais na suceptibilidade a ARSA foram discutidas no trabalho de Yang
et al. (2022). Dentro de um rebanho, vacas suscetiveis ou ndo suscetiveis a ARSA, foram
separadas e avaliadas quanto as suas respostas a dieta. Vacas classificadas como

susceptiveis apresentaram pH baixo por mais tempo e apresentaram diferencas na
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microbiota ruminal, comparativamente as vacas que dificilmente tiveram queda de pH
abaixo de 6,0 durante o periodo pos-parto (vacas ndo suceptiveis). Mais especificamente,
a abundancia relativa de bactérias produtoras de lactato, bem como, degradadoras de
amido, foram aumentadas no ramen de vacas suceptiveis a ARSA (Yang et al., 2022).

Durante a alimentagdo de dieta com alto concentrado hd um aumento na expresséo
de genes relacionados ao sistema imunolégico, isso pode ser desencadeado pelo aumento
da translocacgédo de LPS para o figado (Chang et al., 2015). Esses achados fornecem nova
compreensdo sobre as contribuicdes do mecanismo epigenético para as respostas
inflamatorias hepaticas em vacas leiteiras, e também como a dieta pode afetar a expressao
de determinados genes. Os autores desse trabalho destacam que a modulagdo de
mecanismos epigenéticos pode fornecer novas maneiras de tratar as respostas
inflamatdrias sistémicas induzidas pela alimentacdo de uma dieta com alto concentrado
(Chang et al., 2015).

2.2. Remocdo de AGV por passagem

De acordo com a revisao de Aschenbach et al. (2011), é amplamente aceito que
entre 50 a 85% dos AGV produzidos no rimen sdo absorvidos diretamente através da
parede do ruminorreticulo e o restante passa para 0 omaso. A maior remoc¢do de AGV do
rimen por passagem esta relacionado a maiores taxas de passagem de liquidos associadas
a dietas a base de forragem fresca (Allen, 1997; Reis e Combs, 2000) ou niveis de
consumo de energia elevados (4x mantenca vs. 1x mantenca; Tamminga e van Vuuren,
1988). A proporcdo de AGV removidos do ramen por passagem frequentemente diminui
com o menor pH ruminal (Dijkstra et al., 1993), mas aumenta com maior taxa de
passagem de fluido ruminal (Allen, 1997; Resende Junior et al., 2006).

A entrada de agua no ramen acontece de diversas formas: ingestdo de agua, agua
dos alimentos e via saliva (Allen, 1997). Entretanto, o fluxo de &gua via saliva representa
a principal fonte de agua para o rimen, com producao diaria em torno de 200-250 L/d em
vacas com CMS de aproximadamente 20 kg/d (Cassida e Stokes, 1986).

Quando a mistura ndo é completa, a &gua livre que os animais bebem pode ter pouco
efeito na remocdo de H*. Em condic¢des de restricdo de liquidos por 4:30 h ou 9:00 h apds
a alimentacdo, 5% e 18% da agua desviou do rimen até o omaso (Woodford et al., 1984).
Daniel et al. (2007) verificaram que 27,39% da agua ingerida passou diretamente ao

omaso. Esses resultados demonstram que a maior parte da agua consumida chega
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diretamente ao ruminorreticulo, porém, essa quantidade ainda é inferior ao influxo de
agua via saliva.

Outra fonte de &gua para o rimen, porém de menor expressdo, € a movimentacdo
de agua atraves da parede ruminal. Os mecanismos que regem 0s movimentos da agua
do/para o rimen operam a fim de minimizar as alteragdes ao equilibrio osmético entre o
ramen e os fluidos corporais, com uma quantidade significativa de entrada de agua
quando os valores de osmolaridade forem maiores que 370 mOsmol/L (Carter e Grovum,
1990). Em trabalho de Dijkstra et al. (1993) foi observado maiores volumes finais do
fluido ruminal associados ao aumento da osmolaridade. Os AGV séo considerados 0s
principais determinantes da pressdo osmdtica do fluido ruminal (Dijkstra et al., 1993).

Considerando que a chegada de AGV em quantidades significativas no abomaso
pode causar danos a mucosa (Bolten et al., 1976; Bédeker et al., 1994), a maior parte dos
AGV carreados do rumen com a fase fluida deve ser absorvida no omaso. Apesar da
menor superficie absortiva quando comparado ao rimen (Daniel et al., 2006), a maior
razdo superficie absortiva: massa de digesta e a maior velocidade de absorcdo de AGV
por cm? de mucosa, comparativamente ao rimen (Daniel e Resende Junior, 2012), tornam

0 omaso altamente eficiente para absorgéo de AGV.

2.2.1. Transporte de AGV na mucosa omasal

A absorcdo de AGV no omaso é uma funcdo fisioldgica essencial desse
compartimento (Ali et al., 2006). A taxa fracional de absorcdo (ka) de AGV pela
superficie do epitélio do omaso foi cerca de 11 vezes maior que no ramen (Daniel e
Resende Junior, 2012). Os autores ainda acrescentam que a razao para essa diferenca pode
estar relacionada aos mecanismos de absorcdo na parede do 6rgao.

Os mecanismos de absorcdo ruminal de AGV ja foram descritos anteriormente
nessa revisao, porém, no omaso, foi demonstrado por Ali et al. (2006) a hipbtese de
difusdo passiva do acetato que ocorre predominantemente na forma AGVH. Esse
mecanismo ndo requer transportadores, mas tem a desvantagem de transportar protons
junto com o AGV para dentro da célula (Ali et al., 2006). Ao contrario do rimen que
secreta HCO3, 0 omaso apresenta absor¢cdo de HCO3 e de AGV pela troca de Cl (von
Engelhardt e Hauffe, 1975). Entdo, é provavel que o omaso absorva AGV tanto pela troca
ibnica com o Cl quanto por difusdo passiva, que parece ser facilitada pelo aumento da
concentracdo de H* na superficie epitelial, causada por troca de H* com Na" e
bombeamento de H* com gasto de ATP (Ali et al., 2006).
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2.3. Importancia da saliva

Apbs parte dos ions de hidrogénio serem removidos do rumen por absorcdo e
passagem de AGV, torna-se necessario neutralizar os ions remanescentes para controle
do pH ruminal, sendo que, isso pode ocorrer pelo tamponamento, principalmente com o
bicarbonato secretado via saliva e pela mucosa ruminal (Allen, 1997; Aschenbach et al.,
2009). Allen (1997) descreve um exemplo com pH ruminal igual a 6,0 (volume de liquido
de 80 L, 270 L de saliva), em que a absor¢do de AGV é capaz de neutralizar 52,9% dos
fons H* gerados durante a fermentacdo ruminal, 28% é neutralizado pela incorporagao de
H* na H20 pela desidratacdo do acido carbdnico, outros 8,9% saem do rdmen como
dihidrogenofosfato e os <7% restantes saem do ramen associados a AGV, amonia e
material particulado (Allen, 1997).

A alcalinidade da saliva de ruminantes é conhecida ha décadas e ja originou muitos
debates (Aschenbach et al., 2011). A saliva dos ruminantes contém fosfato e bicarbonato
em concentracdes muito maiores do que as das espécies nao ruminantes, tornando-se um
meio apropriado para tamponar os &cidos produzidos no rimen (McDougall, 1948;
Turner e Hodgetts, 1955). A producao média de saliva durante o repouso é de 133 mL/min
(91-156) e a produgdo de saliva durante a refeigdo foi cerca de 1,6 vezes a do repouso,
com média de 206 mL/min (192-250). Diante do exposto, pode ser assumido que a
producdo de saliva durante a ruminacédo seja quase a mesma que durante a refeicdo, pois
é dificil de medir e ndo ha estimativas disponiveis para vacas leiteiras de alta producédo
(Beauchemin, 2018).

As concentracdes tipicas de fosfato na saliva bovina sdo aproximadamente 20 a 30
mmol/L (Bailey e Balch, 1961), assumindo uma producdo de saliva de 250 L/d (Cassida
e Stokes, 1986), a secrec¢do total de fosfato no rimen pode atingir cerca de 6 mol/d em
vacas leiteiras em lactagdo. O tamp&o HPOs*/H,PO4 tem um pka de 7,21, o que significa
que a maior parte da capacidade de tamponamento reside na faixa de pH entre 8,21 e 6,21
(pKa £ 1) (Aschenbach et al., 2011). O pH tipico na saliva de uma vaca é de 8,2 a 8,5
(Bailey e Balch, 1961; Cassida e Stokes, 1986). Em exemplo elaborado por Aschenbach
et al. (2011), assumindo pH ruminal de 6,2 ou menor, >80% de capacidade de
tamponamento do fosfato pode ser usada quando a saliva é misturada com o conteido
ruminal, isso significa que o fosfato tamponaria cerca de 5 mol/d de prétons no ramen
(Aschenbach et al., 2011).
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O bicarbonato salivar tem capacidade de tamponamento maior que o fosfato, com
concentrag0es tipicas na saliva bovina de aproximadamente 120 mmol/L (Bailey e Balch,
1961). No que diz respeito a producéo de saliva do exemplo anterior (250 L/d; Cassida e
Stokes, 1986), a secrecdo total de HCO3™ no rimen pode chegar a 30 mol/d. Os ions de
hidrogénio s&o incorporados a agua, sendo que em pH 6,1 mais de 50% de sua capacidade
tamponante é utilizado, isso para as condi¢gdes do rimen (solucdo aquosa em sistema
aberto) e a concentragcdo de CO- dissolvido seja mantida em niveis relativamemente
constantes (Allen, 1997).

Apesar de a absorcdo de AGV ser o mecanismo predominante para neutralizar a
acidez ruminal (Penner et al., 2009a), a secrecao de saliva € um fator indispensavel no
processo fisioldgico para manter o equilibrio no rimen (Allen, 1997). Com o uso de dietas
com baixo teor de FDNfe ocorre a reducdo da atividade mastigatdria (Zebeli et al.,

2010b), e consequentemente, menor producao de saliva.

3. Acidose ruminal

A acidose ruminal € o quadro resultante do acumulo excessivo de acidos no ramen,
que ocorre quando a taxa de producdo excede a taxa de remocdo de acidos (absorcao +
passagem) (Allen, 1997; Owens et al., 1998; Stone, 2004) e, tem sido caracterizada
qguando o pH cai abaixo de um certo nivel (e.g., < 5,8; Zebeli et al., 2008a) durante um
determinado periodo (e.g., > 5.2 h/d; Zebeli et al., 2008a). A acidose ruminal pode reduzir
0 CMS, a digestdo e a utilizacdo de nutrientes, diminuir a capacidade de absorcdo e a
barreira da tunica mucosa nos compartimentos do trato digestorio, prejudicar a
funcionalidade da microbiota gastrointestinal, reduzir a sintese de proteina microbiana e
desencadear resposta inflamatdria (Plaizier, et al., 2018).

Os distarbios a saude, resultantes de dietas com alto potencial de acidificacdo, sdo
classificados como ARSA e acidose ruminal aguda (clinica), com base no grau de reducéo
do pH ruminal e nos sinais clinicos apresentados pelos animais. A dindmica do acimulo
de &cidos no ecossistema ruminal tem levado a diferentes definigdes e classificagdes de
acidose entre os grupos de pesquisa (Aschenbach et al., 2011).

A taxa fracional de absorcdo de AGV ¢é correlacionada positivamente com a
superficie absortiva do rumen (Melo et al., 2013), e ambas sdo correlacionadas
positivamente ao CMS digestivel (Daniel et al., 2013). Como demonstrado por Danielli
etal. (1945) a absorcdo de AGV tende a aumentar com o0 aumento da taxa de fermentacao,

quando o epitélio do proventriculo estiver saudavel. A exposicédo a episodios repetidos de
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baixo pH diminuiu a capacidade de absor¢do do epitélio ruminal (Harmon et al., 1985).
Essa reducgéo na absorcdo pode ser causada por inflamagdo ou paraqueratose da parede
ruminal, elevando o risco da ocorréncia de novos episddios de acidose ruminal (Dirksen
et al., 1985; Penner at al., 2009a; Plaizier et al., 2009). A reducdo na taxa fracional de
absorcdo de AGV, como consequéncia da ARSA, é provavelmente um mecanismo para
prevenir a acidificagdo intracelular bem como danos aos tecidos relacionados a absorgao
excessiva de AGV (Plaizier et al., 2018).

3.1. Acidose ruminal subaguda

A ARSA pode ser considerada a manifestacdo da forma leve de acidose
(Aschenbach et al., 2011). Baseado nas mudangas ha composic¢do e atividade microbiana,
um primeiro limite de pH em torno de 5,8 é justificado, o qual coincide com o primeiro
limiar de vulnerabilidade do epitélio ruminal, pois, respostas inflamatdrias iniciais podem
acontecer quando o pH ruminal é menor que 5,6 por mais de 3 h (Gozho et al., 2007).

Os limiares de pH ruminal para caracterizar a ARSA sédo considerados dependendo
do local de coleta ou do tempo de permanéncia abaixo de um determinado valor de pH.
Como por exemplo: <5,8 quando as amostras de pH sdo coletas no saco ventral (Zebeli
et al., 2008a); <6,0 quando as amostras sdo oriundas do reticulo (Neubauer et al., 2018);
pH ruminal <5,6 por mais de 3 h (Plaizier et al., 2008); pH <5,8 por mais de 5,2 h (Zebeli
et al., 2008a); mais de 283 min em pH <5.6 (AlZahal et al., 2007) ou mais de 475 min de
pH <5,8 (AlZahal et al., 2007).

O pH ruminal é uma boa opcdo para diagnosticar a ARSA, porém, o pH do rimen
varia consideravelmente dependendo do local, horario e método de coleta (Colman et al.,
2010; Garrett et al. 1999). Alguns trabalhos pretenderam propor valores de pH para
diagnosticar ARSA considerando as diferencas entre os métodos de coleta. Por exemplo,
Duffield et al. (2004) propuseram valores menores que 5,5, 5,8 e 5,9 quando as amostras
de fluido ruminal sdo coletadas por ruminocentese, amostragem do saco ventral através
de cénula ruminal ou usando sonda oral, respectivamente. Aschenbach et al. (2011)
consideram que o termo “pH ruminal” ¢ frequentemente usado como sinénimo de “pH
ruminal ventral”, pois, considera-se que 0 saco ventral fornece informagfes mais
integradas sobre o status do pH de todo o rimen, desde que a motilidade esteja normal.

Alguns efeitos decorrentes da ARSA podem incluir redugédo e varicdo de CMS,
queda do teor de gordura do leite, reducdo da digestibilidade da fibra, diminuicdo da

motilidade ruminal, timpanismo, abscesso hepatico, reduzir a capacidade de absorcao e



16

da integridade da tdnica mucosa nos compartimentos do trato digestorio, prejudicar as
funcionalidades da microbiota gastrointestinal e também desencadear respostas
inflamatdrias (Colman et al., 2010; Nocek, 1997; Plaizier, et al., 2018).

3.2. Acidose ruminal aguda

Um segundo limite existe conforme o pH diminui para valores abaixo de 5,0
(Aschenbach et al., 2011) e coincide com a vulnerabilidade do epitélio ruminal, onde um
comprometimento imediato e persistente da funcao de transporte e barreira ocorre em pH
=51 (Gaebel et al., 1987; Gaebel e Martens, 1988; Aschenbach e Gabel, 2000). Para
acidose ruminal aguda é assumido valores <5.0-5.2 (Dirksen et al., 1985; Nocek, 1997;
Owens, 1998; Penner et al., 2007). Nessa condicdo de pH pode haver reducdo da
populacdo de protozoarios ruminais e inicia-se 0 acumulo de &cido lactico, o que parece
ser atribuivel principalmente devido ao crescimento excessivo de Streptococcus bovis
(Hungate et al., 1952; Gill et al., 2000; Stone, 2004).

Quando dietas ricas em amido sdo consumidas, as bactérias amiloliticas proliferam
e produzem AGV e &cido lactico (Nagaraja et al., 1998). Mas em animais adaptados a
dieta rica em amido, o lactato ndo se acumula no ambiente ruminal porque pode ser
convertido em propionato via acrilil-CoA por bactérias como Megasphaera elsdenii,
Selenomonas ruminantium (Mackie et al., 1984; Goad et al., 1998). Na literatura ha
controvérsias quanto a absorcdo de lactato no proventriculo de ruminantes, alguns
trabalhos relatam absorcao (Rowe et al., 1998), por outro lado, outros indicam ndo haver
absorcdo (Huntington et al., 1980; Harmon et al., 1985). Um trabalho recente demonstrou
que a absorc¢éo de lactato foi maior na quarta semana de administracdo de uma dieta com
60% de concentrado em comparagdo com o dia zero, tanto para animais que receberam
essa dieta sem interrupcdo (desafio cotinuo), como para animais que tiveram uma
interrupcdo de uma semana (desafio interrompido) e depois retornaram na mesma dieta
(Qumar et al., 2016). Esse trabalho demonstrou que o lactato pode ser absorvido, mas
para isso é necessario o fornecimento de uma dieta rica em gréos por pelo menos 2
semanas quando 0s animais sdo reexpostos a uma dieta com alto concentrado ou 4
semanas de consumo continuo de uma dieta com alto teor de amido (Qumar et al., 2016).

Um acumulo >5 mmol/L de lactato foi sugerido como o limite para predispor o
ruminante a acidose ruminal aguda (Nocek, 1997). O acido lactico € um acido mais forte
do que 0s AGV e, em casos de acidose aguda, contribui para a diminui¢do do pH (Dijkstra

et al., 2012). Entretanto, a ocorréncia de acidose aguda com acumulo de &cido latico em
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vacas leiteiras € de importancia limitada comparada a ocorréncia de acidose subaguda
(Aschenbach et al., 2011; Mackie et al., 1984; Goad et al., 1998).

3.3. Fatores predisponentes a acidose subaguda

Krause e Oetzel (2006) sugeriram que as trés principais causas de ARSA existente
em rebanhos leiteiros sdo: ingestdo excessiva de carboidratos rapidamente fermentaveis,
adaptacdo ruminal inadequada para dieta altamente fermentavel e tamponamento ruminal
inadequado causado por baixa proporcao de fibra na dieta ou tamanho inadequado de
particulas da forragem. Vacas que consomem dietas com teor adequado de FDN, mas
com particulas finamente picadas, também podem exibir os mesmos problemas que as
vacas alimentadas com dieta deficiente em FDN. Logo, a adequacdo fisica da dieta é
necessaria para o funcionamento adequado do rumen. Particulas de forragem com
tamanho muito pequeno tendem a diminuir o pH ruminal (Woodford e Murphy, 1988),
pois, reduzem o tempo de mastigacao, produzindo menor volume de saliva (Sudweeks et
al., 1981), diminuem a consisténcia do mat ruminal e a motilidade (Mertens, 1997; Zebeli
et al., 2012a), o que deve reduzir a taxa fracional de absorcdo de AGV (Aschenbach et
al., 2011). Animais com menor capacidade de absorver AGV apresentam maiores chances
de desenvolver ARSA (Penner et al., 2009a).

Em estudo de Grant et al. (1990), vacas alimentadas com uma racdo finamente
picada, ruminaram 2,5 h a menos do que vacas alimentadas com uma racao contendo
forragem grosseira, € 0 menor tempo de ruminagao diminuiu a producédo de bicarbonato
nessas vacas em 258 g/d. O outro extremo (particulas muito grandes) também é
indesejavel, pois, mesmo que uma dieta seja formulada com niveis adequados de FDNfe,
a selecdo contra particulas longas leva a ingestdo de uma racdo diferente daquela
formulada, resultando em menor capacidade de tamponamento ruminal (Plaizier et al.,
2009).

Erros na mistura da dieta, diferencas entre os teores de MS reais e estimados dos
ingredientes e 0 excesso de tempo de mistura no vagao sao fatores que podem aumentar
o risco de ARSA (Kleen et al., 2003). O excesso de mistura tem como consequéncia a
reducdo no tamanho de particulas, enquanto a menor eficiéncia de mistura pode fazer com
que a racdo total misturada (RTM) seja heterogénea ao longo do cocho (Heinrichs, 2013).
Depois que a forragem € picada, ela pode ser manuseada por diversos equipamentos
mecanicos que podem reduzir ainda mais o tamanho das particulas. Especificamente, 0s

descarregadores de silo e misturadores de RTM podem contribuir para a diminui¢do do
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tamanho das particulas de forragem (Lammers et al., 1996). A fragmentac&o de particulas
da RTM pode resultar em dietas com teores de FDNfe menores do que o esperado (Kleen
et al., 2003; Stone, 2004). Dietas super misturadas, com tempo de mistura muito além do
ideal, podem resultar em RTM com menor estruturacdo fisica e maior facilidade para
ingestdo (Nordlund et al., 1995).

Especialmente em condicGes de alimentagcdo em grupo, com competicdo entre 0s
animais, a selecdo de particulas ao longo do dia pode levar a ingestdo de ragdo com
composicao diferente da formulada e causar prejuiizos ao desempenho e a saude dos
animais (Grant e Ferraretto, 2018). Frequentemente, a fragdo de particulas da RTM retida
na peneira de 19 mm do PSPS é a mais provavel de sofrer selecdo contraria. Para 0s
animais alimentados em grupo, com superlotacao e dietas passiveis de selecdo, as vacas
dominantes terdo a oportunidade de selecionar o melhor material, ingerindo uma ragéo
que fermenta mais rapido e que pode induzir ARSA. Para 0s animais submissos,
consequentemente, restard uma racdo de menor qualidade (maior teor de FDN) e
possivelmente esses animais nao serdo capazes de ingerir a quantidade planejada, seja por
enchimento do trato gastrointestinal ou por limitacdo do tempo de ingestdo em dietas com
maior tamanho de particulas (Grant e Ferraretto, 2018).

Geralmente a maior atividade de ingestdo de alimentos ocorre depois que a RTM é
fornecida no cocho ou empurrada ao longo do dia, pois 0s animais estdo condicionados.
Mesmo em dietas fornecidas na forma de RTM pode haver selecdo de particulas,
especialmente se as particulas de forragem forem muito longas. Logo, essa separacdo da
racao pode aumentar o risco de ARSA (Beauchemim, 2019). O aumento da frequéncia de
fornecimento ou aproximacdo da RTM no cocho pode reduzir a sele¢do da racdo (Miller-
Cushon e DeVries, 2017b). Portanto, ao longo do dia, a distribuicdo frequente da RTM
tende a promover a atividade alimentar e uma distribuicdo mais uniforme do tempo de
alimentacéo, o que ajuda a minimizar a queda de pH ruminal. Adequar a taxa de lotagédo
(i.e., espacgo de cocho) reduz a competi¢cdo no cocho e frequentemente reduz a taxa de
ingestdo e aumenta o tempo de mastigagéo (Crossley et al., 2017), podendo reduzir o risco
de ARSA.

4. Tamanho de particulas da silagem de milho
Alterar o tamanho de particulas da silagem de milho frequentemente resulta em
modificagdes no CMS, no ambiente ruminal e no desempenho dos animais. Reduzir o

tamanho tedrico de corte pode aumentar o CMS em dietas com maior inclusdo de
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forragem (Nasrollahi et al., 2015) e diminuir a sele¢do de particulas no cocho (DeVries
et al., 2008), porém pode reduzir a motilidade do ruminorreticulo, a ruminagédo e a
secrecdo de saliva, ocasionando acumulo de AGV e reducdo do pH ruminal (Mertens,
1997). Por outro lado, o fornecimento de forragens com tamanho de particula apropriado,
em proporcao adequada, induz a formagao de mat com consisténcia adequada, estimula a
motilidade ruminal e a ruminagdo, promovendo a saude e o desempenho dos animais
(Clauss et al., 2011; Salvati et al., 2021).

Vérias configuragdes de maquinas tém sido adotadas para colheita e
processamento da silagem de milho. Aumentar o tamanho tedrico de corte
frequentemente causa deslocamento na distribuicao de particulas da peneira de 8 mm para
a peneira de 19 mm, favorecendo a selecdo contra particulas longas e resultando no
consumo de FDNfe menor do que o planejado (Zebeli e Humer, 2017). Enquanto isso, 0
aumento na uniformidade da dieta com a diminuicdo moderada do comprimento teérico
de corte pode reduzir a selegdo de particulas e aumentar a quantidade absoluta de FDNfe
ingerida (Nasrollahi et al. 2015). Em trabalho de Zebeli e Humer (2017), o compilado de
estudos realizados com silagem de milho mostrou que reduzir o tamanho teérico de corte
de 23,3 mm para 10,2 mm resultou em maior CMS (+0,6 kg/d), producéo de leite (+0,3
kg/d), e teor de proteina do leite (+0,02%), mas diminuiu o teor de gordura do leite (-
0,02%). Na revisao de Nasrollahi et al. (2016), a redu¢do do tamanho de particulas da
silagem de milho resultou em menor tempo de ingestdo, ruminacdo e pH ruminal, e
aumentou a concentracdo total de AGV e proporcdo de butirato no fluido ruminal. Por
outro lado, Bal et al. (2000) avaliando o efeito de diversos tamanhos tedricos de corte da
silagem de milho (9,5, 14,5 e 19 mm) ndo verificaram ateracGes nos tempos de ingestéo,
ruminacdo e mastigacao (ingestdo + ruminacdo). Apesar disso, maior consisténcia do mat
ruminal foi encontrada para o maior tamanho de corte (Bal et al., 2000).

Recentemente, Salvati et al. (2021) avaliaram trés comprimentos tedricos de corte
(6, 12 e 18 mm) em colhedora de forragem autopropelida com rolo processador. Os
autores verificaram que reduzir o tamanho de corte de 12 mm para 6 mm aumentou o teor
de proteina do leite e diminui o tempo de mastigacdo. Porém, aumentar de 12 mm para
18 mm diminui o teor e a producdo de lactose, a digestibilidade aparente do amido e
tendeu a dimuir a producdo de leite e a concentracdo plasmatica de glicose. Os autores
concluiram que o corte teérico de 12 mm, apresentou o melhor cenario para a maquina, a
maturidade da planta e o hibrido (endosperma vitreo) adotados no estudo, pois representa

um equilibrio entre desempenho e a salde dos animais (Salvati et al., 2021). Porém,
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maquinas e regulanges diferentes frente as lavouras de milho em condicGes diferentes
devem resultar em cenérios distintos ao do estudo anterior. Por isso, conhecer a
efetividade de cada fracdo da silagem de milho estratificada com o PSPS deve auxiliar na

regulacdo da maquina no momento da colheita.

5. Efeitos ruminais e metabolicos da ARSA

Muitos sdo os efeitos decorrentes da ARSA, seja diretamente no ambiente ruminal
ou no metabolismo do animal. O fornecimento excessivo de gréos e a acidose ruminal
resultante reduzem a riqueza, a uniformidade e a diversidade de microrganismos
benéficos no ambiente ruminal (Khafipour et al., 2009c e 2016) e no intestino grosso
(Plaizier et al., 2017). Sabe-se que dietas com alto teor de amido e as redugdes
prolongadas no pH ruminal inferior a 6,0, estimulam o crescimento de bactérias
amiloliticas (Mackie e Gilchrist, 1979), enquanto as bactérias celuloliticas e a
digestibilidade do FDN sdo simultaneamente diminuidas (Russell e Wilson, 1996;
Krajcarski-Hunt et al., 2002).

A diminuicdo do pH ruminal tem contribuicdo significativa para a reducdo na
digestibilidade da fibra, bem como a eficiéncia alimentar das vacas (Allen e Mertens,
1988; Zebeli et al., 2010a). A reducdo na digestibilidade da FDN provavelmente é o
resultado da sensibilidade das bactérias fibroliticas do rimen ao pH ruminal abaixo de
6,0 (Shi e Weimer, 2002). Algumas das consequéncias da reducdo da digestibilidade da
fibra sdo 0 menor teor energético da dieta e a reducdo no CMS (Allen, 2000).

A maior producdo de AGV observada com o fornecimento de dietas com alta
proporcao de carboidratos rapidamente fermentéaveis no rimen pode acarretar reducao da
motilidade ruminal (Leek e Harding, 1975; Slyter et al., 1976). Dentre os AGV, o0 acido
butirico apresenta a maior capacidade de inibir a motilidade (Crichlow and Chaplin, 1985;
Crichlow, 1988). A reducdo da motilidade pode depender de um efeito direto dos AGV
na musculatura do ruminorreticulo ou nos neurénios do plexo mioentérico, e ndo apenas
pelo reflexo vagal (Gregory, 1987). Como o acido butirico ativou uma propor¢do maior
de receptores epiteliais do ruminorreticulo do que o acido acético ou o &cido propibnico,
ISso pode ser a razdo para sua maior capacidade em induzir a perda de contragdes do
ruminorreticulo em ovelhas que receberam infusdes desses AGV (Crichlow, 1988).

A reducéo da motilidade tambem tem sido associada com endotoxinas bacterianas,
com observac6es de hipomotilidade ruminal envolvendo toxemia em casos de mastite

induzida por coliformes (Verheiden et al., 1981; Hoeben et al., 2000). Também ha relatos
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de que apo6s a infusdo intravenosa de histamina em ovelhas a motilidade ruminal foi
inibida (Kania et al., 1994)

A reducdo da motilidade ruminal pode acarretar consequéncias como menor CMS
(Kleen et al., 2003), acimulo de gases, contato reduzido da digesta com o epitélio e menor
absorcdo de AGV (Aschenbach et al., 2011) e distribuicdo desuniforme do bicarbonato
secretado pela mucosa ruminal (Aschenbach et al., 2011). Dietas capazes de promover
mat ruminal consistente e denso, geralmente resultam em normofuncao ruminal, pois por
meio de estimulacdo fisica, 0 mat ruminal favorece a ruminacao e a motilidade ruminal
(Allen, 1997; Zebeli et al., 2012a; Humer, et al., 2018).

Outra alteracdo no ambiente ruminal induzida pela ARSA é a elevacdo da
temperatura ruminal (Alzahal et al., 2008). Nesse trabalho foi testado a dieta controle
contra uma dieta capaz de induzir a ARSA e constatou-se que a temperatura ruminal
relacionou-se inversamente ao pH ruminal. As vacas com ARSA induzida tiveram
temperatura média mais alta e tempo maior (min/d) de temperatura acima de 39,0 e
39,2°C.

O baixo teor de gordura do leite € um dos efeitos mais comuns da ARSA em vacas
leiteiras (Nocek, 1997). Muitas teorias foram propostas para explicar a reducdo da
gordura do leite envolvendo mudancas na fermentacdo ruminal ou metabolismo
intermediario (Griinari et al., 1998). linicialmente, pensou-se que a reducdo da gordura
do leite poderia estar relacionada a uma escassez de acetato ou B-hidroxibutirato, pois,
alteracbes na fermentacdo ruminal com reducdo na razdo acetato:propionato é
caracteristica em varias situacOes de dietas que resultam na reducdo da gordura do leite
(Van Soest, 1963; Sutton, 1989). A razdo acetato:propionato pode mudar, mas ndo ha
falta de acetato, pois as dietas associadas a reducdo no teor de gordura geralmente
apresentam maior producdo total de AGV, inclusive acetato. A razao alterada se deve ao
fato de que o aumento na producdo de propionato € maior que o aumento na producao de
acetato.

Em estudo, avaliando a infusdo ruminal de acetato (0, 5, 10 e 15 mol/d) foi
verificado uma clara relagdo dose-resposta entre a oferta de acetato e a sintese de gordura
do leite, em que, o teor de gordura aumentou linearmente e a producdo de gordura
apresentou efeito quadratico com o aumento da infusdo de acetato (Urrutia e Harvatine,
2017). Vale ressaltar que esse experimento foi elaborado com dietas com baixa
capacidade de causar ARSA. O aumento na sintese de gordura do leite é

predominantemente por meio de um aumento no rendimento e concentracdo de AG de 16
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carbonos, enquanto a sintese de AG <16 carbonos sintetizados de novo foi ampliada em
menor grau (Urrutia e Harvatine, 2017).

Outra teoria para a reducdo de gordura do leite, é a teoria da insulina glicogénica.
A ingestdo excessiva de energia reduz a sensibilidade a insulina e induz a resisténcia a
insulina em vacas leiteiras (Leiva et al., 2014, 2017). A glandula mamaria € relativamente
ndo responsiva a insulina e, dietas que elevam a insulina circulante resultam em
canalizacdo preferencial de precursores lipogénicos para a gordura corporal (Sutton,
1989; Leivaet al., 2017). A reducéo da gordura pode ser uma consequéncia da falta de
precursores lipogénicos para a sintese de gordura do leite (Leiva et al., 2017) devido a
canalizacdo para reservas corporais. No entanto, resultados de pesquisas ndo suportam
essa teoria, e sugerem que a insulina desempenha pouco ou nenhum papel na reducéo da
gordura do leite (Corl et al., 2006).

Um possivel mecanismo de reducdo da gordura do leite envolve a producdo de
metabolitos no rimen que inibem a sintese mamaria da gordura do leite (Griinari et al.,
1998). Em condicdes de baixo pH ruminal ha alteracdes tanto na populacdo microbiana,
guanto na extensdo da biohidrogenacdo, ou de seu padrdo, ou de ambos (Colman et al.,
2010). Alterando a formagdo de cis-9 trans-11 C18:2 e trans-11 C18:1 para a formagéo
de trans-10 cis-12 C18:2 e trans-10 C18:1 como principais intermediarios da
biohidrogenacdo do &cido linoleico (Griinari et al., 1998; Conte et al., 2018; Dewanckele
et al., 2020). De acordo com Conte et al. (2018), maior correlacdo com a reducdo da
gordura do leite foi encontrada com o AG trans-10 cis-12 C18:2 e trans-10 C18:1. Na
revisdo de Dewanckele et al., (2020) é relatado que 0 AG trans-10 cis-12 C18:2 realmente
exerce propriedades antilipogénicas, no entanto, este AG sozinho ndo pode explicar todos
0s casos de reducdo da gordura do leite, ja o trans-10 C18:1 pode estar (parcialmente)
envolvido na reducdo da gordura do leite.

Esses intermediarios estdo envolvidos na inibi¢do da atividade das enzimas acetil-
CoA carboxilase e &cido graxo sintetase na glandula mamaria, responsavel pela sintese
de novo dos AG com até 16 carbonos (Piperova et al., 2000; Baumgard et al., 2002).
Normalmente, os acidos graxos insaturados da dieta sdo completamente hidrogenados no
riamen, o que explica 0 motivo da gordura da carne de ruminantes ser saturada (Mertens
e Grant, 2020). Sob condi¢des de baixo pH ruminal, as gorduras poliinsaturadas sdo
apenas parcialmente hidrogenadas, o que produz acidos graxos bioativos, como C18:2
trans-10, cis-12, que tem efeitos marcantes no metabolismo lipidico no animal, resultando

na reducdo de gordura do leite (Griinari et al., 1998; Baumgard et al., 2002). Tanto um
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ambiente ruminal alterado quanto a presenca de AGI na dieta sdo condi¢des necessarias
para diminuigdo substancial na porcentagem e producdo de gordura do leite (Griinari et
al., 1998).

Bovinos alimentados com dieta rica em concentrado Sdo mais propensos a
desenvolver problemas locomotores (Kleen et al., 2003). Descoloracdo do casco,
hemorragias de sola, Ulceras e abcessos, cascos deformados ou solas de parede dupla
foram relatados em animais com ARSA (Nordlund et al., 1995; Oetzel, 2000). A
observacao de alteracBes microscopicas no processo de queratinizacdo em bovinos com
disturbios nos membros locomotores (Andersson e Bergman, 1980; Singh et al., 1992),
pode ser um fator que predispde ao aparecimento de problemas podais por atuar sobre a
morfologia e a dureza dos cascos bovinos (Budras et al., 1996; Hendry et al., 1999).
Danos morfoldgicos no tecido epitelial do rimen e dos cascos podem ter os AGV como
causa comum (butirato), possivelmente explicando a ocorréncia simultanea de anomalias
no rimen e nos cascos de bovinos sujeitos a acidose ruminal (Costa et al., 2008).

A ocorréncia de ARSA é frequentemente citada como uma das razdes para uma
baixa condicdo corporal (Nordlund et al., 1995; Nocek, 1997; Oetzel, 2000). Isso pode
ser devido a inflamacdo cronica, que pode presumivelmente antagonizar a deposi¢édo
tecidual, pela liberacdo de citocinas, geralmente opostas ao anabolismo, bem como
diminuir o CMS em uma situacéo de satde prejudicada (Webel et al., 1997; Oetzel, 2000).

A diminuicdo do CMS tem sido usada como um sinal para diagnosticar ARSA
(Kleen et al., 2003; Oetzel, 2003). Essa reducdo no CMS, com 0 aumento da acidez
ruminal, pode ocorrer devido a reducdo na digestibilidade da fibra (Plaizier et al., 2001),
aumento de acidos graxos volateis, especialmente propionato (Allen, 2000) e na
osmolaridade no ramen (Gozho et al., 2006a). Mas, a ARSA tem maior influéncia na
variacdo diaria de consumo do que propriamente reducdo de CMS do lote, com variagdes
maiores observadas em animas com ARSA.

Em bovinos, a formacdo de D-lactato foi primeiramente reportada como
consequéncia de acidose ruminal aguda devido ao excesso de graos (Dunlop e Hammond,
1965). A fermentacdo de carboidratos no ramen produz os dois isémeros do &cido latico
(D e L), entre outros compostos (Lorenz et al., 2003). Como os mamiferos ndo possuem
mecanismo especifico para a metabolizacdo de D-lactato, 0 acimulo deste isbmero no
sangue apos a absor¢do no rumen pode dar origem a acidose metabolica (Gentile et al.,
2004). Valores de D-lactato no sangue de ruminantes encontrados na literatura estdo

compilados na Tabela 2. Os dados sdo apresentados com a unidade informada pelos
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autores. Considerando que a acidose D-lactica é caracterizada por aumento na

concentracdo sanguinea de D-lactato para valores > 3 mmol/L (Urribari et al., 1998),

depreende-se que, na maioria dos casos, aumentos nas concentra¢des sanguineas de D-

lactato possam ser interpretados como indicacdo de SARA, mas ndo como a causa do

distdrbio.

Tabela 2. Concentrac6es de D-lactato no sangue de ruminantes

Referéncia Descri¢éo Concentragéo Unidade
Vacas em lactacdo
Salvati (2019) Silagem de milhp com diferentes 1,38-1,56 mM
tamanho de particulas
Pereira (1999) Controle negativo (sem bicarbonato) 46,4 uM
Pereira (1999) Baixa forragem e alta FDN (sem bicarbonato) 41,3 uM
Pereira (1999) Controle positivo (sem bicarbonato) 414 uM
Pereira (1999) Controle negativo (com bicarbonato) 45,4 UM
Pereira (1999) Baixa forragem e alta FDN (com bicarbonato) 431 uM
Pereira (1999) Controle positivo (com bicarbonato) 40,6 uM
Novilhos
Rodrigues (2018) Dieta contendo gréo de milho inteiro com e sem bagago de cana 100-160 pmol/pL
Harmon et al. (1985) Média-Dieta com 70% de concentrado 0,15 mM
Harmon et al. (1985) Média-Dosados intraruminalmente com glicose 2,39 mM
Harmon et al. (1985) Dieta com 70% de concentrado <1,00 mM
Harmon et al. (1985) Dosados intraruminalmente com glicose (pico com 26 h) 4,80 mM
Dunlop e Hammond (1965)  Antes da infusdo de milho moido (62 g/kg de PV) 0,00 mM
Dunlop e Hammond (1965) 6,25 h apés a infusdo de milho moido (62 g/kg de PV) 7,00 mM
Dunlop e Hammond (1965) 10,17 h apds a infusdo de milho moido (62 g/kg de PV) 15,0 mM
Dunlop e Hammond (1965) 15,33 h ap6s a infusdo de milho moido (62 g/kg de PV) 17,0 mM
Dunlop e Hammond (1965) 22,00 h apds a infusdo de milho moido (62 g/kg de PV) 24,0 mM
Dunlop e Hammond (1965) 27,25 h apds a infusdo de milho moido (62 g/kg de PV) 24,0 mM
Novilhas
Minami et al. (2021) Antes da infusdo de polpa citrica para induzir ARSA 0,07 mM
Minami et al. (2021) 3 h apos a infusdo de polpa citrica para induzir ARSA 0,42 mM
Minami et al. (2021) 6 h apds a infusdo de polpa citrica para induzir ARSA 0,56 mM
Minami et al. (2021) 9 h apés a infusdo de polpa citrica para induzir ARSA 0,47 mM
Bezerros
Gentile et al. (2004) Animais sem acidose 0,10 mM
Gentile et al. (2004) Animais com ARSA induzida (1 dia) 1,80 mM
Gentile et al. (2004) Animais com ARSA induzida (valor maximo) 8,60 mM
Lorenz (2004) Bezerros com acidose ruminal 5,90 mM
Lorenz (2004) Bezerros sem acidose ruminal 3,70 mM
Ewaschuk et al. (2003) Saudavel 0,20 mM
Ewaschuk et al. (2003) Diarreico 10,2 mM
Ewaschuk et al. (2004) Média-Saudavel 1,40 mM
Ewaschuk et al. (2004) Variagdo-Saudavel 0,80-3,80 mM
Ewaschuk et al. (2004) Média-Diarreico 13,9 mM
Ewaschuk et al. (2004) Variagdo-Diarreico 1,20-22,7 mM
Omole et al. (2001) Saudavel Né&o detectado mM
Omole et al. (2001) Diarreico 5,20 mM
Ovinos
Minuti et al. (2014) Controle 0,07 mM
Minuti et al. (2014) ARSA induzida (pico com 24 h) 2,68 mM
Huntington e Britton (1979)  90% concentrado + 10% feno 1,30 mg/dL

Como o sangue € o principal veiculo de transporte de toxinas e outros produtos da

fermentagdo, a gasometria pode ser um meio Util para detectar o inicio precoce da

patologia (Gianesella et al., 2010). As medidas mais usuais para avaliar o equilibrio acido

base s&o pH, pressdo parcial de CO, presséo parcial de oxigénio, bicarbonato, CO- total

(TCO>), excesso de bases e intervalo anidnico (diferenca entre os eletrolitos carregados

negativamente e positivamente) (Russell e Roussel, 2007). O uso de indicadores
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sanguineos, como o0 excesso de bases ou pH pode ser relevante no diagnoéstico de ARSA
(Kleen et al., 2003). Devido a absor¢éo de AGV pela parede ruminal, 0 excesso de bases
pode ser reduzido neutralizando os &cidos, portanto, o exame pode revelar uma acidose
metabolica compensada (Owens et al., 1998). O excesso de bases normalmente esta
presente no sangue, mas uma carga de acidos como na ARSA pode diminuir 0 excesso
de bases e, consequentemente, superar a capacidade tampéo do bicarbonato (Gianesella
et al., 2010). A reducéo de TCO2 pode indicar acidose metabolica, enquanto o aumento

de TCO: pode indicar alcalose metabdlica (Russell e Roussel, 2007).

5.1 Comprometimento da funcéo de barreira do epitélio do proventriculo

A utilizacdo de dietas ricas em amido resulta em maior producdo de AGV,
especialmente propionato e butirato, os quais sdo descritos como estimuladores do
desenvolvimento da mucosa do proventriculo (Vair et al., 1960; Dirksen et al., 1985;
Costa et al., 2008; Lima et al., 2015), no entanto, o excesso de butirato pode induzir
hiperqueratose, paraqueratose e leséo no epitelio ruminal (Kauffold et al., 1977; Nagaraja
and Titgemeyer, 2007).

Uma funcao crucial do epitélio do proventriculo (rdmen+reticulo+omaso), além da
absorcéo de AGV, é manter a integridade da barreira tecidual enquanto regula a absor¢éo
de nutrientes (Baldwin, 1998). Vérios estudos demonstraram que a barreira epitelial do
proventriculo € prejudicada durante longos episodios de acidose (Emmanuel et al., 2007;
Steele et al., 2009; Penner et al., 2010). A perda da barreira epitelial do proventriculo
durante a acidose pode facilitar a translocacdo de toxinas e microrganismos para o sangue
portal, colonizando o tecido hepatico e depois se espalhando para outros tecidos do corpo
(Nordlund et al., 1995; Nocek, 1997; Plaizier et al., 2008). Forma-se inicialmente no
figado abscessos hepaticos, causados pela translocacdo de bactérias ruminais como
Fusobacterium necrophorum e Arcanobacterium pyogenes (Dirksen et al., 1985; Nocek,
1997; Kleen et al., 2003). Essas bactérias podem se espalhar para érgdos como coragéo,
pulmdes e rins (Nordlund et al., 1995; Nocek, 1997).

A funcdo da barreira epitelial € particularmente importante em bovinos durante os
longos episddios de ARSA, para prevenir a translocagdo de LPS ou outros compostos
toxicos (i.e., aminas biogénicas) para a circulacdo sisttmica (Ametaj et al., 2010b).
Quando translocado para a circulagéo sistémica, os LPS podem induzir a liberacéo, pelo
figado, de uma variedade de proteinas de fase aguda, como parte de uma resposta

inflamatdria ndo especifica (Emmanuel et al., 2008; Khafipour et al., 2009c). Apesar de
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ser considerada uma reagdo protetora do corpo, com 0 objetivo de restabelecer a
homeostase perturbada, a longo prazo, estados inflamatérios fortes tém implicacdes para
a saude do animal (Elsasser et al., 2008; Ametaj et al., 2010a). Em trabalho avaliando
diferentes intensidades de acidose, foi verificado que um episédio leve de acidose com,
111 min de pH <5,8, ndo afetou a fungdo de barreira do epitelio ruminal, mas a
acidificacdo répida e acentuada, com pH 5,2, aumentou a permeabilidade epitelial (in
vitro) (Penner et al., 2010).

Os mecanismos de translocacdo de compostos toxicos podem ser favorecidos pelo
comprometimento da funcdo de barreira do epitélio ruminal (Emmanuel et al., 2007),
esgotamento de fatores de protecdo (Hollmann et al., 2013) e aumento da osmolalidade
(Owens et al., 1998). A permeabilidade do epitélio ruminal a histamina, outra poliamina
associada a alimentacdo com alta quantidade de grdos (Nocek, 1997), aumentou quando
0 pH ruminal diminui (Aschenbach et al., 2019). Além disso, a exposicao crdnica ao
etanol pode aumentar a permeabilidade epitelial e a translocagéo de endotoxina (Enomoto
et al., 2001). Curiosamente, ambas as concentracdes de endotoxina e etanol no fluido
ruminal aumentaram em condi¢cdes de ARSA, indicando possiveis interacdes dos
compostos gerados, ou seja, etanol, aminas biogénicas e endotoxinas, que potencializam
a permeabilidade epitelial das endotoxinas (Plaizier et al., 2018). A ocorréncia de
inflamacédo contribue para o declinio da funcdo de barreira do tecido epitelial ruminal,
que predispBe a absorcdo de toxinas (Plaizier et al., 2009).

O processo inflamatério é uma resposta contra traumas, lesdes de tecidos ou
infeccOes, através da ativacdo de uma resposta de fase aguda, a qual inclui a producéo de
proteinas de fase aguda, como soro amiloide A (SAA) e haptoglobina (Hp) no figado
(Baumann e Gauldie, 1994). A funcdo da resposta de fase aguda é prevenir lesbes
adicionais, isolar e destruir o organismo infeccioso, remover moléculas e detritos
prejudiciais e ativar 0s processos de reparo necessarios para retornar o organismo a fungéo
normal (Baumann e Gauldie, 1994).

A proteina SAA contribui diretamente para a neutralizacdo e remocdo de
determinadas substéncias da circulagdo através dos hepatdcitos (Cabana et al., 1999). A
Hp é produzida e liberada pelos hepatocitos durante a translocacao bacteriana, sua funcao
primaria é ligar a hemoglobina livre do plasma (liberada durante a hemolise dos globulos
vermelhos) e prevenir a utilizacdo do ferro contido na hemoglobina por bactérias

translocadas (Wassell, 2000). Proteina de ligagdo a LPS (LBP), é outro biomarcador
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também usado para indicar inflamacéo e atua para facilitar a eliminacdo da endotoxina da
circulacdo sanguinea (Schroedl et al., 2001).

Como SAA e Hp estdo entre as proteinas de fase aguda mais reativas em bovinos,
suas concentracdes no sangue sdo utilizadas como marcadores inflamatérios em bovinos
(Alsemgeest et al., 1994). A maioria dos estudos concordam que a ARSA induzida por
gréos causa uma resposta de fase aguda caracterizada por aumentos nas concentragoes
plasmaticas de SAA, Hp e LBP (Plaizier et al., 2018). Entretanto, as proteinas SAA e Hp
ndo sdo marcadores de um problema especifico e suas concentra¢fes também aumentam
durante outras inflamagfes como mastite e metrite (Baumann e Gauldie, 1994). A
inflamacdo pode estar localizada no epitélio ruminal (ruminite) ou ser sistémica.

Em meta-analise de Zebeli et al. (2012b), de todas as proteinas de fase aguda
plasmaticas testadas como biomarcadores de inflamacdo, SAA indicou uma resposta de
melhor precisdo (R? = 0,46) quando comparada a Hp (R? = 0,19). Em alguns casos pode
ocorrer auséncia de aumento da Hp, apesar do aumento da SAA, isso pode ser explicado
por diferencas nas citocinas envolvidas no inicio da sintese dessas proteinas de fase aguda
(Jacobsen et al., 2004). Mesmo que as proteinas de fase aguda sejam sintetizadas a partir
dos mesmos 6rgdos (principalmente no figado), SAA e LBP permanecem na circulacdo
por periodos mais curtos do que Hp. A Hp esta principalmente envolvida em condi¢Ges
inflamatdrias subclinicas ou cronicas, em vez de agudas (Gabay e Kushner, 1999;
Horadagoda et al., 1999).

As relacBes entre ARSA, endotoxina ruminal e seus efeitos fisiopatoldgicos
resultantes no rimen e no estado metabolico da vaca foram estudadas em varios trabalhos
(Plaizier et al., 2008; Ametaj et al., 2010a), mas os resultados ndo sdo conclusivos. Apesar
de mudancas terem ocorrido na permeabilidade do epitélio ruminal, a translocacdo de
endotoxina associada a uma inflamacéo sistémica ndo foi relatada em todos os estudos.
Isso pode ser devido as diferencas na dieta, concentracdo de LPS no rimen, crescimento
de bactérias gram-negativas e mudancas adaptativas que ocorrem no epitélio ruminal
dependentes da duracdo e intensidade da ARSA (Emmanuel et al., 2007, 2008; Gozho et
al., 2007; Khafipour et al., 2009a, c, 2011; Steele et al., 2009, 2011; Igbal et al., 2010).

Quando a relagéo simbidtica ruminal € perturbada (ex. durante a ARSA), mudancas
importantes podem ocorrer em seu microbioma e no perfil de metabolitos ruminais,
acompanhado de aumento na concentracdo de LPS (Tajima et al., 2000; Fernando et al.,
2010; Hook et al., 2011; Ametaj et al., 2010b). Os LPS sdo componentes bioativos da

parede celular de bactérias gram-negativas (comumente conhecido como endotoxinas) no
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trato digestério (Nagaraja et al., 1978; Gozho et al., 2005, 2006b, 2007; Emmanuel et al.,
2008; Khafipour et al., 2009c). A concentracdo de endotoxinas no fluido ruminal aumenta
durante a fase de crescimento acelerado e morte massiva de bactérias gram-negativas
devido as condicOes induzidas pela ARSA (Hurley, 1995; Nagaraja et al., 1978). As
endotoxinas s&o moléculas com grande potencial de desencadear processos inflamatérios,
as quais consistem em uma regido lipidica (denominado lipideo A) ligada a uma regido
polissacaridica (Janssens e Beyaert, 2003).

Na meta-analise de Zebeli et al. (2012b) maiores niveis de concentrado na dieta
foram associados as concentragdes aumentadas de endotoxina ruminal, Hp plasmatica e
SAA. Redugdo nos niveis de FDN na dieta resultou em maiores concentragdes de LPS e
SAA no plasma, mas as relacdes entre estas varidveis ndo foram lineares. Baixo pH
ruminal e a duracdo do pH ruminal <6,0 foram associados ao aumento das concentracfes
de endotoxina no fluido ruminal, embora isso nem sempre esteve associado a inflamacéo
sisttmica. A concentracdo de SAA no plasma foi melhor explicada pelo nivel de
concentrado na dieta do que pelas varidveis de pH ruminal (Zebeli et al., 2012b). A
gravidade da acidose (baixo pH ruminal e longa duracdo) e altas concentracdes de
endotoxina no fluido ruminal nem sempre resultam na inflamacéo sistémica, pois o pH
ruminal explicou apenas 15 a 21% da variacdo nas respostas do SAA plasmatico,
indicando que outros fatores, além do pH ruminal, sdo importantes para induzir uma
inflamacédo sistémica em bovinos (Zebeli et al., 2012b). Embora a endotoxina seja
frequentemente usada como marcador para a liberacdo de compostos toxicos durante a
acidose, outras toxinas, como as aminas biogénicas, metilamina e nitrosodimetilamina
(Plaizier et al., 2008; Ametaj et al., 2010a), também se tornam mais abundantes no
ambiente ruminal em acidose.

Quanto mais tempo o pH ruminal permaneceu abaixo de 6,0, maior foi a
concentracdo de endotoxina no fluido ruminal (Zebeli et al., 2012b). Nesse mesmo
experimento foi observado correlacdo negativa entre o pH ruminal médio diario e a
concentracdo de SAA. O mesmo estudo indicou a presenca de concentracdo basal de
endotoxina no fluido ruminal (3,6 - 3,9 log EU/mL), independente da dieta ou da
gravidade da acidose ruminal. O aumento no nivel de LPS ruminal inicia-se antes de
aumentar a concentracdo plasmatica de SAA, ou seja, maior nivel de concentrado ou
menor teor de FDN na dieta sdo necessarios para aumentar SAA plasmatica, em
comparagdo com as concentracdes dietéticas necessarias para aumentar o nivel de

endotoxina ruminal. Esses dados indicam que os bovinos podem tolerar o aumento de um
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certo nivel de endotoxina ruminal no fluido ruminal antes que ocorra a ativacédo da
inflamacéo sistémica (Zebeli et al., 2012b).

Nos episodios de ARSA, grandes quantidades de substratos fermentaveis podem
escapar da fermentacdo ruminal e chegar aos intestinos (Plaizier et al., 2018). Os
substratos ndo digeridos no intestino delgado, principalmente amido, séo fermentados no
intestino grosso, aumentando o risco de acidose no céco-célon (Plaizier et al., 2018).
Evidéncias sugerem que a acidose intestinal pode afetar o estado de satde dos bovinos da
mesma forma que a acidose ruminal (Gressley et al., 2011; Steele et al., 2016).

A diarreia tem sido associada a ARSA em rebanhos leiteiros (Nocek, 1997; Kleen
et al., 2003; Oetzel, 2003), sendo que a fermentacdo intestinal extensa pode contribuir
para a diarreia, pois, a consisténcia fecal € determinada pelo fluxo da agua no trato
digestorio quando a digesta se torna hiperténica em comparacdo ao plasma sanguineo
(Huber, 1976; Plaizier et al., 2009). Os AGV produzidos no céco-célon podem ser
absorvidos, mas a proteina microbiana é excretada e 0 gas produzido aparece como bolhas
nas fezes, dando-lhes uma aparéncia "espumosa” (Plaizier et al., 2009). Fezes espumosas
e diarreia sugerem extensa fermentacdo intestinal que também foi associada com ARSA
(Nordlund et al., 2004).

Os valores de pH apresentados anterioremente como limites de ARSA no rimen
(e.g., =5,8) séo mais baixos do que limites de acidose no intestino grosso (normalmente
na faixa de 6,0 a 6,6; Metzler-Zebeli et al., 2013). A estrutura histoldgica mais simples
do que o proventriculo, torna o epitélio do intestino grosso mais suscetivel ao dano acido,
dano a barreira e translocac6es de toxinas do que o proventriculo (Li et al., 2012; Tao et
al., 2014).

Maior translocacgdo de endotoxina através do epitélio do ceco-c6lon em comparacao
com o epitélio do rumen foi observado por Emmanuel et al. (2007), isso porque a
concentracdo de endotoxina no intestino grosso pode exceder os valores registrados no
proventriculo dos mesmos individuos (Li et al., 2012; Metzler-Zebeli et al., 2013).
Portanto, varios sintomas atribuidos ao ambiente ruminal podem ser o resultado de
condigdes adversas no intestino grosso (Plaizier et al., 2018), pois, a disbiose microbiana
e o0 dano epitelial no intestino grosso podem levar a translocagédo sistémica de toxinas e
bactérias, resultando em sintomas semelhantes aos da ARSA (Plaizier et al., 2008; Zebeli
et al., 2012b). Altas concentracfes de LPS no intestino grosso podem representar maior

risco a satde do animal do que LPS alto no proventriculo (Plaizier et al., 2018).
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Khafipour et al. (2009a) chamam a atengéo para as diferencgas existentes entre o
epitélio do rumen, do intestino delgado e do intestino grosso, podendo resultar em
diferencas no efeito do LPS na funcdo de barreira do epitélio entre essas partes do trato
gastrointestinal (TGI). O epitélio intestinal possui estrutura simples de monocamada com
juncgdes apertadas no polo apical das células, enquanto isso, o epitélio ruminal tem
estrutura multicamada com juncGes apertadas (Graham e Simmons, 2005), dificultando o
rompimento da funcédo de barreira no rimen. Caso as endotoxinas nao sejam translocadas
do rimen para a corrente sanguinea, seguem pelo trato gastrintestinal até atingirem os
intestinos delgado e grosso (Khafipour et al., 2009a), mas serdo destoxificado no
duodeno, principalmente pelos acidos biliares (Bertok, 1998). Logo, a principal fonte de
LPS no intestino grosso € proveniente dos microrganismso na fase final do intestino
delgado ou do proprio intestino grosso. Se esta hipdtese estiver correta ou parcialmente
correta, entdo a taxa de translocacdo de LPS e sua concentracdo periférica sdo menos
dependentes do ambiente ruminal, mas altamente influenciada pela chegada de amido aos
intestinos e que estimula a liberacdo de LPS na porcéo final do ileo e no intestino grosso
(Khafipour et al., 2009a).

6. Controle da acidose ruminal

Os efeitos da ARSA induzida por alimentacdo com alto teor de grdos sdo mais
graves do que quando induzida por alimentacdo com baixo teor de FDNfe (Khafipour et
al., 2009a,b). Niveis mais elevados de CMS podem predispor a ARSA, devido ao maior
fluxo ruminal de AGV em relacédo a capacidade de tamponamento (Stone, 2004). Apesar
da maior taxa fracional de passagem, causada pelo aumento no CMS, reduziu a
digestibilidade ruminal do amido, 0 aumento do CMS frequentemente proporciona maior
quantidade de amido degradavel no rimen (Firkins, 2002).

Em meta-analise de Khorrami et al. (2021), foram encontrados mais casos de ARSA
quando o teor de amido foi superior a 20% e o teor de FDNfesg foi inferior a 14%. As
regressdes obtidas a partir dos dados avaliados pelos autores sugerem como meta 15 a
18% de FDNfe-g como uma faixa mais segura para formulagdo de dietas para prevenir
ARSA, quando as dietas contém 20 a 25% de amido.

Outra forma possivel para ajustar a forma fisica das dietas e atingir valores seguros
de pH ruminal é por meio do sistema de FDN fisicamente ajustado (FDNfa) proposto por
White et al. (2017a, b) e adotado recentemente pelo NASEM (2021). Este sistema

recomenda proporc¢des de particulas na peneira de 8 mm do PSPS, a partir da propor¢éo
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retida na peneira de 19 mm e outras caracteristicas da dieta tais como FDN, FDNf, amido
e proporcdo de forragem na dieta. Embora o sistema de FDNfa considere maior
efetividade de particulas >19 mm comparativamente as particulas com 8-19 mm, a
substituicdo dietética de particulas com comprimento mediano por particulas longas (>19
mm) ndo é capaz de induzir aumento consistente no tempo de ruminagdo (Beauchemin et
al., 2003); enquanto no modelo de FDNfa apenas o tempo de ruminagdo (min/kg MS)
(mas ndo o tempo de ingestdo) foi significativamente relacionado com pH ruminal.
Provavelmente isso ocorra pelo tamanho de particulas deglutidas pelos animais
(normalmente <11 mm; vide discussao anterior). Também, o fator de efetividade de cada
fragdo (>19 mm ou 8-19 mm) varia conforme a proporcéo de RTM retida na peneira de
19 mm ou quando ha variacdo nos teores de amido e FDNf da dieta (Tabela 3). Ainda,
apesar da exigéncia de fibra efetiva depender da capacidade acidogénica da dieta, o
modelo n&o considera diferengas em fermentabilidade ruminal do amido (e.g., milho
moido seco vs. silagem de grdo umido), mas apenas o teor total de amido. Por fim, os
cenarios com recomendacdes de proporcdes elevadas de particulas retidas na peneira de
19 mm devem ser interpretados com cautela, pois 0 modelo ndo considera a possibilidade

de sele¢do de particulas no cocho.
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Tabela 3. Recomendagdes de retencdo minima de MS dietética na peneira de 8 mm do
PSPS conforme retengdo de MS na peneira de 19 mm para manter pH ruminal médio >6
em vacas em lactacdo alimentadas com RTM

Composigdo da RTM (% MS)

% RTM na peneira de 19 mm

Manter pH 6,0

% RTM na peneira de 19 mm

Manter pH 6,1

Forragem Amido FDN FDNf

40
40
40
40
40
40
40
40
40
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
60
60
60
60
60
60

35
30
25
25
25
20
20
20
15
35
35
30
30
30
25
25
25
20
20
30
30
25
25
25
20

25
28
30
30
30
33
33
33
35
25
25
28
28
28
30
30
30
33
33
28
28
30
30
30
33

19
19
22
19
17
17
15
14
13
20
18
22
20
18
22
20
18
19
17
23
22
24
23
22
20

3 9 15
Minimo na peneira de 8 mm (%)
20 13 12
26 17 14
19 12 11
32 23 17
11 10 10
24 15 12
30 21 15
25 17 13
40 31 23
12 10 10
26 17 13
41 31 23
24 15 12

3 9 15
Minimo na peneira de 8 mm (%)
53 43 33
53 42 33
17 10 11
36 26 19
50 40 31
19 12 11
32 22 16
39 29 21
17 10 10
40 30 22
59 48 38
23 14 12
38 28 20
54 44 34
17 10 10
31 22 15
46 36 27
18 10 10
32 22 16
42 32 23
51 41 31
22 13 10
30 20 14
38 28 19
26 17 12

Fonte: NASEM (2021).
Espagos sem preenchimento correspondem aos cenérios aonde o pH 6,0 foi predito em qualquer uma das

combinacgOes possiveis; portanto, ndo ha valor minimo para a peneira de 8 mm.

7. Exigéncias de fibra para vacas leiteiras

O termo ‘fibra’ deve ser considerado um termo apenas nutricional e esta vinculado

ao método analitico empregado em sua determinacgédo (Mertens, 2002b). Para ruminantes,

a fibra pode ser definida como a matéria organica de digest&o lenta ou indigestivel de um

alimento ou dieta que ocupa espago no rumen (Mertens, 1997).

As primeiras estratégias de alimentagéo de rebanhos leiteiros surgiram de situagdes

em que a forragem era o principal ingrediente da dieta e, em tais condicdes a fibra néo

era limitante (Armentano e Pereira, 1997). Com o passar de décadas, os rebanhos leiteiros
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se tornaram especializados em produzir leite e, aliado a esse fato, as exigéncias
nutricionais também mudaram (Humer, et al., 2018; Beauchemin, 2018). Dietas de vacas
leiteiras de alta producdo normalmente contém proporcdes elevadas de carboidratos néo
fibrosos e baixos teores de fibra, para atender a alta demanda de nutrientes durante a
lactacdo. No entanto, a ocorréncia de falhas em manter o balango adequado de fibra na
dieta contribui para a ocorréncia de acidose ruminal (Zebeli et al., 2012a).

O NRC (1978) recomendava no minimo de 17% de FB ou 21% de FDA na dieta de
vacas leiteiras em lactacdo, independentemente do estagio da lactacdo. JA 0 NRC (1989)
recomendou valores mais baixos de fibra do que a edi¢do anterior, sendo 15% de FB,
19% de FDA e 25% de FDN para vacas no pico de producdo, visto que os niveis indicados
pela edicdo de 1978 eram dificeis de ser alcangados para vacas leiteiras de alta producéo
no inicio da lactacdo, as quais necessitavam de altas quantidades de energia e proteina,
mas com consumo baixo (Kawas et al., 1991).

Balch (1971) propds uma razdo de ruminagdo ou indice de volumoso para
alimentos, baseado no fato de que as propriedades fisicas da dieta influenciavam o tempo
de mastigacdo. O indice de volumoso foi expresso em minutos de mastigacdo por
quilograma de MS da dieta, pois, quando o tempo total de mastigacdo é expresso dessa
forma, a influéncia da variagdo de ingestdo de alimentos ¢ amplamente evitada (Balch,
1971). Sudweeks et al. (1981) desenvolveram uma equacdo para prever o indice de
volumoso, para isso era necessario conhecer algumas caracteriscicas do mateiral como,
teor de FDN, tamanho de particulas (como didametro médio em milimetros) e CMS.
Santini et al. (1983) descrevem uma equacdo para calcular o indice de volumoso com
base em um experimento que testou diferentes tamanhos de particulas. Uma desvantagem
de usar indice de volumoso é que ele muda ndo apenas com a qualidade da forragem,
matéria seca total e consumo de forragem, mas também com o comprimento das
particulas (Santin et al., 1983).

Por muito tempo era comum as dietas expressarem seus niveis de fibra por meio da
razdo volumoso:concentrado (V:C). O surgimento desse conceito possivelmente estava
associado aos experimentos que testavam diferentes razdes V:C no desenvolvimento de
RTM para vacas leiteiras alimentadas em grupo. A razdo V:C era usada como um
indicativo do teor de fibras e energia da RTM de vacas em lactacéo (Coppock et al., 1972,
1974; Hernandez-Urdaneta et al., 1976; Keys et al., 1983). No entanto, esse indice

apresenta problemas, pois, manter a mesma razdo V:C e trocar a fonte de forragem
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produzem respostas distintas, pois ha diferencas no teor e na efetividade fisica da fibra

entre as diversas fontes.

7.1. Recomendactes com base no teor de FDN

A FDN é constituida por componentes da parede celular vegetal, correspondendo
principalmente a celulose, hemicelulose e lignina (Van Soest, 1994). Em geral, a FDN
corresponde a fracdo de digestao lenta associada ao enchimento ruminal e a limitacdo de
CMS. Apesar da FDN representar quimicamente o teor total de fibra para ruminantes, ela
ndo mede as propriedades fisicas, como o tamanho das particulas (FDN menos efetiva
quando forragens finamente picadas ou fontes de fibra de subprodutos séo usadas), que
influenciam a efetividade da fibra para atender as exigéncias minimas de ruminantes
(Mertens, 2002b). Mertens ainda afirmou: “quando a maior parte da fibra nas ragdes for
proveniente de forragens longas ou cortadas grosseiramente, a concentracdo de FDN pode
ser usada para formular ra¢des para atender as necessidades minimas de fibra”. Além
disso, a FDN néo é uma fracdo nutricionalmente uniforme, pois sua digestibilidade varia
amplamente de acordo com a fonte.

O NRC (1989) recomenda valores minimos de 25% de FDN em dietas de vacas de
leite para manter um ambiente ruminal saudavel e ao menos 19% da FDN de forragem
(com base na MS da dieta). No entanto, essas recomendacdes sdo para situacdes muito
especificas (dietas que contenham forragem com tamanho de particula adequado, gréo de
milho seco como fonte de amido predominante e fornecimento na forma de RTM).

As forragens picadas grosseiramente fornecem FDN de uma forma fisica muito
diferente do que fontes de FDN de subprodutos e gréos. A partir dai o conselho do NRC
(2001) assumiu que a efetividade da FDN de fontes ndo forragem é 50% da efetividade
da FDN de forragem. Sendo assim, para reducdo de 1 unidade percentual no FDN da
forragem (% MS da dieta) abaixo de 19%, a concentracdo de FDN da dieta total deve ser
aumentada em 2 unidades percentuais (NRC, 2001).

A analise de FDN de forragens e outros ingredientes fornece uma descrigéo Util
sobre o teor total de fibra, mas utilizar o teor de FDN como Unica medida de fibra efetiva
provou ser insuficiente para diferentes classes de alimentos (e.g., subprodutos com alto
teor de fibras, forragens processadas em diferentes formas fisicas). Portanto, fatores de
ajuste devem ser atribuidos a esses alimentos se as exigéncias de fibra forem usadas para
balancear a fragdo de carboidratos das dietas de vacas em lactacdo (Armentano e Pereira,
1997).
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7.2. Recomendag0es com base no teor de FDN de forragem (FDNF)

O comité do NASEM (2021) recomenda a FDNF como consideragdo primaria para
a formulacdo de dietas, em vez da FDN total, assim como estabeleceu as edicdes
anteriores do NRC (1988; 2001). Em trabalho de Allen (1997) foi constatado que o pH
ruminal apresentou relagdo positiva com a FDNF (% MS), devido a capacidade da FDNF
estimular mastigacdo e aumentar a motilidade ruminal. A FDNF minima provavelmente
varia de 15 a 19% da MS da dieta, ja o teor de FDNF ideal para vacas em lactacédo
provavelmente varia de 17 a 27% da MS da dieta, sendo que a concentragdo 6tima de
FDNF de dietas para maximizar a ingestdo de energia € maior do que o minimo para
reduzir o risco de acidose (Allen, 1997; NASEM, 2021). A fermentabilidade da dieta é
um fator que influéncia a concentracéo ideal de FDNF na racdo (Allen, 1997). No modelo
do NASEM (2021), a fermentabilidade da dieta é indicada indiretamente pelo teor de

amido.

7.3. FDN efetiva (FDNe)

Existem diversas formas de medir a efetividade da fibra, o que resulta em valores
distintos de efetividade. Por exemplo, a capacidade da FDN de fontes de fibra ndo
forragem (FFNF) de manter a gordura do leite € maior do que a capacidade de estimular
a mastigacdo (Swain e Armentano, 1994).

A definicdo de FDNe esta relacionado a capacidade total de um alimento para
substituir forragem ou volumoso em uma racao, de modo que o percentual de gordura no
leite produzido pelas vacas que comem a dieta seja efetivamente mantido (Mertens,
1997). A FDN dos subprodutos ricos em fibras ndo é tdo efetiva quanto a FDN da
forragem em manter a gordura do leite (Armentano e Pereira, 1997), com exce¢do do
caroco de algoddo, onde o fator de efetividade de FDN em relacdo a FDN de forragem €
préximo de 1 (Clark e Armentano, 1993).

Utilizar apenas FDNe como medida de fibra efetiva pode trazer riscos aos animais,
pois é mais facil um ingrediente manter gordura do leite do que manter o tempo de
mastigacdo (Swain e Armentano, 1994). Logo, na maioria das dietas ndo vai faltar FDNe,
mas muitas vezes esta faltando efetividade fisica, o que prejudica a satde e a longevidade
das vacas. Quando baseadas na gordura do leite em comparacdo com a mastigacéo,
maiores fatores de efetividade foram verificados em varios experimentos (vide Tabela 5

no topico Métodos bioldgicos para determinar a efetividade da fibra).
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7.4. FDN fisicamente efetiva (FDNfe)

A efetividade fisica de um alimento est4 relacionada as caracteristicas fisicas e
quimicas da fibra (e.g. tamanho de particulas, densidade, fragilidade, umidade e
digestibilidade), que influenciam a atividade mastigatdria, a consisténcia do mat ruminal
(i.e., camada de fibra longa no rimen) e a motilidade ruminal (Armentano e Pereira, 1997,
Mertens, 1997).

Matematicamente, o teor de FDNfe é o produto do fef pelo contetdo de FDN do
alimento (i.e., FDNfe = fef x FDN; Armentano e Pereira, 1997). Enquanto, o teor de FDN
é determinado por analise quimica, o fef pode ser mensurado a partir de respostas
fisiol6gicas dos animais, também conhecidos como ensaios bioldgicos (Armentano e
Pereira, 1997) ou por métodos laboratoriais, com base nas fracdes do alimento retidas em
um conjunto de peneiras (Lammers et al., 1996; Mertens, 1997; Heinrichs, 2013). O fef
por definicdo varia de 0, quando o FDN n&o possui efetividade fisica (exemplo, fibra de
concentrados), a 1, quando o FDN ¢ totalmente efetivo (exemplo, fibra de feno) na
promocdo da estratificacdo da digesta no rumen, na atividade mastigatoria e no
tamponamento do rumen (Allen, 1997; Mertens, 1997). Entretanto, o fef pode ser maior
do que 1, dependendo da fonte de FDN utilizada como padréo nos bioensaios (S& Neto et
al., 2014).

O atendimento das exigéncias minimas de FDNfe é necessario para estimular a
atividade de mastigacdo e producdo de saliva, promover a formacdo do mat ruminal e
estimular a motilidade ruminal. Isso favorece a remocao de acidos produzidos durante a
fermentacao ruminal e contribui para a manutencao do pH ruminal dentro da normalidade
fisioldgica, possibilitando o funcionamento adequado do ambiente ruminal (Allen, 1997;
Zebeli et al., 2012a; Humer, et al., 2018). Por outro lado, embora niveis minimos de
FDNfe na dieta seja importante para reduzir o risco de acidose ruminal, quantidades
excessivas podem limitar o CMS e o desempenho animal (Allen, 1997).

Mertens (1997) sugeriu que era importante desenvolver um novo sistema de
exigéncia de fibra para vacas leiteiras, e este deveria envolver as caracteristicas (fisicas e
quimicas) do ingrediente em associagdo com determinagfes quantitativas (teor de FDN e
retencdo de particulas na peneira de 1,18 mm) que pudessem ser feitas rotineiramente nos
laboratdrios. O sistema proposto por Mertens (usando amostras secas em estufa e agitacéo
vertical num conjunto de peneiras de laborato6rio) sugeriu que as particulas retidas acima
de uma peneira de 1,18 mm favoreciam a mastigagdo. Assim, o teor de FDNfe poderia

ser estimado integrando caracteristicas quimicas e fisicas determinadas em laboratorio,
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sendo calculado pelo produto do teor de FDN do ingrediente e a proporcdo de particulas
>1,18 mm. A estratificagdo usando a peneira de 1,18 mm foi definida a partir do trabalho
de Poppi et al. (1980) com ovinos, em que parte pequena de particulas maiores que 1,18
mm sairam do ruminorreticulo, mas para bovinos leiteiros esse tamanho de particulas
parece ndo ser 0 mais adequado. Outro fator a ser considerado é que o método parte do
pressuposto que o teor de FDN é uniformemente distribuido entre todas as particulas do
alimento testado, que todas as particulas >1,18 mm induzem a mesma atividade
mastigatoria e que as diferentes fontes de FDN apresentam a mesma fragilidade (i.e.,
facilidade de cominuicdo; Mertens, 1997).

O PSPS é um dispositivo operado manualmente que foi amplamente adotado nas
fazendas para caracterizar o tamanho de particulas de forragens e RTM. Inicialmente, o
conjunto foi proposto com duas peneiras (19 e 8 mm) e o fundo, mas atualmente o
conjunto contém 3 peneiras (19, 8 e 4 mm) e o fundo (Heinrichs, 2013), mas em um
momento chegou a ter uma peneira de 1,18 mm no lugar da peneira de 4 mm (Kononoff
et al., 2003). Desde a sua introducéo em 1996, o separador tem sido usado para avaliar 0s
efeitos do tamanho de particulas da RTM sobre producao e composicéo do leite, atividade
mastigatoria e fermentacdo ruminal (White et al., 2017a).

Em meta-analise de Zebeli et al. (2012a) chegou-se as recomendacdes de
FDNfe-1,18 de 31,2%, e FDNfesg variando de 14,8% a 18,5% (%MS), sendo que valores
acima de 18,5% sdo considerados mais seguros em termos de ocorréncia de acidose, no
entanto, valores acima de 14,9% da MS da dieta ja podem diminuir o nivel de CMS
(Zebeli et al., 2012a). A FDNfe na dieta consumida pode ser afetada pela selecdo de
particulas no cocho, a qual aumenta com o excesso de particulas longas, principalmente
em dietas mais secas (Leonardi e Armentano, 2003). Por esse motivo, a FDNfe deve ser
encarado como um intervalo ideal a ser atingido, em vez de um minimo que pode ser
excedido sem consequéncias negativas (NASEM, 2021).

Mesmo que o conceito de FDNfe englobe propriedades fisicas e quimicas, a
expressdo e caracterizacdo do tamanho de particula da forragem ou da RTM é dificil.
Utilizar forragens com particulas grandes na dieta ofertada ndo significa necessariamente
que na dieta consumida ainda contenha particulas grandes (Zebeli et al., 2012a). Além do
teor de FDN e do tamanho das particulas, as caracteristicas inerentes a natureza da fibra
afetam a efetividade da FDN. Aumentando o nivel de silagem de cana na dieta, em
detrimento da silagem de milho, com distribuicdo semelhante de particulas no PSPS, a

silagem de cana teve maior capacidade de estimular a ruminacao por unidade de FDN (Sa
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Neto et al., 2014). Tal diferenga foi atribuida ao maior contetdo de FDN indigestivel da
silagem de cana, o qual é indicativo de baixa digestibilidade da fibra. Assim, as fibras de
forragens menos digestiveis ocasionam aumento no tempo de ruminacao por quilograma
de MS e FDN consumidos.

O conceito de FDNfe ndo leva em consideragéo as diferengas na fermentabilidade
ruminal dos ingredientes da dieta e isso limita a capacidade de fornecer recomendagdes
isoladas de FDNfe (Zebeli, et al., 2012a). Por exemplo, as respostas dos animais podem
ser totalmente diferentes quando cevada em vez de milho é fornecida as vacas, mesmo
que a dieta contenha 0 mesmo teor de FDNfe (Khorasani et al., 2001; Zebeli et al., 2006).
No geral, balancear o fornecimento de FDNfe e a quantidade de nutrientes
fermentesciveis (principalmente amido degradavel no ramen) é fundamental para manter
o ambiente ruminal saudavel e ainda garantir o maximo desempenho e eficiéncia

alimentar (Humer et al., 2018).

7.5. FDN fisicamente ajustada (FDNfa)

Recentenmente, o comité do NASEM (2021) adotou o conceito de FDN fisicamente
ajustado (FDNfa) (White et al., 2017a,b). O sistema foi elaborado para fornecer
orientacdo sobre os requisitos de tamanho de particula da dieta para atingir um alvo de
pH ruminal e sua interacdo com outros componentes da dieta, como concentracfes de
amido e FDN na dieta, FDN de forragem e razdo FDA:FDN. Esses componentes sdo
utilizados pois foram identificadas como variaveis explicativas no modelo (White et al.,
2017D).

A FDNfa ndo tenta predizer pH ruminal, mas demonstrar como a composicao
quimica e a forma fisica da dieta afetam o pH ruminal (White et al., 2017a,b; NASEM,
2021). O sistema de FDNfa: 1) apresenta resultados mais confiaveis quando o alvo de pH
ruminal esta entre 6,0 e 6,1; 2) foi desenvolvido principalmente com dados de animais
alimentados individualmente, portanto, ndo refletem o maior potencial de selecédo de
particulas da RTM em comparacdo com fazendas comerciais ou condi¢bes de
superlotacdo que limitam o espaco de cocho; e 3) para dietas com alto teor de forragem
(ex. dietas para vacas secas) 0 sistema FDNfa ndo é muito util (NASEM, 2021).
Aparentemente este modelo superenfativa a efetividade de particulas >19 mm e
desconsidera a fermentabilidade ruminal do amido (vide discussdo anterior no topico

“Controle da acidose ruminal”).
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7.6. FDN indigestivel fisicamente efetiva (FDNife)

Esse conceito foi estabelecido recentemente pelo grupo de pesquisa do William H.
Miner Agricultural Research Institute (Chazy, NY, USA). Pode ser calculado
simplesmente como o fef multiplicado pelo teor de FDNi obtido como a porcentagem de
FDN que néo é degradada apds 240 horas de incubagdo in vitro (FDNi; Smith et al., 2020;
Miller et al., 2020, 2021). O fef se refere a fracdo retida em uma peneira de 1,18 mm
quando seca e com peneiramento vertical (Mertens, 1997) ou usando uma peneira de 4,0
mm com peneirando horizontal e amostras Umidas (Heinrichs, 2013). O conceito de
FDNife ainda esta em desenvolvimento, mas uma faixa de 4,5 a 6% da MS da dieta parece
ser uma meta para vacas de alta producdo alimentadas com dietas a base de silagem de
milho (Smith et al., 2020).

Além de englobar as caracteristicas fisicas (tamanho) essa metodologia também
utiliza a FDNI, a qual € um indicador de indigestibilidade dos ingredientes e demostra o
potencial de enchimento ruminal e retencdo de particulas, com influéncia no CMS.
Contemplar a fracdo FDNi preenche um vazio conceitual na FDNfe, pois pode ser um
indicador da resisténcia que as particulas apresentam para reduzir de tamanho e sair do
ramen.

A digestibilidade e indigestibilidade da fibra sdo fatores criticos na avaliacdo da
qualidade da forragem e na formulacdo de dietas (Cotanch et al., 2014).
Tradicionalmente, os nutricionistas se concentraram principalmente nas medidas de
digestibilidade da fibra, mas recentemente o foco também incluiu a fibra indigestivel,
devido ao reconhecimento de sua importancia em definir a extensdo e influenciar as taxas
de fermentacdo da fibra no rimen (Cotanch et al., 2014).

Para as particulas sairem do rimen ha duas maneiras, por degradacdo ou passagem.
Para a FDNI, a Unica forma de deixar o ramen é por passagem. A FDNi é importante
biologicamente porque: € a fracdo de fibra funcional que influencia a efetividade fisica,
0 preenchimento intestinal e a dinamica de digestdo/passagem das forragens; prediz a
qualidade da forragem devido a relacdo entre a FDNi e a digestibilidade da MO;
desempenha um papel critico na manutencdo do volume de digesta ruminal; e a resposta
mastigatoria ao FDNfe é provavelmente influenciada pelo FDNi da forragem (Nousiainen
et al., 2003; Cotanch et al., 2014; Sa Neto et al., 2014).

O espago ruminal resultante da renovacéao da fibra de rdpida e de lenta degradacao
e da FDNi permite maior CMS. Quanto mais rapidamente o espago ruminal for

disponibilizado (maior taxa fracional de passagem), maior sera a ingestdo que pode ser
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atingida. O pool total de FDNi no ramen pode ser considerado como um ponto de
referéncia de preenchimento, que restringe o possivel fluxo de FDN. Prop&e-se que haja
uma quantidade maxima e minima de FDNi ruminal para evitar limitacdo no consumo de
racdo e para manter a salde ruminal adequada, respectivamente (Cotanch et al., 2014).
Em experimento a base de silagem de milho, 0 aumento do teor de FDNi de 8,9 para 11,5
promoveu uma redugdo no CMS para vacas em lactacdo (Smith et al., 2018).

As particulas da fracdo forragem sdo as principais responsaveis para definir as
caracteristicas do mat ruminal, as quais apresentam quantidades consideraveis de FDNi.
Portanto, além da fracdo FDNi da forragem ndo contribuir como substratos para a
fermentacgdo e ndo gerar acidos, ela tem fungdo importante associada a formagédo do mat
ruminal.

Em experimento avaliando dietas com dois niveis do fator FDNi (8,9 e 11,5% MS)
e dois niveis do fator FDNfe (alto e baixo), ajustadas com feno de tamanhos de corte
diferentes, a dieta rica em FDNi e rica em FDNfe limitou o CMS (Tabela 4) em
comparagdo com as demais dietas, mas, um comprimento de corte mais curto para a dieta
com maior FDNi aumentou 0 CMS em 2,5 kg/d (Grant et al., 2018). A dieta mais rica em
FDNIi, quando picada mais finamente promoveu o maior consumo de FDNi em % do PV
(0,45).

Tabela 4. Consumo de matéria seca e fibra para vacas alimentadas com diferencas
dietéticas em FDNi e FDNfe

Baixo FDNi Alto FDNi
Item Baixo Alto Baixo Alto EPM  P-valor
FDNfe? FDNfe FDNfe  FDNfe
CMS, kg/d 27,52 27,32 27,42 24,9 0,6 <0,01
CMS, % PV 4,022 4,042 3,992 3,73° 0,10 0,03
Ingestdo de FDN, kg/d 9,12° 9,06" 9,74 8,96" 0,19 <0,01
Ingestdo de FDNI, kg/d 2,41° 2,43¢ 3,112 2,87° 0,05 <0,01
Ingestdo de FDNi, % PV 0,35¢ 0,36° 0,452 0,43° 0,01 <0,01
Ingestdo de FDNfe, kg/d 5,56° 5,942 5,07¢ 5,44° 0,11 <0,01

Ingestdo de FDNife, kg/d® 1,47¢ 1,59° 1,61° 1,742 0,03 <0,01

Fonte: Grant et al. (2018).

abehfédias na mesma linha com letras diferentes diferem (P < 0,05).
'FDN néo digerido em 240 h de fermentagéo in vitro.

2FDN fisicamente efetiva.

3FDN indigestivel fisicamente efetiva (fef x FDNIi).

Alterando o teor de FDNi ou tamanho de particulas (FDNfe) mas mantendo o

mesmo FDNife obteve-se a mesma resposta de CMS pelas vacas (Grant et al., 2018). Ha
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anos, os nutricionistas utilizam a picagem de forragens de baixa qualidade para aumentar
o0 consumo de MS. De acordo com Moser (1980), o feno pode ser moido para aumentar
o consumo de forragem de baixa qualidade, para reduzir a rejeicdo de partes da planta ou
para possibilitar a mistura de uma racdo. O autor destaca que esse processamento melhora
0 consumo devido & menor retencdo o rumen, reduzindo o efeito de enchimento e a
regulacdo fisica do consumo devido a baixa digestibilidade.

Maior inclusédo de forragem, maior teor de FDN, maior teor de FDNfe e (ou) menor
digestibilidade de FDN podem aumentar o tempo gasto de ingestdo para uma ampla gama
de forragens (Grant e Ferraretto, 2018). No experimento acima, as vacas alimentadas com
dieta alta em FDNi e alta em FDNfe gastaram 45 min/d a mais comendo e, ainda assim,
consumiram menos (=3 kg/d a menos de MS). Os autores ainda questionam se as vacas
teriam ou ndo tempo suficiente para passar no cocho comendo uma dieta com mais FDNi
que é picado muito grosseiramente. E essa situacdo pode se agravar em ambientes com
superlotacdo, nesse caso a restricdo no tempo de alimentacdo pode ser ainda mais
prejudicial (Grant et al., 2018).

Parte da razdo pela qual o tempo de alimentacdo foi mais afetado do que o tempo
de ruminacdo, se explica pelo comportamento que as vacas tendem a mastigar o bolo
alimentar até atingir tamanho de particula relativamente uniforme antes de engolir. No
experimento de Schadt et al. (2012), avaliou-se o tamanho de particulas de diversos
alimentos antes e apo6s serem deglutidos. Constatou-se que independentemente do
tamanho inicial de particulas, os bovinos mastigavam até que o bolo tivesse em média 10
a 11 mm para ser deglutido. No experimento reportanto por Grant et al. (2018),
independentemente do teor de FDNi e FDNfe na dieta, as particulas foram engolidas com
um tamanho médio de aproximadamente 7 a 8 mm (Grant et al., 2018).

Com um banco de dados de 5 trabalhos realizados com vacas holandesas, a equipe
do Miner Institute avaliou a relacdo entre FDNi e FDNife com CMS e producéo de leite
corrigido para energia (LCE) (Miller et al., 2020). Verificou-se que o teor de FDNi na
dieta variou de 5,5 a 11,5% da MS e FDNife na faixa de 4,0 a 7,3% da MS. Segundo 0s
autores esta faixa de FDNi abrange o que é comumente encontrado nas dietas americanas,
com valores de 10,0 a 11,5%, sendo que estes valores sdo mais propensos a limitar o
CMS. Ja valores proximos de 5 a 6% de FDNi, aumentam o risco de ARSA. A partir da
andlise de dados, identificou-se relagio moderada entre FDNi e CMS (R? = 0,32), mas
quando FDNi foi combinado com fef (FDNife) a relagdo entre FDNife e CMS foi mais
alta (R? = 0,60). A relagdo entre FDNi e LCE foi razoavel (R? = 0,58), mas a relagio entre
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FDNife e LCE foi ainda mais forte (R?> = 0,78) (Miller et al., 2020). Estes dados
demostram que quando o FDNi é associado com tamanho de particulas, o poder de
predicdo de CMS e LCE € maior do que quando comparado apenas ao FDNi.

As pesquisas até 0 momento sugerem que, quando a digestibilidade da fibra da
forragem é menor do que o desejado, um tamanho de particula de forragem mais fino
aumentard a producéo de LCE e CMS (Grant et al., 2018). O maior desempenho parece
estar associado ao menor tempo de ingestdo e uma fermentacdo ruminal mais desejavel
(Grant et al., 2018; Smith et al., 2020). Picar a forragem mais fina ajuda a reduzir o valor
de FDNife, pois diminui o fef e reduz o impacto de preenchimento ruminal pelo material
menos digestivel (Serva et al., 2021).

O problema associado ao fato de ignorar o tamanho das particulas pode ser mais
visivel em dietas com excesso ou falta de FDNi. A forragem com baixo teor de FDNi ndo
deve ser cortada muito fina, pois as vacas ainda precisam de FDNfe (Smith et al., 2020).
Jéa para forrageiras com alta FDNi, a estratégia para que o CMS n&o seja comprometido é

reduzir o tamanho de particulas, como demostrado no trabalho de Grant et al. (2018).

8. Métodos de avaliacdo do fator de efetividade de fibra
8.1. Métodos laboratoriais

Existem varios sistemas atualmente para medir o tamanho das particulas e ainda
varios métodos para usar os dados do tamanho das particulas para calcular a FDNfe nas
races (Maulfair e Heinrichs, 2012). Como ndo existe um método padrdo, varios sistemas
diferentes estdo sendo usados, e as vezes seus dados sdo usados indistintamente, embora
seus resultados possam ndo ser comparaveis. Muitos dos sistemas que tentam estimar a
FDNfe sdo baseados na teoria de que ha um limite de tamanho critico para as particulas
que saem do ramen e, as particulas acima desse limite sdo efetivas fisicamente, porque

estimulam a mastigacdo (Maulfair e Heinrichs, 2012).

8.1.1. Ro-Tap com peneira de 1,18 mm
Mertens (1986; 1997) sugeriu que era importante desenvolver um sistema de
exigéncia de fibra para vacas leiteiras, e que este deveria envolver caracteristicas do
ingrediente que pudessem ser determinadas rotineiramente nos laboratorios. O sistema
proposto por Mertens (usando amostras secas e agitagdo vertical num conjunto de
peneiras de laboratério - Ro-Tap) sugeriu que as particulas retidas em uma peneira de

1,18 mm favoreciam a mastigacé&o.
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O Ro-Tap foi o equipamento usado em muitas das pesquisas de Mertens. O
procedimento recomendado por Mertens especifica um tamanho de amostra de 0,6 L,
tamanhos de peneira de 19,0, 13,2, 9,5, 6,7, 4,7, 3,75, 3,35, 2,36, 1,18, 0,60 € 0,30 mm e
10 min de agitac&o (Mertens, 2005). E um equipamento mais barato e menor que o padrio
ASABE e muitas peneiras podem ser usadas e os tamanhos das malhas podem ser
personalizados para o uso pretendido (Maulfair e Heinrichs, 2012).

Assim, o teor de FDNfe poderia ser estimado integrando caracteristicas quimicas e
fisicas determinadas em laboratorio, sendo calculado pelo produto do teor de FDN do
ingrediente e a proporcdo de particulas retidas em uma peneira de 1,18 mm (particulas
>1,18). A estratificacdo usando a peneira de 1,18 mm foi definida a partir dos trabalhos
de Poppi et al. (1980, 1981), em que, parte pequena de particulas maiores que 1,18 mm
sairam do proventriculo. As desvantagens desse método incluem: necessidade de secar as
amostras o que faz com que as particulas apresentem tamanho menor que o real, pois
quando secas as particulas quebram facilmente; para bovinos leiteiros esse tamanho de
particulas (>1,18mm) parece ndo ser o mais adequado (Yang et al., 2001; Oshita et al.,
2004; Maulfair et al., 2011); o método parte do pressuposto que o teor de FDN é
uniformemente distribuido entre todas as particulas do alimento testado (Mertens, 1997);
considera que todas as particulas retidas em uma peneira de 1,18 mm induzem a mesma
atividade mastigatéria (Mertens, 1997); e que as diferentes fontes de FDN apresentam a
mesma fragilidade (i.e., facilidade de cominuicdo; Mertens, 1997). Adicionalmente, a
agitacdo vertical tende a separar as particulas por sua dimensdo transversal minima
(geralmente largura em particulas de forragem), enquanto a agitacdo horizontal tende a
separar as particulas por seu comprimento (Mertens, 1997, 2005). As peneiras de arame
tém espessura muito menor em comparacdo com as peneiras dos métodos PSPS e
ASABE. Como 0 Ro-Tap usa agitacdo vertical e amostras secas, ele produz resultados
que podem ser muito diferentes das técnicas que usam agitacdo horizontal e amostras
Umidas (separador PSPS e ASABE; Maulfair e Heinrichs, 2012).

8.1.2. Separador de particulas ASABE
O separador da American Society of Agricultural Engineers (ASABE) ou
Wisconsin Oscillating Particle Separator € um método utilizado para determinacédo da
distribuicdo do tamanho de particulas de forragens picadas (WI-OS; S424.1; ASABE,
2007). E um separador de particulas grande (pesando mais de 225 kg), que é operado

mecanicamente e usa movimentos de agitacdo horizontal. O separador possui 5 peneiras
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de orificio quadrado com tamanhos de 19,0, 12,7, 6,3, 3,96 e 1,17 mm quando medido
nominalmente ou 26,9, 18,0, 8,98, 5,61 e 1,65 mm quando medido diagonalmente. As
dimensGes das peneiras sdo 565 mm (comprimento) x 406 mm (largura) x 63,5 mm
(profundidade). As peneiras sdo feitas de aluminio de espessura variavel, aumentando
com o aumento do tamanho dos poros, exceto a tela menor (1,17 mm), que é de arame.
As espessuras das peneiras de cima para baixo sdo 12,7, 9,6, 4,8, 3,1 e 0,64 mm (ASABE,
2007; Maulfair e Heinrichs, 2012). O separador ASABE apresenta algumas vantagens,
como: € um meétodo padrdo; elimina erros humanos na agitacdo pois é operado
mecanicamente; apresenta numero moderado de fracGes de particulas; as peneiras tém
grande area superficial; permitem uma melhor separacdo de particulas extremamente
longas; o0 método descreve com precisdo a distribuicao de particulas; e ndo ha necessidade
de secagem da amostra (Maulfair e Heinrichs, 2012). A desvantagem € que o0 equipamento
ndo € portatil e apresenta alto valor para aquisi¢do, limitando seu uso aos laboratdrios
(Maulfair e Heinrichs, 2012).

8.1.3. Separador de particulas da Penn State (PSPS)
8.1.3.1. Modelo com as peneiras de 19 mm, 8 mm e fundo

Um metodo laboratorial simples desenvolvido para estimar a efetividade fisica da
fibra foi proposto por Lammers et al. (1996), como alternativa ao método padrdo S424.
Um separador manual foi desenvolvido para determinar o tamanho de particula de
forragem e RTM, que permite facil separacdo da forragem Umida em trés fracdes e
também permite tracar a distribuicdo do tamanho das particulas. O dispositivo foi
projetado para imitar a escala de laboratério do separador padrdo S424.1 da ASABE de
determinacdo do tamanho de particula de forragens. E um método rapido, barato e
aplicavel em condicdes de campo para avaliacdo da distribuicdo das particulas dos
alimentos, composto por duas peneiras (19 mm e 8 mm) e o fundo fechado.

Em uma superficie plana, adiciona-se uma amostra com volume de =1,4 + 05 L
nas peneiras empilhadas, o separador é agitado horizontalmente cinco vezes em uma
direcdo, depois girado um quarto de volta e novamente agitado cinco vezes e assim
sucessivamente, por oito séries de cinco agitagdes, girando na mesma direcdo entre cada
série, totalizando 40 agitacbes (Lammers et al., 1996). Lammers et al. (1996)
determinaram que ndo houve diferenca nos resultados do PSPS e do separador ASABE
na predi¢do de fracdes de particulas em varios testes estatisticos. “Nutricionistas e

agricultores precisam de um método pratico que seja rapido, preciso e barato para uso
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regular na fazenda”, essa ¢ uma afirmacdo de Lammers et al. (1996) para justificar a

implantacédo e uso do sistema de separacdo de particulas proposto pelos autores.

8.1.3.2. Modelo com as peneiras de 19 mm, 8 mm, 1,18 mm e fundo

A incluséo de uma peneira de 1,18 mm ao PSPS foi sugerida por Kononoff et al.
(2003), com a justificativa que a RTM normalmente contém 40 a 60% de concentrado e
a maior parte dessa porcdo passa pela peneira de 8,0 mm. Assim, a medicédo de particulas
menores pode ser Util na compreensdo dos efeitos do tamanho de particula da racdo na
funcdo ruminal e fermentagdo, uma vez que foi sugerido que 1,18 mm fosse o
comprimento critico que rege a retencao no proventriculo (Poppi et al., 1980).

Além disso, foram definidos padrdes a serem seguidos durante a operacdo do PSPS.
Foi sugerido agitacdo a 1,1 Hz ou mais, com um comprimento de curso de 17 cm, ao usar
0 PSPS para analisar o tamanho da particula de forragem (Kononoff et al., 2003). Foi
verificado que em ambos os tipos de amostras (RTM, silagem de alfafa, silagem de milho)
a desidratacdo causou uma proporcdo maior de particulas pequenas e uma média
geométrica menor (Kononoff et al., 2003), resultado obtido com o peneiramento de
amostras com diferentes teores de umidade. O volume de amostra (1,4 £ 05L) e o
numero de agitacGes (40) foram mantidas.

A inclusdo da peneira de 1,18 mm foi bastante criticada, pois 0 comprimento critico
que rege a retengdo de particulas no proventriculo para bovinos leiteiros foi sugerido ser
maior que 1,18 mm e pode ser entre 3,0 e 5,0 mm (Shaver et al., 1988; Maulfair et al.,
2011). Além disso, os resultados do peneiramento de amostras Umidas geram resultados
distintos daqueles obtidos com amostra seca em peneira de 1,18 mm (proposto por
Mertens).

8.1.3.3. Modelo com as peneiras de 19 mm, 8 mm, 4 mm e fundo

Recentemente, a peneira de 1,18 mm foi substituida por uma peneira de 4 mm
(Heinrichs, 2013), pois trabalhos provaram que essa medida era equivocada (Maulfair et
al., 2011). Heinrichs (2013) sugeriu que esta nova peneira retém pequenas particulas de
forragem com alta concentragdo de fibra e sdo representativas de particulas tipicamente
aprisionadas no mat ruminal. Diferentemente da peneira de 1,18 mm utilizada por
Mertens (1986) a PSPS usa peneiramento manual, amostra Umida e agitacéo horizontal.
Entretanto, mais experimentos sdo necessarios para validar a recomendacao desta peneira

de 4 mm.
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8.1.4. Andlise por imagem

Alguns estudos mostraram que particulas longas e estreitas podem tombar durante
a agitacdo em peneiras e deslizar através de orificios menores do que a dimensdo mais
longa da particula (Igathinathane et al., 2009). Quando particulas sdo quase quadradas ou
redondas, o fendmeno de inclinacdo ndo ocorre porque as duas dimensdes sdo
semelhantes. No entanto, quando as particulas sdo oblongas, as peneiras tendem a reter
particulas cuja segunda dimensdo mais longa (largura) é maior que a diagonal do orificio
da peneira (lgathinathane et al., 2009; Savoie et al., 2014).

Um experimento conduzido por Savoie et al. (2014), avaliou o tamanho das
particulas de alfafa e silagem de milho colhidos em trés comprimentos teéricos de corte
(4,8, 9,5 e 11,1 mm). As particulas eram inicialmente classificadas pelo método de
separacgdo padrdo ASABE. As particulas em cada peneira foram espalhadas em superficie
plana e fotos foram tiradas para posterior analise. O método padrdo ASABE subestimou
o comprimento de particula em 31% quando comparado as medidas obtidas por analise
de imagem (Savoie et al., 2014).

A incorporacdo de medidas de area de superficie externa na forragem picada pode
melhorar a compreensdo da digestibilidade e efetividade da fibra na dieta de vacas
leiteiras (Ferrareto et al., 2018). Além disso, a aplicacdo posterior desta tecnologia para
avaliacdo em tempo real poderia eliminar a analise de peneiramento e melhorar o processo
de confeccdo da silagem (Ferrareto et al., 2018). No entanto, vale ressaltar que esse
procedimento ainda ndo é adotado no campo, principalmente pela auséncia de

experimentos para sua validacao.

8.2. Métodos bioldgicos para determinar a efetividade da fibra
8.2.1. Bioensaio com controle negativo e controle positivo
Os experimentos baseados em ensaios bioldgicos avaliam o fef da por¢do FDN de
ingrediente com base em resposta animal, como por exemplo, tempo de mastigacao,
tempo de ruminacg&o, pH ruminal, razdo acetato:propionato, consisténcia do mat ruminal,
gordura do leite, etc. (Armentano e Pereira, 1997). No delineamento dos bioensaios, séo
incluidos um tratamento com quantidade adequada de FDN de forragem (FDNf) (controle
positivo = CP), outro com nivel abaixo do ideal de FDNf (controle negativo = CN) e a(s)
dieta(s) que sera(ao) testada(s), que deve(m) possuir a mesma fracdo de FDNf presente

no controle negativo acrescido do ingrediente teste até atingir o nivel de FDNf do controle
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positivo. O fator de efetividade é definido pelo aumento marginal da variavel analisada
por unidade de FDN do ingrediente testado (Armentano e Pereira, 1997). Primeiramente
calcula-se os coeficientes de inclinacdo regredindo uma dada reposta animal (e.g., tempo
de mastigacdo) sobre o teor de FDN entre CN e CP. Posteriormente assume-se que a FDN
da forragem padrdo possui fator de efetividade = 1, e para 0s demais tratamentos os
fatores de efetividade séo calculados pela divisdo do coeficiente de inclinagdo da dieta
teste pelo coeficiente de inclinacdo da dieta CP (Clark e Armentano, 1993).

Varios ensaios bioldgicos para avaliar a efetividade da FDN de subprodutos foram
conduzidos pela equipe do professor Loius E. Armentano da Universidade de Wisconsin
(Madison). Clark e Armentano (1993) testaram a efetividade da FDN de subprodutos
como, caroc¢o de algoddo e graos secos de destilaria (GSD) em relacdo a uma dieta basal
com baixo teor de fibra (13% de FDN de feno de alfafa) e outra com alta forragem (19%
de FDN de feno de alfafa). As dietas testes continham 13% FDN de feno de alfafa mais
6% de FDN proveniente do ingrediente teste. A substituicdo de 6% do feno alfafa por
caroco de algoddao ou DDG promoveu aumento no CMS e na producdo de gordura e
proteina do leite. O fef do caroco de algoddo foi superior a forragem padrao (feno de
alfafa). A incluséo de FDN de caroco de algodao estimulou mais a mastigacéo do que a
dieta com alta forragem. Na dieta com deficiéncia de fibra, tanto o caro¢o de algodéo
como o DDG foram capazes de estimular a ruminacéo e a sintese de gordura do leite. A
avaliacdo de subprodutos fibrosos através dos ensaios bioldgicos se deve ao fato de que
esses alimentos alternativos de alta energia e alta fibra séo dificeis de categorizar como
concentrados ou forragens.

Buscando determinar a efetividade da FDN de diferentes FFNF (farelo de gluten de
milho, cascas de aveia, grdos secos de cervejaria e polpa de beterraba) em relacdo a FDN
da silagem de alfafa, Swain e Armentano (1994) conduziram dois ensaios bioldgicos.
Quando adicionado a dieta com baixo teor de fibras, as FFNF elevaram a concentracao
de gordura do leite aproximadamente com metade da efetividade da FDN da alfafa. Ja a
atividade de mastigagéo foi menos afetada pelas FFNF do que a concentragdo de gordura
do leite (Swain e Armentano, 1994).

Depies e Armentano (1995), determinaram a efetividade da FDN de espigas de
milho moidas e farelo de trigo em relacdo a silagem de alfafa. Considerando que 0s
resultados sdo medidos em estudos de curto prazo e com base na gordura do leite, a
efetividade da FDN desses subprodutos foi aproximadamente metade da FDN de silagem

de alfafa. As FFNF se mostraram capazes de aumentar os teores de gordura em dietas
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com pouca fibra (CN) e diminuir o tempo de ruminagdo em comparagdo com dieta rica
em alfafa (CP) (423 a 390 min/d).

A reducdo da porcentagem de gordura do leite e do tempo de mastigacdo para FDN
de FFNF em comparacdo com FDN da silagem alfafa ndo é surpreendente, considerando
o efeito claro do tamanho de particula da forragem longa e o tamanho de particula muito
curto das FFNF (Woodford et al., 1986; Depies e Armentano, 1995). Baseado nessas
informacdes Depies e Armentano (1995) afirmam que uma interpretacdo razoavel seria
atribuir cerca de metade da efetividade da FDN da silagem de alfafa ao seu tamanho de
particula, sendo que esse efeito ndo pode ser substituido por FDN da maioria das FFNF
ou alfafa peletizada. A outra metade da efetividade da FDN da silagem de alfafa e toda a
efetividade da FDN da maioria dos NFFS, deve-se ao efeito da substituicdo de CNF por
FDN (Depies e Armentano, 1995). Outros experimentos utilizando a metodologia dos
ensaios biologicos também foram desenvolvidos pela equipe do professor Armentano
(Clark e Armentano, 1993; 1997a; 1997b; 1999; Pereira et al., 1999; Pereira e Armentano,
2000). Na tabela 5 reunimos fatores de efetividade publicados na literatura com base em
teor de gordura do leite (%) e atividade mastigatéria (min/d). Os trabalhos foram
selecionados quando todas os requisistos necessarios para o calculo do fator de
efetividade estavam disponiveis, e 0s experimentos sem o tratamento CN foram
excluidos. Como podemos ver, tanto para volumosos como para subprodutos foi
obeservado maiores valores dos fatores de efetividade obtidos por resposta em gordura
do leite do que quando obtidos por resposta de atividade mastigatoria. E interessante notar
que a magnitude da diferenca entre os fatores de efetividade obtidos por mastigacéo e
gordura no leite apresententa-se maior para 0s subprodutos, comparativamente as
forragens e ao caroco de algoddo. Esse resultado ndo é novidade e ja foi relatado em
diversos trabalhos. Quando baseados na gordura do leite em comparacdo com a
mastigacdo, maiores fatores de efetividade foram verificados por Swain e Armentano
(1994). Outros autores também relatam ou descreveram essa tendéncia de resultado
(Clark e Armentano, 1993; Armentano e Pereira, 1997; Mertens, 1997). Esse resultado
comprova que a gordura do leite é uma resposta de menor precisdo para prevenir
problemas relacionados a baixa inclusdo de FDNfe. Com base no valor médio de fe de
subprodutos medido por ruminacdo ou mastigagéo (i.e., fef) nota-se que a efetividade
fisica da FDN de subprodutos fibrosos é em geral um terco da efetividade fisica da FDN

de alfafa.
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8.2.2. Bioensaio sem controle negativo

Alternativamente, o fef pode ser determinado num ensaio bioldgico sem o controle
negativo. Com base no teor de FDN e no tempo de mastigacdo, Mooney e Allen (1997)
calcularam a efetividade fisica da fibra do caroco de algoddo em relacdo a silagem de
alfafa (com dois tamanhos de corte). Os autores consideram que a efetividade da fracdo
FDN de concentrados € igual a zero e utilizam um valor fixo de mastigacéo basal de 355
min/d. A vantagem deste método € a possibilidade de reduzir um tratamento
experimental, mas como desvantagem tem-se que o tempo de mastigacédo basal pode ser
variavel entre experimentos (Armentano e Pereira, 1997).

Ambas os métodos de bioensaio (Armentano e Pereira, 1997; Mooney e Allen,
1997) utilizam animais e consideram que os ingredientes a serem testados precisam ser
comparados com um padrdo, o qual hipoteticamente apresenta o valor padrdo de
mastigacdo por quilograma de MS ou FDN. Também consideram que a fracdo FDN do
volumoso padrdo é completamente efetiva (fef = 1) e a fragdo de FDN proveniente de
ingredientes concentrados (e.g., milho, farelo de soja) nas dietas padronizadas (CN e CP)
ndo é efetiva (fef = 0) (Armentano e Pereira, 1997; Mooney e Allen, 1997).

Os bioensaios, entretanto, sdo onerosos para determinacdo da efetividade de cada
ingrediente com caracteristicas fisicas especificas, pois necessita de experimentos com
animais. Geralmente esse método é usado para pesquisa. Porém, uma alternativa seria

integrar os bioensaios aos métodos laboratoriais para determinacéo dos fef.
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Tabela 5. Comparativo de fatores de efetividade com base na gordura do leite, ruminagéo

e mastigacéo total

Fator de efetividade!

o . Gordura do leite Mastigacdo Ruminagéo
Referéncia Ingrediente %) (min/d) (min/d)
(CA'ﬂze)armema”O (1999 gjjagem de milho "longa” (TMP = 6,53 mm) 0,99 0,87 123
(CA'ﬂze)armema”O (1999 gjjagem de milho “curta” (TMP = 2,57 mm) 0,99 0,61 0,76
Clark e armentano (1999) Silagem de milho "longa + curta” 0,88 0,57 0,59
(Ano 2)

Média 0,96 0,68 0,86
fe mastigagao/fe gordura do leite = 0,72
fe ruminacéo/fe gordura do leite = 0,90
fe ruminacéo/fe mastigagdo = 1,26
Carogo de algodgdo
Clark e Armentano (1993)  Carogo de algod&o integral 1,29 0,91 1,18
fe mastigacao/fe gordura do leite = 0,71
fe ruminacéo/fe gordura do leite = 0,92
fe ruminacéo/fe mastigacédo = 1,30
Clark e Armentano (1993)  Graos secos de destilaria 1,06 0,00 0,00
Clark e Armentano (1997a)  Polpa de beterraba integral 0,21 0,21 0,58
Clark e Armentano (1997a)  Polpa de beterraba moida 0,64 0,21 0,00
Clark & Armentano (1997h) (Sntitéﬁg?diﬁgﬁs(;g)rogo algoddo, gréos secos destilaria, far. trigo) 040 0,40 0,60
Clark e Armentano (1997b) (Sntig?or?tiir:g:ﬂssé%e;rogo algoddo, gréos secos destilaria, far. trigo) 051 013 026
Depies e Armentano (1995) Espiga de milho moida 0,76 0,57 0,55
Depies e Armentano (1995) Farelo de trigo 1,53 0,44 0,78
Pereira et al. (1999) Subprodutos (far. trigo, far. gliten milho, res. cervejaria) (sem 026 031 031
(Exp.continuo) bicarbonato) ! ' '
Pereira et al. (1999) Subprodutos (far. trigo, far. gldten milho, res. cervejaria) (com 022 035 013
(Exp.continuo) bicarbonato) ! ' '
fg\)’( a;)mle) Armentano (1994) Residuo de cervejaria seco 0,12 0,58
(SI\EAgnS Armentano (1994) Farelo de glaten de milho 0,68 0,03
Swain e Armentano (1994) Casca de aveia 056 000
(Exp. 1) ! '
Swain e Armentano (1994) Farelo de glaten de milho 0,40 0,00
(Exp. 2)
Swain e Armentano (1994) Polpa de beterraba 0,43 0,49
(Exp. 2)
Swain e Armentano (1994) Casca de aveia 071 016
(Exp. 2) ! '
(SI\EA)’( a;nze; Armentano (1994) Residuo de cervejaria seco 0,46 0,33
Swain e Armentano (1994) Radicula de malte 0,48 0,12
(Exp. 2) ! '
Média 0,55 0,26 0,36
fe mastigacao/fe gordura do leite = 0,46
fe ruminacdo/fe gordura do leite = 0,58
fe ruminacéo/fe mastigagdo = 1,22

1Silagem de alfafa foi utilizada como fonte de fibra referéncia (fe = 1).
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9. Integracdo do bioensaio e o separador de particulas PSPS

O conceito de FDNfa, adotado pelo novo modelo nutricional para bovinos leiteiros
da Academia Nacional de Ciéncias, Engenharia e Medicina dos EUA (NASEM, 2021),
presume que a proporcao de particulas retidas na peneira de 19 mm e na peneira de 8 mm
sejam consideradas separadamente, enquanto as particulas <8 mm sdo desconsideradas.
Muitas séo as teorias difundidas no campo sobre os tamanhos de particulas da forragem
e, em muitos casos, assume-se que a FDN das particulas retidas na peneira de 19 mm é
mais efetiva que a FDN das particulas retidas na peneira de 8 mm. Entretanto, o fef de
particulas retidas em diferentes peneiras do PSPS nunca foi determinado
experimentalmente. Dessa forma, estudos que integrem as respostas dos animais
(bioensaio) as diferentes fracbes de fibra estratificadas com o PSPS devem gerar

informacdes que direcionem a formulacédo de dietas com maior precisdo no campo.
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11 OBJETIVO GERAL

Avaliar a efetividade fisica de fracdes da silagem de milho estratificadas com o

separador de particulas da Penn State para vacas em lactagéo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar alteracfes no comportamento ingestivo, consumo de nutrientes e cinética
ruminal causadas pelas fragdes da silagem de milho estratificadas pelo conjunto de
peneiras da Penn State;

Examinar a influéncia das fracGes de particulas da silagem de milho na digestibilidade
de nutrientes, no clearance de acidos graxos volateis no ruminorreticulo e na sintese de
proteina microbiana;

Mensurar o efeito das fracdes de particulas na producdo e na composicdo do leite;

Identificar possiveis alteracdes em metabdlitos sanguineos relacionados a ocorréncia de

acidose ruminal de acordo com a inclusao das particulas nas dietas;

Gerar coeficientes de efetividade fisica de FDN para céalculo de FDNfe da silagem de
milho utilizando o conjunto de peneiras PSPS.
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IV Physical effectiveness of corn silage fractions stratified with the

Penn State particle separator for lactating dairy cows
(Manuscript style and form consistent with the Instructions for Authors of the Journal of
Dairy Science)

ABSTRACT

The aim of this study was to examine the physical effectiveness of corn silage (CS)
particles stratified with the Penn State particle separator (PSPS) for lactating cows. Eight
lactating Holstein cows (27.6 + 2.77 kg of milk, 611 + 74 kg BW,; 152 + 83 DIM) were
allocated in two 4 x 4 balanced-Latin squares. Four rumen cannulated cows composed
one Latin square and four intact cows composed the other (16 days of adaptation and 6
days of collections). The particles were stratified using PSPS devices (2-sieve model) and
stored in 200-L drums for 60 d. The four experimental diets were as follows: 1) CON
(control): 17% forage NDF (fNDF) from whole-plant CS; 2) <8: 17% fNDF from whole-
plant CS + 9% NDF from CS particles <8 mm; 3) 8-19: 17% fNDF from whole-plant CS
+ 9% NDF from CS particles within 8-19 mm; 4) >19: 17% fNDF from whole-plant CS
+ 9% NDF from CS particles >19 mm. The remainder of the diet consisted of
reconstituted corn grain silage, dry ground corn grain, soybean hulls, soybean meal,
sodium bicarbonate, magnesium oxide, and mineral-vitamin mix. Data were analyzed
with a model including a random effect of cow(square), and fixed effects of square,
period, and treatment. Ruminal fermentation outcomes were analyzed as repeated
measures over time. The CN diet decreased DM intake, chewing time, ruminal in situ
disappearance (24 h) of DM and NDF of CS, ruminal pH, total-tract apparent digestibility,
3.5% FCM, milk fat content and yield, and MUN, whereas increased rumen lactate and
plasma LPS when compared with diets containing CS fractions. Hence, animals receiving
CON were in SARA. Among CS fractions, shorter chewing time (659 vs 718 min/d),
lower milk fat yield (0.901 vs 0.962 kg/d) and higher blood lipopolysaccharide (LPS)
concentration (0.173 vs 0.031 EU/mL) were found for CS <8 mm compared with CS with
8-19 mm. The CS with 8-19 mm had greater DM intake (22.4 vs 21.2 kg/d), chewing time
(718 vs 657 min/d), rumen VFA (104 vs 91.7 mM), milk (26.8 vs 24.8 kg/d), fat (0.962
vs 0.889 kg/d) and protein (0.873 vs 0.798 kg/d) yields than the CS >19 mm. Blood
concentrations of D-lactate and serum amyloid A were similar among CS fractions. No
differences were found between CON and CS fractions for rumen fluid kp and pool,
valerate ka and kc, however, there was a trend towards lower relative efficiency of
microbial protein synthesis based on urinary purine derivatives when compared to CS
fractions. The NDF of CS >19 mm was less effective than CS 8-19 mm, due to the sorting
behavior against particles >19 mm, NDF, and uNDF, and in favor of starch, therefore,
this fraction should be considered with caution when estimating peNDF for dairy cows.

Key words: bioassay, particle size, physical effectiveness factor
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INTRODUCTION

Dairy nutritionists currently face a challenge to maintain high productivity without
compromising rumen health. To meet the high nutritional requirements during lactation,
dairy TMR often contain large amounts of concentrates, which may compromise the
physically effective fiber content (peNDF). The peNDF is needed to stimulate chewing
and saliva production, promote rumen mat formation, and stimulate rumen motility
(Allen, 1997; Zebeli et al., 2012a; Humer, et al., 2018), decreasing the risk of subacute
ruminal acidosis (SARA). Despite the benefits of peNDF with longer forage particles to
maintain rumen function, excess peNDF can limit DMI and performance (Zebeli et al.,
2009).

Mathematically, the peNDF is the product of the physical effectiveness factor
(pef) by the NDF content, representing the integration of chemical and physical factors
of the feed (Mertens, 1997). The NDF is determined by chemical analysis, while the fef
can be measured from animal responses (Armentano and Pereira, 1997) or sieving
methods, based on the fractions of feed retained on a set of sieves (Mertens, 1997).

The Penn State Particle Separator (PSPS) was initially proposed by Lammers et
al. (1996), composed of 19 mm, 8 mm sieves and pan, however, other versions have
emerged, with the addition of a 1.18 mm (Kononoff et al., 2003) or 4 mm sieve
(Heinrichs, 2013), however, many nutritionists still use the first version (2-sieve model).
However, to the best of our knowledge, the pef of NDF from fractions retained on each
PSPS sieve is unknown, while integrating the PSPS with pef based on animal responses
would be a tool to improve precision nutrition.

Whole-plant corn silage (CS) is the main preserved forage used in dairy farms
worldwide, and in most diets, CS is the main source of peNDF. Therefore, the aim of this
study is to determine the pef of corn silage fractions stratified with the PSPS for dairy
cows. We hypothesized that the NDF from particles >19 mm has equal or lower pef than
the NDF from particles with 8-19 mm due to the comminution of particles before
swallowing (Schadt et al., 2012) and the greater risk of sorting against long particles
(McCarthy et al., 2018). Despite the smaller particle size, NDF of particles <8 mm may

have some physical effectiveness.
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MATERIAL AND METHODS

The experiment was carried out at the Iguatemi Experimental Farm, State
University of Maringa, Maringa, Brazil. Animal care and handling procedures were
approved by the Ethics Committee for Animal Use of the State University of Maringa
(protocol number 4552250920).

Animals and Treatments

Eight lactating Holstein cows (611 + 74 kg BW; 152 + 83 DIM) were assigned to
two 4 x 4 balanced-Latin squares, with 22 d periods (16 d for adaptation and 6 d for
sampling). Four rumen cannulated cows composed one Latin square and four intact cows
composed the other. Cows were housed in a tie-stall barn bedded with wood shavings,
individual feedbunk and water trough. Cows were milked in a milking parlor at 0630 and
1530 h.

The four experimental diets were as follows: 1) CON (control): 17% forage NDF
from CS (basal roughage); 2) <8: 17% forage NDF from CS + 9% NDF from CS particles
<8 mm stratified with the PSPS; 3) 8-19: 17% forage NDF from CS + 9% NDF from CS
particles 8-19 mm stratified with the PSPS; 4) >19: 17% forage NDF from CS + 9% NDF
from CS particles >19 mm stratified with the PSPS.

Corn plants were harvested at 1/2 milk-line stage (approximately 35% DM), with
a pull-type forage harvester set for chopping a theoretical length of cut of 10 mm and with
a kernel processor device (New Pecus, Nogueira, Sdo Jodo da Boa Vista, Brazil), and
stored in two bunker silos for at least 245 d. The CS from one bunker was manually
stratified in different particle sizes (<8 mm, 8-19 mm, and >19 mm) using three sets of
PSPS (2-sieve model; Lammers et al., 1996). Each CS fraction (>19 mm, 8-19 mm and
<8 mm) were manually reensilated in 200-L plastic drums for 2 mo before starting the
trial. In each working day, the material was segregated until the drum was completed, so
the stratification, packing and sealing processes took place on the same day. The CS used
as basal roughage was feedout from the other bunker silo. Concentrates consisted of
reconstituted corn grain silage (rolled, stored for 145 d before feeding), dry ground corn
grain, soybean meal, soybean hulls, sodium bicarbonate, magnesium oxide, and mineral-
vitamin mix. The TMR ingredients were mixed manually twice daily, immediately before
each feeding at 0800 and 1400 h, in amounts approximately 5-10% in excess of daily
intake. The DM content of the CON diet was adjusted by water addition.
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Data collection and sampling

Feeding behavior was visually monitored by trained evaluators on d 17 and d 18
of each period, by visual assessment of each animal every 5 min, during a consecutive
period of 48 h. Eating, ruminating, chewing (eating + ruminating), meals per day, duration
of first meal, meal size, meal length, meal interval and eating rate were recorded.
Individual feeding observations were combined and separated into meals using a meal
criterion calculated for each cow, using methods described by DeVries et al. (2003). The
meal criterion was defined as the longest nonfeeding interval considered to be part of a
meal, where, meal frequency is dependent upon meal criterion, such that small meal
criterion results in more frequent daily meal events (Bailey et al. 2015). If the interval of
time between 2 recorded observations of eating exceeded the determined meal criterion,
this was classified as a different meal, and the number of different meals in a day was
termed meal frequency (meals/d). Total meal time (min/d) was the total eating time
(eating observations/d x 5 min), plus all the non-feeding intervals shorter than the length
of the meal criterion of each cow.

Dry matter intake (DMI) was measured from d 17 to 22 of each experimental
period, as the difference between the amount of DM offered and the DM refused. Feeds
and orts were collected and analyzed to estimate the chemical composition of the diet
consumed. Samples were composite per cow per period and frozen at -20°C for
subsequent analysis.

To determine the particle sorting index (PSI), offered TMR and individual orts
were sampled on d 17, d 19, and d 21 and particle size distribution was measured using
the PSPS (2-sieve model; Lammers et al., 1996). The PSI was calculated for fresh matter,
DM, NDF, and uNDF, where values <100 % indicate selective refusal, those >100%
indicate preferential consumption, and those equal to 100% indicate no sorting (Leonardi
and Armentano, 2003). During data collection, 7.89% of oarts were obtained.

Milk yield was recorded from d 17 to 22. Milk samples were collected from d 17
to 20 each period (eight consecutive milkings). Milk samples preserved in bronopol (40
mL) were analyzed for fat, protein, lactose, MUN, and SCC by APCBRH (Curitiba,
Brazil) using mid-infrared spectroscopy (Nexgen FTS/FCM, Bentley Instruments Inc.,
Chaska, USA). 3.5%-FCM was calculated as: [(0.4324 x kg of milk yield) + (16.216 x
kg of milk fat)]. Milk energy secretion (Mcal/d) was calculated as: [(0.0929 x% fat) +
(0.0547 x% protein) + (0.0395 x% lactose)] x milk yield (kg/d) (NRC, 2001). Energy-
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corrected milk (ECM; kg/d) was calculated as milk energy secretion divided 0.70 (i.e.,
assumes 0.70 Mcal/kg of milk).

On d 18 of each period, dried but not ground CS fractions (<8, 8-19 and >19 mm)
marked with Cr mordant (Udén et al., 1980) were infused into the rumen to estimate the
fractional rate of passage. Each animal received the respective fiber source present in the
diet. Mordant fiber was infused in pulse dose (100 g) directly into the rumen via cannula.
Fecal grab samples were collected at the following times: 24, 32, 40, 48, 56, 64 and 72 h
after marker administration.

At the beginning and at the end of each period (after morning milking), the animals
were weighed. The BCS (1-5; Wildeman et al 1982) was recorded by three trained
persons. Fecal consistency score was recorded on d 17-20 after each feeding by three
trained evaluators (Litherland, 2007; Looper et al., 2001). Fecal samples were collected
every 8 h from d 18 to 21 (total of 12 samples) and stored at -20 °C. In each sampling
day, the collection was delayed by 2 h to represent the 24 h of the day. Samples were
pooled to form one composite sample per animal per period.

Ruminal fluid was collected from cannulated cows ond 19 at 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16 and 24 h after morning feeding. Samples of approximately 100 mL of rumen fluid
was obtained from the ventral sac by a perforated tube coupled to a suction device. The
pH was measured immediately with a pHmeter (Tec5, Tecnal) and samples (5 x 2 mL)
were frozen at -80°C for determination of VFA. The ruminal pH of 5.8 was chosen as the
reference for SARA (Russell and Wilson, 1996; Gozho et al., 2007; Beauchemin et al.,
2003).

Ruminal mat consistency was assessed 4 h after morning feeding on d 20. A 454-
g metal weight attached to a rope was inserted into the rumen ventral sac, through the
cannula and through the floating digesta layer, 2 h before measurement. After the period
of reconstitution of the mat ruminal (2 h), the outer end of the rope was fixed to a weight
of 1362 g. The rope slides between pulleys attached to the ends of a graduated wood rod
(Welch, 1982). Then, the time taken to rise the internal weight to the upper point of the
floating layer and the vertical displacement were registered. Inner weight ascent rate
(cm/min) was calculated by dividing the displacement by the time it took for the inner
weight to cross the ruminal mat. The distance traveled by the internal weight (= mat
thickness) was also recorded.

Rumen digesta was manually evacuated through the ruminal cannula on the d 21

of each period, at 1-h before the morning feeding and 8 h after the morning feeding.
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During evacuation, rumen digesta was transferred to an isothermal box, and subsequently
weighed. For every ten parts of evacuated rumen digesta, one was separated to obtain a
representative sub-sample. A homogeneous sub-sample was dried in an oven at 55 °C for
72 h to determine the DM, NDF, uNDF content and the distribution of particles in a
vertical shaker (Ro-Tap). On d 21, after the rumen evacuation (1-h before morning
feeding) and while the rumen still empty, the experimental TMR were offered and
animals were allowed to eat during 20 min. Immediatelly after this period, particles of
freshly swallowed bolus were collected directly from the rumen, and dried in a forced
ventilation oven (55 °C for 72 h). Particle size distribution of the swallowed bolus was
determined by dry sieving with a vertical shaker (Ro-Tap). On d 21, a solution (1.5 L; pH
= 6.5) containing valerate (250 mL; Dindmica quimica Contemporanea Ltda) and Cr-
EDTA (1000 mL; Binnerts et al., 1968) was homogenized to the evacuated digesta during
the rumen evacuation. Rumen fluid was collected at 0, 0.5, 1, 2 and 4 h, after rumen
content was returned to the rumen, for determination of VFA and Cr. The TMR and water
were withdrawn during the 4-h sampling (Resende Junior et al., 2006). The rumen fluid
volume (L) was calculated by multiplying the wet weight by the percentage of moisture
(Resende Junior, 2006). The DM pool was calculated by multiplying the wet weight by
the DM content, while the NDF and uNDF pools were obtained by multiplying the DM
pool by the NDF and uNDF contents. Fractional turnover rate of ruminal DM and
fractional passage rate uNDF were calculated as follows: DM fractional turnover rate
(%/h) = 100 x [intake of DM (kg)/ruminal pool of DM (kg)]/24; and uNDF fractional
passage rate (%/h) = 100 x [intake of uNDF (kg)/ruminal pool of uNDF (kg)]/24.

On d 22, dacron bags (10 x 20 cm; 50 um porosity; 15 mg/cm?) containing dry
and ground samples (5 mm) of whole-plant CS (in all animals) or fiber source (CS <8
mm, CS 8-19 mm and CS >19 mm, in their respective treatment) were placed in the rumen
ventral sac of cannulated cows for 24 h to verify the possible side effects of treatment on
the ruminal degradation of DM and NDF.

On d 22 of each period, blood samples were collected from the external jugular
vein at 8 h after morning feeding in vacuum tubes. Plasma from tubes with EDTA and
serum from tubes without anticoagulant were separated by centrifugation at 2,500 xg at
4° C for 15 min and frozen at -80 °C for analyses of blood metabolites.

Urine samples were collected between 4 and 6 h after morning feeding on d 22 for
analyzes of creatinine, allantoin and uric acid. After filtering through 2 layers of

cheesecloth, a 10 mL aliquot was diluted in 40 mL of 0.036 N sulfuric acid for
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determination of allantoin and a second undiluted aliquot for determination of creatinine

and uric acid.

Laboratory analysis

Samples of feeds, TMR, orts, and feces were dried for 72 h in an oven at 55°C and
ground in a Wiley type mill (Marconi MA340) with a 1-mm pore sieve. Samples were
analyzed for absolute DM (method 930.15; AOAC, 2000), ash (method 942.05; AOAC,
2000), CP (method 984.13; AOAC, 2000) and ether extract (method 920.29; AOAC,
1990). The OM was calculated as 100 — ash. The NDF was assayed using filter bags (F57,
Ankom) and a neutral detergent solution including thermostable amylase and sodium
sulfite (Mertens, 2002; method 2002.04). Acid detergent fiber (ADF) and acid detergent
lignin (ADL) were analyzed according to Van Soest (1973; method 973.18). Total starch
(measured as starch + free glucose) content of feces, orts, ingredients and TMR was
determined enzymatically using a commercial assay kit (K-TSTA-100A, Megazyme
International Ireland Ltd., Bray, Ireland; method 996.11, AOAC, 2007). The NFC (%)
was calculated as 100 - CP - NDF - ether extract - ash. Undigested NDF (uNDF) was
determined by 288 h of in situ ruminal incubation (Huhtanen et al., 1994). Total-tract
apparent digestibility was measured using uNDF as an internal marker, with measurement
of ingredients, TMR, oarts, and feces (Huhtanen et al., 1994). Digestibility was calculated
using intake data recorded on days of fecal sampling.

The distribution of particles of RCGS and CG were measured in dried samples
using a horizontal shaker (Ro-Tap; Solotest, Sdo Paulo, Brazil). Approximately, 120 g of
dry sample was shaken for 10 min. The geometric mean particle size (GMPS) and
geometric standard deviation (GSD) of corn grain and reconstituted corn grain silage were
calculated according to ASABE (2008; method S319.4). Corn silage processing score (%
starch passing through a 4.75-mm sieve size distribution was measured in dried samples
using a horizontal shaker (Ferreira and Mertens, 2005).

Actual particle sizes of fiber sources (CS <8 mm, 8-19 mm and >19 mm) were
measured using a flatbed scanner. Fiber source samples (8 samples per fiber source, >
400 particles measured per subsample, total of >3200 particles measured per fiber source)
and a 1-cm reference scale were digitalized, and particle sizes were measured manually
using the ImageJ software (ImageJ 1.8.0_172, National Institutes of Health, Bethesda,

USA). Particles larger than 50 mm were measured with a ruler.
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The blood metabolites were analyzed using commercial kits for plasma glucose
(Glicose PP, Gold Analisa Diagnostica Ltda, Belo Horinzonte, Brazil), plasma urea
(Ureia PP, Gold Analisa Diagnostica Ltda, Belo Horinzonte, Brazil), serum NEFA
(NEFA VET, BioTécnica Ltda, Varginha, Brazil), plasma lipopolysaccharide (Pierce™
Chromogenic Endotoxin Quant Kit, ThermoFisher Scientifc, Rockford, USA), serum
amyloid A (PHASE™ Serum Amyloid A Assay - Multispecies, Tridelta Development
Limited, Maynooth, Ireland), and serum D-lactate (D-Lactate Colorimetric Assay Kit,
Elabscience, Houston, USA).

Uric acid and creatinine concentrations in urine were determined using
commercial kits (uric acid PP and creatinine PP, respectively; Gold Analisa Diagnostica
Ltda, Belo Horizonte, Brazil). Allantoin concentration was determined according to Chen
and Gomes (1992). The ratios allantoin:creatinine, uric acid:creatinine and
(allantoin+uric acid):creatinine multiplied by BW were calculated as proxys of microbial
protein synthesis (Hristov et al., 2019). The relative efficiency of microbial protein
synthesis was calculated as follows: [(purine derivatives /creatinine) x BW] / intake of
digestible organic matter.

After thawing, rumen fluid was centrifuged at 2,000 x g for 15 min at 4 °C to
obtain the supernatant. The VFA were determined by gas chromatography (Del Valle,
2018), whereas NHs (Chaney and Marback, 1962) and lactate (Pryce, 1969) were
analyzed by colorimetric methods. Chromium concentration was determined by
inductively coupled plasma—mass spectrometry. The kp of rumen fluid was calculated as
the slope of the natural log of Cr concentration plotted against the time. Fractional
clearance rate (kc) of valerate was calculated as the slope of the natural log of valerate
concentration plotted against the time. Fractional absorption rate (ka) of valerate was
calculated as kc - kp (Resende Junior et al., 2006).

Fecal Cr concentration was determined by inductively coupled plasma—mass
spectrometry. Feces were ashed overnight in a muffle furnace at 450 °C and digested with
sulfuric acid + perchloric acid before the reads (Fenton e Fenton, 1979). Fractional
passage rates of fiber sources were calculated by as the slope of the natural log of marker
concentration (during the descending phase of concentration) plotted against the time.
Data points that preceded the peak concentration time were deleted, as well the

asymptotic portion of the marker excretion curve was deleted (Reis and Combs, 2000).
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Pef calculation

Based on different animal responses, pef were calculated for CS fractions using
the slope ratio approach (Armentano and Pereira, 1997). The increase in a given response
per increase in NDF percentage from CS <8 mm or CS >19 mm (assuming a linear
response) was divided by the slope estimates for the CS with 8-19 mm (pef relative to
middle screen [8 mm] set to 1). Variables were chosen to represent different animal
compartments (i.e., time spent ruminating per kilogram of DMI, mat consistency
measured as the inverse of distance traveled in min 1 (cm), rumen pH measured as the

inverse of duration of ruminal pH <5.8 (h/d), and blood concentration of LPS).

Statistical analysis

Data were analyzed using the Mixed procedure of SAS (v. 9.4, SAS Inst. Inc.,
Cary, CON) with the following model: Yijk = p + Si + C(S)ij + P« + T1 + eijui, where: Yiji
= dependent variable, u = overall mean, Si = fixed effect of Latin square (i = 1 or 2), C(S)jj
= random effect of cow nested within Latin square (j = 1 to 8), Pk = fixed effect of period
(k =1to 4), Tl = fixed effect of treatment (I = 1 to 4), and eiju = residual error, assumed
independently and identically distributed in a normal distribution with mean zero and
variance o°. Ruminal fermentation data were analyzed as repeated measures over time.
The effect of Latin square effect was deleted, whereas the effect of time and its interaction
with fiber source was added in the model. The effect of cow nested within treatment was
used as an error term. The following covariance structures were tested: variance
components (VC), compound symmetry (CS), first-order autoregressive (AR(1)), and
unstructured (UN). The covariance structure with the lowest value for the corrected
Akaike information criterion was retained in the final model for each variable. Significant
differences were declared at P < 0.05 and tendencies to significance at 0.05 <P < 0.10.
Descriptive statistics were computed for particle size measured with image analysis, and
data were presented in histograms.

RESULTS AND DISCUSSION
The chemical composition and particle size of ingredients and experimental diets
are shown in Table 1, 2 and 3. Diets were isonitrogenous and attempt was made to balance
the proportion of ensiled starch (more degraded in the rumen than dry starch) among diets.
We replaced NDF from CS <8 mm with NDF from other CS fractions by adding RCGS
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to obtain rumen-degradable iso-starch diets. The CON treatment showed greater inclusion
of ground dry corn grain than the other treatments.

Particle size distribution of experimental diets reflected the inclusions of the
respective CS fractions, whose differences of particle size were more noticeable for the
PSPS than dry sieving. Compared with the PSPS, dry sieving promoted a displacement
of particles from the 8-mm sieve to the 1.18-mm sieve and pan. Such divergence between
sieving methods was likely due to the differences in moisture content (as fed vs. dry
sample), fragmentation of dry particles during handing, and type of agitation method,
hole shape and thickness of screens (PSPS vs. Ro-Tap).

Frequency distribution of actual particle lengths of CS fractions, measured with a
scanner, are presented in Supplemental Figures. The CS fraction passing through the 8-
mm sieve (pan) had sizes ranging from 1 to 11 mm, with a greater proportion of particles
between 1 and 8 mm, mean (4.67 mm), mode (4.50 mm), and median (4.40 mm)
(Supplemental Figure S1). The CS fraction retained on the 8-mm sieve showed the
highest proportion of particles between 5 and 30 mm, with mean = 13.2 mm, mode = 10.0
mm, and median = 11.5 mm (Supplemental Figure S2). The presence of particles longer
than the sieve pore is because of long and narrow particles can tip over during agitation
and slide through holes smaller than the longest particle dimension (Igathinathane et al.,
2009). When particles are nearly square or round, the tilting phenomenon does not occur.
However, when the particles are oblong, the sieves tend to retain particles whose second
longest dimension (width) is greater than the diagonal of the sieve hole (Igathinathane et
al., 2009; Savoie et al., 2014). The CS fraction retained on the 19-mm sieve showed mean
= 37.9 mm, mode = 30.0 mm, and median = 30.0 mm (Supplemental Figure S3). The
large range found for CS >19 mm (1 to 175 mm) was due to the occurrence of extreme
sizes. The presence of large particles (mainly husks) is usual in CS chopped with pull-
type forage harvesters (Daniel et al., 2019), whereas small particles can adhere to long

particles and remain on the 19-mm sieve during as fed sieving.

Milk yield and composition

Cows fed CON showed lower FCM, milk fat (%, kg/d), solids (%), and MUN
(mg/dL) and a tendency of lower ECM and higher protein (%) when compared to CS
fractions (Table 4). The lower milk fat content observed for CON is consistent with the
literature, as diets with lower NDF content often induce milk fat depression (Swain and
Armentano, 1994; Clark and Armentano, 1999; Piperova et al., 2000). A possible
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mechanism for reducing milk fat involves the accumulation of ruminal FA
biohydrogenation intermediates that may inhibit fat synthesis in the mammary gland
(Griinari et al., 1998). Under low rumen pH conditions, PUFA are only partially
biohydrogenated, which produces bioactive FA, such as trans-10, cis-12 CLA, and trans-
10 18:1, resulting in reduced milk fat (Griinari et al., 1998; Colman et al., 2010;
Dewanckele et al. 2020).

The lower MUN for CON is in line with the findings of Gao and Oba (2014), who
also reported lower MUN for animals with SARA. The higher N fixation under intense
fermentation conditions (Nocek and Russell, 1988), and the higher net inflow of urea to
the rumen under lower ruminal pH conditions, are possible reasons for lower MUN (Lu
etal., 2014).

Among CS fractions, the CS <8 mm induced less milk fat yield (kg/d) and a trend
towards lower ECM, FCM, and milk fat %, in comparison with the CS with 8-19 mm.
The CS with 8-19 mm also had higher milk yield, ECM, FCM, milk fat (kg/d), and protein
(kg/d) yields compared to CS >19 mm. Such responses were likely a combination of

greater DMI and optimal ruminal conditions promoted by CS with 8-19 mm.

Nutrient intake, chewing behavior, and meal behavior

Compared with diets containing CS fractions, the CON diet resulted in lower
DMI, NDF intake, uNDF intake, eating time (min/kg DM), ruminating time (min/d,
min/kg DM), chewing time (min/d, min/kg DM), meal frequency, and greater starch
intake, eating time (min/kg uNDF), ruminating time (min/kg uNDF), chewing time
(min/kg uNDF), meal interval (min), and meal size (kg DM/meal, kg starch/meal) (Table
5). The CON treatment induced a greater proportion of propionate. Propionate is capable
of increasing Krebs cycle anaplerosis in hepatocytes, signaling the satiety center to
regulate DMI (Allen et al., 2009). Also, adverse conditions in the ruminal digesta induced
by the lack of fiber (i.e., SARA discussed below) might have contributed to lower DMI
(Nocek, 1997; Krajcarski-Hunt et al. 2002; Khafipour et al., 2009a). The CON decreased
chewing time compared to diets containing CS fractions, which might have reduced the
flow of saliva entering the rumen and consequently the supply of buffer (Maekawa et al.,
2002).

An increase in forage content, with different particle sizes, often increases
rumination and total chewing time (Clark and Armentano, 1999). In our trial, CS fractions

were capable of promoting eating and ruminating time. However, the response was
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dependent on the CS fraction. Shorter chewing time (min/d, min/kg DM, min/kg NDF,
min/kg uNDF), NDF>8 mm intake (kg/d), and a trend of lower DMI, NDF intake,
ruminating time (min/d, min/kg DM, min/kg NDF, min/kg uNDF), and higher min/kg
NDF >8 mm eating, ruminating, chewing, were found for CS <8 mm compared with CS
with 8-19 mm. On the other hand, the CS >19 mm decreased DMI, NDF intake, uNDF
intake, starch intake, eating (min/kg NDF >19 mm), ruminating (min/kg NDF >19 mm)
and chewing time (min/d, min/kg NDF >19 mm), and higher meal interval (min), and
tended to reduce NDF>8 mm intake (kg/d), eating time (min/d), ruminating time (min/d),
meal frequency (meals/d), and meal time (min) compared to CS with 8-19 mm. Schwab
et al. (2012) also found that increasing the theoretical length of cut (13, 19, and 32 mm)
of CS reduced the DM in lactating dairy cows, likely due to rumen fill. At a lower DMI,
the CS >19 mm led to the same pool of uNDF, greater pool of DM >19 mm and tended
to increase the pool of DM with 8-19 mm in the rumen. Starch intake was lower for the
CS >19 mm compared with the CS with 8-19 mm. Therefore, the CS >19 mm might have
depressed DMI by physical fill (Allen, 2000). Interestingly, uNDF intake (=0.30 % of
BW for diets with CS fractions) was lower than the threshold reported to limit feed intake
in dairy cows fed corn-silage based diets (0.35-0.40% BW; Cotanch et al., 2014). It
suggests that intake regulation by physical fill is driven by a combination of NDF, uNDF
and particle size.

A shorter chewing time for the CS <8 mm was expected due to the smaller particle
size either offered or swallowed, as the lack of coarse material in the rumen reduces
masticatory activity (Balch et al., 1955; Sudweeks et al., 1980). Moreover, dissimilar
DMI among diets might have contributed for differences in chewing time. Regardless,
NDF of CS <8 mm showed some ability to stimulate rumination, indicating that its
physical effectiveness should not be completely neglected. On the other hand, NDF of
particles retained on the 19-mm sieve did not present the same effectiveness as particles
retained on the 8-mm sieve. Therefore, they should be considered with caution when
estimating peNDF. The large size variation of the material retained on the 19 mm sieve
(mainly husks) stimulated sorting in the feedbunk and part of those long particles were

not ingested by the cows.

Particle sorting index
The PSI results are shown in Table 6. Cows receiving CS fractions showed

slightly greater preference for particles <8 mm than cows fed the CON diet (% as fed, %
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DM, % NDF, % uNDF). Among the CS fractions, animals receiving CS <8 mm had a
greater preference for particles retained on the 8-mm sieve than animals receiving CS
with 8-19 mm (% as fed). On the other hand, cows fed CS >19 mm showed a greater
preference for particles <8 mm than CS with 8-19 mm (% as fed, % DM, % NDF, %
uNDF). This finding suggests that the supply of particles retained on the 19-mm sieve,
beyond of inducing refusal of long particles, stimulated preference for fine particles,
ultimately increasing the difference between the offered and the actual consumed TMR.
Ultimately, the CON showed greater selection in favor of NDF and uNDF than diets
containing the fiber sources. Among CS fractions, higher starch refusal and lower NDF
refusal was found for CS <8 mm compared to CS 8-19 mm. The CS >19 mm presented
greater refusal for NDF, and uNDF and greater selection in favor of starch, than CS 8-19
mm, both conditions that induce the consumption of a diet different from formulated.

In all treatments, cows refused particles >19 mm (PSI < 100%) but refusal was
less intense for the low fiber diet (P <0.08 for CN vs. CS fractions, except when expressed
% as fed), and for the TMR containing CS with shorter particle size (P < 0.09 for CS <8
mm vs. CS with 8-19 mm). This result demonstrates that CS particles retained on the 19-
mm sieve are susceptible to contrary selection, but in diets with low NDF or with
extremely processed fiber the selection is less intense (DeVries et al., 2008). Lactating
cows can significantly change their TMR preference/selection for a diet with higher
peNDF and slower starch fermentability, which may help alleviate but not eliminate
SARA (Maulfair et al., 2013). Zebeli et al. (2009) also found greater selection against
particles retained on the 19-mm sieve (mean PSI = 74%) for diets containing CS with
different particle sizes. Offering diets that cause less selection can result in positive effects
on energy intake throughout the day, as it reduces the variation in the nutritional value of
the diet that remains in the feedbunk, especially in the hours after feed delivery (DeVries
et al., 2005). Avoiding excess of very long particles in the diet is an alternative to reduce
sorting and thus its negative impacts on animal health, efficiency and performance
(Plaizier et al., 2009; McCarthy et al., 2018).

Particle size of swallowed bolus and rumen digesta

Particle size of swallowed bolus and rumen digesta are shown in Table 7. The
CON treatment had the highest proportion of particles with 1.18-8 mm in rumen digesta
before morning feeding (P = 0.03), and presented a tendency towards a lower proportion

of particles with 8-19 mm compared with CS fractions (P = 0.08). Among CS fractions,
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lower proportion of 8-19 particles in the swallowed bolus was found for CS <8 mm when
compared to CS with 8-19 mm (P = 0.05). The CS had greater proportion of particles
retained on the 19-mm sieve in the swallowed bolus and rumen digesta, lower proportion
of particles between 1.18-8 mm in the rumen digesta, and a tendency of lower proportion
of particles with 1.18-8 mm in the swallowed bolus than that of CS with 8-19 mm.
Differences of particle size in the swallowed bolus and rumen digesta reflect not
only the distributions of offered TMR, but also particle comminution during mastication
(Beauchemin, 2018) and sorting at the feedbunk. Differences of particle size are much
smaller in bolus and digesta than in offered TMR. Schadt et al. (2012) found that,
regardless of the offered particle size, cows chewed the feed particles until they reached
approximately 10 to 11 mm in average size before swallowing. Santini et al. (1983)
estimated that the point below which particle length affected total chewing time was
approximately 10 mm. In a study evaluating combinations of uUNDF and peNDF in the
diet, Grant et al. (2018) found that for all diets the mean size of swallowed particles was
7 to 8 mm. In our study, the proportion of particles >19 mm in the treatment CS >19 mm
deacreased by 67% in the swalled bolus compared to the TMR. Therefore, the supply of
very long particles has a potential to influence the time of eating but a lower potential of
altering rumination time, in addition to increasing the risk of sorting in the feedbunk. In

fact, in our study CS >19 mm was no more physically effective than CS 8-19 mm.

Characteristics of rumen digesta

The rumen digesta of cows receiving the CON treatment showed a lower content
of uNDF compared with cows fed CS fractions (Table 8). This result reflects the diet
composition, as the CON had less uNDF, due to the lower proportion of forage in the
diet. Additionally, ruminal mat of CON treatment was likely less consistent, as indicated
by a greater distance traveled in 1 min than CS treatments (Welch, 1982).

The CON showed lower ruminal in situ disappearance (24 h) of CS (DM and
NDF) compared with treatments containing CS fractions, which might have been a result
of lower ruminal pH (Krajcarski-Hunt et al., 2002). The lower DM disappearance was
mainly caused by the lower NDF disappearance of CS. Prolonged reductions in rumen
pH below 6.0 are known to decrease the growth of cellulolytic bacteria and NDF
digestibility (Russell and Wilson, 1996; Krajcarski-Hunt et al. al., 2002).

Solid particles of CS <8 mm had greater kp than CS with 8-19 mm (2.95 vs 2.26
%/h), as finely chopped fiber often has a shorter ruminal retention time than middle or
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long particles. Rodrigue and Allen (1960) found that finely chopped hay had a faster
passage rate and lower DM digestibility than middle or coarse chopped hay. Considering
that most particles present in the rumen digesta are smaller than the diameter of the
reticulo-omasal orifice, other factors other than the size of the orifice, such as the ruminal
mat consistency, interfere with the size of particles leaving the rumen (Welch, 1982).
Increased rate of passage of small particles has already been reported in conditions of
lower consistency of the rumen mat (Allen and Grant, 2000).

Greater ruminal pool of DM >19 mm and a trend of greater pool of DM with 8-
19 mm were found for CS >19 mm compared with the CS with 8-19 mm. A lower ruminal
in situ disappearance (24 h) of FS DM was also observed for CS >19 mm. Greater ruminal
pool was a reflect of greater proportion of long particles in the CS >19 mm, and perhaps
because the lower DM disappearance of those particles, as CS >19 mm showed higher
content of NDF, ADF, uNDF, and ADL. Although most of long particles was
comminuted before swalled (see discussion above), the accumulation of particles >19 mm
in the rumen digesta might have contributed to a greater filling and a physically-regulated
lower DMI in the CS >19 mm treatment. No differences (P > 0.28) were found between

CON and CS fractions for rumen fluid pool and kp, and valerate ka and kc.

Ruminal fermentation pattern

The CON treatment led to lower ruminal pH (mean, minimum, duration <5.8),
acetate (%VFA), isobutyrate, (%VFA), caproate (%VFA) and acetate/propionate, and
higher propionate (%VFA), total VFA (mM), and lactate (mM) than diets with CS
fractions (Table 9). Animals fed CON experienced SARA as the daily mean rumen pH
was <6.0 (Khorrami et al., 2021) and the duration of pH below 5.8 was greater than 5.2
h/d (Zebeli et al., 2008a). Lower ruminal pH was mainly caused by greater VFA
concentration, but cows fed the CON had a slightly higher concentration of lactate in the
rumen fluid.

The higher concentration of lactate in CON treatment may have been an outcome
of amylolytic bacteria development (e.g., Streptococcus bovis), which is known to release
lactic acid as a fermentation end product under great substrate availability and lower pH
conditions (Hungate et al., 1952; Owens et al., 1998; Gill et al. al., 2000). However, in
animals adapted to diets with concentrates, S. bovis development doesn't seem to be a
concern (Nagaraja and Titgemeyer, 2007; Calsamiglia et al., 2012). On the other hand,
lower pH conditions might have decreased the activity of lactate-consuming bacteria.
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Fernando et al. (2010) observed a 5-fold reduction in the Megasphaera elsdenii
population in animals during the adaptation to a high concentrate diet, due to the decrease
in ruminal pH beyond the limits of survival of the microorganism. M. elsdenii and
Selenomonas ruminantium are lactate-utilizing bacteria (Russell and Dombrowski, 1980;
Goad et al., 1998). In our study, ruminal lactate concentration peaked 6 h after morning
feeding (Figure 1), with values above 5 mmol/L. Nocek (1997) suggested that ruminal
lactate >5 mmol/L is a threshold to predispose the ruminant to acute ruminal acidosis
(ARA). The mean lactate concentration in the rumen fluid of CON animals was close to
those reported by Khafipour et al. (2009a) (2.29 vs. 2.27 mM) for SARA-induced cows.
In our cows receiving CS fractions, which not experienced SARA, lactate concentration
was lower (mean = 1.65 mM) than that in CON and close to the value reported by
Khafipour et al. (2009) for no SARA cows (mean = 1.33 mM).

Lower pH and greater VFA and lactate concentrations in the rumen fluid of cows
fed CON were not only due to the lower NDF content but also because of the higher
starch concentration in comparison with diets containing CS fractions. Although such
higher starch concentration in CON is arguably confounded with lower NDF, replacing
ground dry corn (admittedly with low physical effectiveness) with low-starch fibrous
byproducts would affect the estimates of pef for CS fractions (Armentano and Pereira,
1997).

Regardless of particle size, CS fractions reduced the SARA condition, with mean
pH >6 (Khorrami et al., 2021) and duration of pH below 5.8 lesser than 5.2 h/d (Zebeli et
al., 2008a). Among CS fractions, a trend of higher minimum pH was found for CS with
8-19 mm compared with CS <8 mm. This result reflects the greater physical effectiveness
of CS with 8-19 mm compared with CS <8 mm, as it provided greater particle retention
in the rumen and stimulates chewing, likely resulting in greater rumen motility and saliva
production (Allen, 1997; Zebeli et al., 2012a; Humer, et al., 2018). Lower VFA
concentration in the CS >19 mm was likely a result of lower DMI.

Total-tract digestibility and fecal traits

Although the CS fractions did not affect total-tract digestibility and fecal traits,
the CON induced lower digestibility of CP, ether extract, and starch (P < 0.04) and a
tendency of decreasing NDF, OM and DM digestibility (P < 0.09; Table 10). The lower
digestibility coefficients observed for CON might reflect the adverse conditions in the

rumen digesta (i.e., low pH, less structured mat, and greater DM turnover rate). The
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decrease in rumen pH often has a strong contribution to the reduction in fiber digestibility
as well as feed efficiency in dairy cows (Allen and Mertens, 1988; Zebeli et al., 2010a).
Rumen fibrolytic bacteria are sensitive to rumen pH below 6.0 (Shi and Weimer, 2002).
A less consistent mat might also allow greater scape of starch and potentially digestible
fiber from the rumen. Decreased apparent digestibility of starch indicates that post-
ruminal digestion did not offset for lower ruminal degradation in the CON treatment.
Ferraretto et al. (2013) found that each unit decrease in total-tract starch digestibility
corresponded to a 3.4 percentage unit decrease in ruminal starch degradation. Moreover,
in our study, the CON diet contained a greater proportion of starch from dry ground corn,
which is less digestible than the ensiled starch (Ferraretto et al., 2013; Gomes et al., 2020).

The worst starch digestibility observed in CON resulted in higher fecal starch,
which possibly explain the lower fecal score and fecal pH in the CON treatment. Upon
greater passage of nutrients to the large intestine, greater fermentation occurs in this
compartment resulting in increased acid production and osmotic pressure, which
ultimately increases water inflow to the lumen and decreases fecal score (Huber, 1976;
Plaizier et al., 2009). Greater fermentation in the cecum-colon must also have contributed
to increase N losses in feces (Reynolds et al., 2001; Mertens e Grant, 2020), and decreased
CP apparent digestibility. A lower EE digestibility observed for CON compared to CS
fraction may be associated with a higher fecal starch excretion, since corn grain was the
main source of starch and ether extract. Additionaly, greater activity of microorganisms
in the large intestine caused by the input of substrates can result in the formation of lipids
in this compartment (Patton et al., 1968), thereby contributing to the lower EE
digestibility.

Urinary purine derivatives

Although calculating absolute changes in microbial protein synthesis based on the
urinary purine derivatives has been discouraged, the purine derivative: creatinine ratio in
spot urine samples can be used as an index of microbial protein supply for comparison of
treatments (Hristov et al., 2019). In our study, CON showed a tendency towards lower
(Allantoin / Creatinine) x BW, ((Allantoin + Uric acid) / Creatinine) x BW, ((Allantoin /
Creatinine) x BW) / dOMI, and (((Allantoin + Uric acid) / Creatinine) x BW) / dOMI,
when compared to CS fractions (Table 11). The CS <8 mm and CS with 8-19 mm induced
similar purine derivative: creatinine ratios. However, in comparison with the CS with 8-

19 mm, trend towards lower (uric acid/creatinine) x BW was found for the CS >19 mm
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treatment, which suggests a lower flow of microbial protein to the small intestine (Chen
etal., 1995), and it is in line with the lower milk protein yield. Such reduction in microbial

protein synthesis was possibly caused by a lower DMI in cows fed CS >19 mm.

Blood metabolites

Blood concentrations of glucose, urea, NEFA, and SAA were unaffected by the
treatments. However, higher blood concentrations of D-lactate and LPS were found in
cows fed the CON diet compared to FS. Carbohydrate fermentation in the rumen produces
the two isomers (L and D) of lactic acid (Lorenz et al., 2003), but D-lactate may
accumulate in the blood (Gentile et al., 2004). However, D-lactate concentrations
obtained in the present study are extremely low and far from causing a lactic acidosis (>3
mmol/L of plasma; Uribarri et al., 1998).

The LPS are bioactive components of the cell wall of gram-negative bacteria
(Nagaraja et al., 1978; Emmanuel et al., 2008; Khafipour et al., 2009c), and the
concentration of endotoxins in the rumen fluid increases during the phase of accelerated
growth and massive death of gram-negative bacteria due to the conditions induced by
SARA (Hurley, 1995; Nagaraja et al., 1978). If the ruminal epithelium barrier is damaged,
it may facilitate the translocation of toxins into the portal blood (Nocek, 1997; Plaizier et
al., 2008). Khafipour et al. (2009a) found LPS concentrations 6 h after feeding of 0.31
EU/mL for SARA and <0.05 EU/mL for control cows. In our study, cows fed the CON
diet had lower concentrations of LPS (0.179 EU/mL) than those reported by Khafipour et
al. (2009a) for cows under SARA (0.31 EU/mL). Among CS fractions, higher
concentration of plasma LPS was also found for CS <8 mm compared to CS with 8-19
mm (0.173 vs. 0.031 EU/mL; P < 0.01), indicating that NDF of CS <8 mm, despite

improving ruminal pH, still less physically effective than CS with 8-19 mm.

Physical effectiveness factors (pef)

Based on different animal responses, pef were calculated for CS fractions using
the slope ratio approach (Armentano and Pereira, 1997). As expected, the pef varied with
the selected response, but the NDF of CS <8 mm and CS >19 mm particles were less
effective than that of CS with 8-19 mm. Mean values of pef were 0.45 for CS <8 mm and
0.79 for CS >19 mm, in comparison with CS with 8-19 mm (pef set to 1) (Table 12).

Recently, the NASEM (2021) adopted an approach to predict fiber requirement
based on a model that consider greater effectiveness of long particles (>19 mm) than
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middle particles (8-19 mm) (White et al., 2017a,b). Contrary, our findings suggest that
NDF of CS >19 mm was less effective than NDF of CS with 8-19 mm, due to the
comminution of particles before swallowing and sorting against long particles (>19 mm).
Therefore, this fraction should be considered with caution when estimating peNDF for
dairy cows.

Our results also demonstrate that NDF of CS <8 mm should not be neglected upon
diet formulation. Previous studies have also reported some physical effectivenes for short-
particle fibrous feedstuffs (Swain and Armentano, 1994; Clark and Armentano, 1997,
Pereira et al., 1999), with a physical effectiveness of about one third of that from alfalfa
NDF. The mean pef of 0.45 for CS <8 mm agrees with the observations of Depies and
Armentano (1995), who stated that a reasonable interpretation would be to attribute part
of the NDF effectiveness of the forage to its particle size. The other part of the
effectiveness of the forage NDF, and most of the effectiveness of the NDF of non-forage
fiber sources, is due to the effect of replacing non-fiber carbohydrates with NDF (Depies
and Armentano, 1995).

CONCLUSIONS

Different CS fractions stratified with the PSPS induced dissimilar effects on feed
intake, digestion, blood metabolites, milk production and composition. The inclusion of
CS fractions in a low fiber diet reduced signs of SARA condition, regardless of particle
size. Ruminating, mat consistency and duration of ruminal pH <5.8 suggest some
effectiveness of fNDF even when particles are smaller than 8 mm, but LPS and minimum
pH imply that NDF of CS <8 mm is less effective than NDF of CS with 8-19 mm. On the
other hand, NDF of CS >19 mm was less effective than CS 8-19 mm, due to the sorting
behavior against particles >19 mm and, therefore, this fraction should be considered with

caution when estimating peNDF for dairy cows.
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TABLES
Table 1. Composition of diet ingredients (mean + SD; % DM, unless otherwise stated)

Item cst CS <82 CS 8-19° CS >19* SH® CGP RCGS’ SMm?®
DM, % as fed 316+£155 349+096 36.0+107 322+0.73 879+039 881+130 603+129 884+0.78
oM 96.0+0.22 96.3+0.22 96.6+0.08 959+0.09 951+0.03 989+0.04 98.8+0.07 935+0.01
Ether extract 3.00£0.08 312+020 2.23+0.08 1.65+0.13 259+0.07 4.42+001 440+£0.02 3.16+0.05
CP 861+056 869+029 829+021 873+0.09 125+0.02 896+0.27 9.15+0.10 49.2+1.02
NFC 342+354 46.1+046  33.3+1.66 175+0.19 16.2+0.76 73.4+0.08 758+0.35 29.5+0.57
Starch 275+092 419+1.13 31.2+0.92 15.1+£042 290+0.11 693+035 679+£0.39 7.10+0.29
Non-starch NFC 6.67+3.03 418+081 214+151 242+028 133+0.76 4.14+0.08 7.94+035 224+0.57
NDF 502+134 384+061 528+146 68.0+0.34 638+071 120+£0.15 936+040 11.6+0.48
ADF 29.1+£094 21.0+044 296+047 36.7+069 46.1+005 286+0.03 278+0.03 583+0.23
ADF:NDF 058+0.38 055+0.04 056+023 054+£012 0.72+0.09 024+001 0.30+£0.16 0.50+0.01
ADL 443+0.23 221+028 338+040 482+0.72 231+0.02 101+£0.02 0.97+026 1.42+0.30
uUNDF 143+0.15 11.6+£034 144%0.24 158+0.36 452+039 209+0.17 219+0.34 158+0.02
uUNDF, % NDF 285+240 302+054 273+166 232+058 7.08+0.63 174+1.69 234+228 136+0.21
CSpstt 65.9+358 95.7+1.87  48.7+3.55 - - - - -
GMPS*?2, mm - - - - - 0.98+0.06 1.65+0.21 -
GSDY, mm - - - - - 0.67+0.05 1.33+0.11 -

1CS: whole-plant corn silage.
2CS <8: corn silage fraction <8 mm.

3CS 8-19: corn silage fraction with 8-19 mm.

4CS >19: corn silage fraction >19 mm.
5SH: soybean hulls.
CG: corn grain, dry ground.

"RCGS: reconstituted corn grain silage, rolled, 145 d of storage.

8SM: soybean meal.

11CSPS: corn silage processing score (% starch passing through a 4.75-mm sieve; Ferreira and Mertens, 2005).
12Geometric mean particle size (GMPS) and geometric standard deviation (GSD) were calculated according to ASABE (2008; method S319.4) after measuring particle size

distribution using a Ro-Tap Sieve Shaker.
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Table 2. Composition (mean = SD) of the experimental diets

Treatment!

Item CON <8 8-19 >19

Diet ingredient, % DM
CSs? 33.7 33.7 33.7 33.7
Corn silage <8 mm - 21.7 - -
Corn silage 8-19 mm - - 155 -
Corn silage >19 mm - - - 12.3
RCGS, rolled® 114 0.00 5.61 9.18
Corn grain, dry ground 18.5 8.46 8.46 8.46
Soybean hulls 15.0 15.0 15.0 15.0
Soybean meal 17.5 17.2 17.7 17.3
Sodium bicarbonate 1.00 1.00 1.00 1.00
Magnesium oxide 0.214 0.214 0.214 0.214
Minerals and vitamins mix* 2.74 2.74 2.74 2.74

Chemical composition, % DM
DM?®, % as fed 471+186 456+150 465+1.83 475+£1.70
oM 925+0.10 91.9+0.13 92.1+0.10 92.1+0.10
Ether extract 3.27+0.05 299+0.09 293+0.06 2.93+0.07
CP 159+044 159+£045 16.1+043 16.0£0.41
NFC 41.4+042 351+0.38 34.8+0.37 344+0.33
Starch 315+049 259+065 255+0.57 24.9+0.19
Ensiled starch® 17.0 18.4 17.9 17.4
Non-starch NFC 9.93+0.46 9.21+051 9.27+0.40 9.47+0.27
NDF 31.9+0.71 379+0.79 383+£0.90 38.8+0.73
ADF 19.1+£0.37 23.0+0.46 23.3+044 233+0.45
ADF:NDF 60.0+0.50 60.1+0.41 60.8+0.62 60.0+0.48
ADL 238+0.16 265+0.19 275+0.21 285+0.24
UNDF 6.43+0.18 849+0.20 8.33+0.18 8.12+0.20
UNDF, % NDF 202+0.35 224+0.16 21.7+0.28 20.9+0.21
Forage NDF’ from basal CS 17.0 17.0 17.0 17.0
Forage NDF’ from FS - 8.33 8.18 8.30
Forage NDF (total) 17.0 25.3 25.2 25.3
Forage NDF: starch ratio 0.540 0.977 0.984 1.02
NDF>8 mm 125 12.2 20.3 20.5
NDF>19 mm 191 2.05 2.07 8.41

1CON: control; <8: fiber source retained on the pan; 8-19: fiber source retained on the 8-mm sieve and >19:
fiber source retained on the 19-mm sieve.

2CS: whole-plant corn silage.

3RCGS: reconstituted corn grain silage stored for 145 d before feeding.

4Composition: 15.1% Ca, 6.95% P, 5.48% Mg, 1.83% S, 5,484 mg/kg Zn, 1,828 mg/kg Mn, 777 mg/kg Cu,
695 mg/kg F, 59 mg/kg I, 18 mg/kg Se, 73 mg/kg Co, 143,280Ul/kg vitamin A, 45,850 Ul/kg vitamin D3,
2,006 Ul/kg vitamin E.

DM content of the CON treatment was adjusted by adding water.

éStarch from whole-plant CS, CS fractions (<8 mm, 8-19 mm or >19 mm), and RCGS.

approach [ruminal disappearance = kd / (kd + kp)], assuming kp = 6.5%/h., kd = 28%/h for ensiled starch,
and kd = 7%/h for dry starch from flint corn (Gomes et al., 2020).

"Forage NDF: estimated based on ingredients.
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Table 3. Particle size distribution, and NDF distribution of the experimental diets (mean

+ SD)
Treatment!
Item CON <8 8-19 >19
PSPS? sieve, % as fed
>19 mm 4.07+281 3.65+264 397+223 15.7+3.29
8-19 mm 265+3.10 23.1+286 43.3+4.16 28.0+2.25
<8 mm 69.4+365 73.2+289 52.8+3.87 56.2+4.66
Mean particle length® 447+0.17 460+040 599+049 642+0.24
GSD* 238+0.12 2.26+0.16 2.35+0.10 2.89+0.08
PSPS sieve DM, % DM
>19 mm 3.32+0.33 3.20+£0.84 3.23+0.79 13.1+271
8-19 mm 22.1+569 20.2+524 39.0+4.87 23.9+2091
<8 mm 746 +354 76.6+446 57.8+4.64 63.0+4.87
Mean particle length 3.80+0.17 3.98+0.28 527+042 529+0.36
GSD 233+0.05 2.27+0.10 2.40+0.04 2.90+0.12
PSPS sieve NDF, % diet DM
>19 mm 191 £0.05 2.05 +£0.01 2.07 +£0.01 8.41 +0.15
8-19 mm 10.6 £0.36 10.2 +0.38 18.2 +1.39 12.1 +£0.20
<8 mm 19.4 +0.77 25.7 +1.54 18.0 +1.17 18.3 +1.74
PSPS sieve uNDF, % diet DM
>19 mm 0.42 £0.01 0.46 £0.02 0.41 +£0.02 1.80 +0.05
8-19 mm 2.55 +0.18 2.58 +0.31 4.51 +£0.17 2.90 +£0.34
<8 mm 3.46 +0.33 5.46 +0.25 3.41 +0.31 3.42 +£0.28
Ro-Tap® sieve, % DM
>19 mm 3.03+0.63 4.79+3.14 395+4.13 18.2+5.24
8-19 mm 8.95+0.15 7.38+2.62 123+4.49 9.15+241
1.18-8 mm 55.4+0.71 59.1+1.69 576+4.15 47.0+3.06
<1.18 mm 32.7+1.18 28.7+214 26.1+194 25.6+1.79

1CON: control; <8: fiber source retained on the pan; 8-19: fiber source retained on the 8-mm sieve and >19:

fiber source retained on the 19-mm sieve.
2Penn State particle separator, wet sieving.
SCalculated according to ASAE (2001)

4GSD: geometric standard deviation (ASAE, 2001).

°Dry sieving.
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Treatment? P-Contrast
Item CON <8 8-19 >19 SEM CONvs.FS? <8vs.8-19 8-19vs. >19
Milk yield, kg/d 26.0 26.3 26.8 24.8 1.26 0.96 0.40 0.01
3.5% FCM, kg/d 247 260 27.2 25.2 1.22 0.02 0.06 0.01
ECM, kg/d 247 258 26.9 24.8 1.17 0.06 0.07 0.01
Milk fat, % 3.18 343 3.62 3.46 0.082 <0.01 0.06 0.11
Milk fat, kg/d 0.827 0.901 0.962 0.889 0.0418 <0.01 0.02 0.01
Protein, % 3.37 3.27 3.28 3.30 0.072 0.09 0.90 0.66
Protein, kg/d 0.865 0.857 0.873 0.798 0.0338 0.20 0.37 0.01
Lactose, % 475 477 4.84 481 0.046 0.26 0.20 0.57
Solids, % 12.3 125 126 12.6 0.09 0.03 0.15 0.71
MUN, mg/dL 10.3 112 115 12.1 1.08 0.02 0.55 0.41
Logio SCC 204 220 2.16 2.22 0.245 0.35 0.79 0.68
ECM/DMI 1.19 121 1.23 1.19 0.047 0.39 0.37 0.15
ECM/OMI 129 131 1.33 1.29 0.050 0.47 0.37 0.12
ECM/dOMI? 199 210 212 2.04 0.110 0.15 0.83 0.38
BW, kg 597 600 605 600 37.0 0.35 0.32 0.32
BCS 3.24 324 3.29 3.27 0.089 0.49 0.32 0.69

1CON: control; <8: fiber source retained on the pan; 8-19: fiber source retained on the 8-mm sieve; and
>19: fiber source retained on the 19-mm sieve.
2FS: fiber sources (CS <8, 8-19 and >19).
3dOMI: intake of digestible OM.
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Treatment! P-Contrast
Item CON <8 8-19 >19 SEM CONvs. FS? <8vs.8-19 8-19vs. >19
Intake
DM, kg/d 208 216 224 212 045 0.03 0.08 0.03
NDF, kg/d 655 809 837 794 0.156 <0.01 0.09 0.03
NDF>8 mm, kg/d 260 264 454 436 0.086 <0.01 <0.01 0.09
NDF>19 mm, kg/d 040 044 0.46 1.79 0.033 <0.01 0.61 <0.01
uNDF, kg/d 133 1.83 1.86 1.69 0.036 <0.01 0.38 <0.01
Starch, kg/d 658 553 571 527 0.115 <0.01 0.13 <0.01
dOM?, kg/d 124 124 128 121 0.36 0.88 0.36 0.19
Chewing behavior
Eating, min/d 221 235 256 232 171 0.09 0.13 0.08
Eating, min/kg DM 114 126 134 129 0.73 0.02 0.29 0.55
Eating, min/kg NDF 36.4 336 358 352 187 0.38 0.29 0.78
Eating, min/kg NDF >8 mm 91.3 103 659 63.0 4.68 <0.01 <0.01 0.56
Eating, min/kg NDF >19 mm 597 616 644 154 32.8 <0.01 0.49 <0.01
Eating, min/kg uNDF 179 149 161 161 9.1 0.02 0.27 0.95
Ruminating, min/d 383 424 462 425 18.2 0.01 0.07 0.09
Ruminating, min/kg DM 198 230 245 239 119 <0.01 0.08 0.46
Ruminating, min/kg NDF 633 613 658 652 345 0.72 0.08 0.82
Ruminating, min/kg NDF >8 mm 159 188 121 117 8.7 0.02 <0.01 0.54
Ruminating, min/kg NDF >19 mm 1037 1125 1183 285 51.4 <0.01 0.26 <0.01
Ruminating, min/kg uNDF 312 272 295 299 16.2 0.05 0.07 0.76
Chewing, min/d 603 659 718 657 21.9 <0.01 0.01 0.01
Chewing, min/kg DM 312 356 379 369 123 <0.01 0.02 0.24
Chewing, min/kg NDF 99.7 949 102 100 3.50 0.68 <0.01 0.57
Chewing, min/kg NDF >8 mm 250 291 187 180 9.0 <0.01 <0.01 0.31
Chewing, min/kg NDF >19 mm 1634 1741 1828 439 52.0 <0.01 0.09 <0.01
Chewing, min/kg uNDF 491 422 456 460 15.8 <0.01 <0.01 0.67
Meal behavior
Meal frequency, meals/d 856 102 9.81 9.06 0.385 0.01 0.34 0.07
First meal duration, min 39.7 378 43.1 39.7 2.97 0.88 0.22 0.42
Meal duration, min/meal 312 280 299 293 223 0.11 0.22 0.68
Meal time, min 258 279 295 268 171 0.10 0.28 0.10
Meal interval, min 146 119 124 137 4.8 <0.01 0.40 0.04
Meal size, kg DM/meal 232 184 195 195 0.104 <0.01 0.28 0.98
Meal size, kg NDF/meal 0.727 0.691 0.729 0.717 0.0389 0.63 0.27 0.72
Meal size, kg UNDF/meal 0.147 0.156 0.163 0.157 0.0087 0.13 0.37 0.43
Meal size, kg starch/meal 0.735 0.472 0.499 0.488 0.0280 <0.01 0.42 0.73

1CON: control; <8: fiber source retained on the pan; 8-19: fiber source retained on the 8-mm sieve; and
>19: fiber source retained on the 19-mm sieve.
2FS: fiber sources (CS <8, 8-19 and >19).

3dOM: digestible OM.



Table 6. Particle sorting index (PSI)
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Treatment! P-Contrast

Item CON <8 8-19 >19 SEM CONvs.FS? <8vs.8-19 8-19vs.>19
PSI, % as fed

>19 mm 89.8 90.0 831 80.3 3.86 0.11 0.09 0.48

8-19 mm 101 101 99.0 99.0 0.62 0.21 0.01 0.99

<8 mm 100 100 102 104 0.5 <0.01 <0.01 <0.01
PSI, % DM

>19 mm 89.9 90.7 806 782  3.67 0.04 0.01 0.52

8-19 mm 101 102 99.0 989 0091 0.53 0.03 0.92

<8 mm 101 101 102 105 0.7 <0.01 0.06 <0.01
PSI, % NDF®

>19 mm 89.2 914 800 787 3.70 0.08 <0.01 0.72

8-19 mm 101 102 98.0 991 093 0.38 <0.01 0.44

<8 mm 100 102 102 104 0.6 <0.01 0.67 <0.01
PSI, % uNDF

>19 mm 90.0 911 79.1 788 3.70 0.03 <0.01 0.92

8-19 mm 101 102 986 989 093 0.38 0.01 0.79

<8 mm 99.7 102 102 104 0.62 <0.01 0.82 <0.01
Diet NDF sorting, % 98.9 99.0 978 956 042 <0.01 0.02 <0.01
Diet uNDF sorting, % 995 983 982 96.0 0.60 <0.01 0.87 <0.01
Diet starch sorting, % 100 99.1 100 102 0.40 0.85 <0.01 <0.01

1CON: control; <8: fiber source retained on the pan; 8-19: fiber source retained on the 8-mm sieve; and

>19: fiber source retained on the 19-mm sieve.

2FS: fiber sources (CS <8, 8-19 and >19).
3The actual levels of NDF and uNDF retained on each sieve were used.
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Table 7. Dry sieving of swallowed bolus and rumen digesta evacuated 1-h before

morning feeding and 8-h after morning feeding

Treatment! P-Contrast
Ro-Tap sieve®, mm CON <8 8-19 >19 SEM CONvs. FS? <8vs.8-19 8-19vs.>19
Swallowed bolus
>19 mm 240 240 257 6.04 0.707 0.15 0.86 0.01
8-19 mm 454 472 840 857 1.083 0.08 0.05 0.92
1.18-8 mm 59.9 645 638 59.0 149 0.18 0.76 0.06
<1.18 mm 332 284 252 264 1.88 0.02 0.27 0.68
Rumen digesta 1-h before morning feeding
>19 mm 154 0.855 0.880 2.25 0.421 0.47 0.94 <0.01
8-19 mm 437 3.70 431 554 0.422 0.78 0.35 0.09
1.18-8 mm 63.8 61.6 635 58.7 1.18 0.03 0.15 <0.01
<1.18 mm 30.3 33.8 313 335 1.20 0.11 0.19 0.24
Rumen digesta 8-h after morning feeding
>19 mm 2.87 2.62 2.09 4.01 0.688 0.95 0.50 0.04
8-19 mm 546 5.19 578 7.19 0.738 0.49 0.58 0.20
1.18-8 mm 625 644 636 57.2 0.95 0.45 0.49 <0.01
<1.18 mm 20.2 27.8 285 316 143 0.94 0.70 0.16

1CON: control; <8: fiber source retained on the pan; 8-19: fiber source retained on the 8-mm sieve; and
>19: fiber source retained on the 19-mm sieve.

2FS: fiber sources (CS <8, 8-19 and >19).

SParticle size distribution measured in dried samples using a Ro-tap Sieve Shaker.
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Treatment! P-Contrast
Item CON <8 8-19 >19 SEM CONvs.FS?2  <8vs.8-19 8-19vs. >19
Rumen content
DM, % wet weight 12.6 119 123 12.2 0.49 0.41 0.55 0.83
OM, % DM 91.2 89.9 909 90.3 0.44 0.18 0.13 0.37
NDF, % DM 61.2 62.8 635 62.4 1.63 0.27 0.62 0.46
uNDF, % DM 27.7 311 2938 30.3 1.09 0.03 0.20 0.54
uNDF:NDF 46.9 49.7 470 48.1 1.82 0.23 0.08 0.44
Rumen pool, kg
Wet weight 72.8 728 745 74.8 6.33 0.71 0.60 0.93
DM 9.36 8.78 9.30 9.13 0.998 0.63 0.41 0.78
oM 8.52 7.88 8.47 8.24 0.904 0.58 0.33 0.70
NDF 5.69 556 5.86 5.60 0.740 0.96 0.51 0.57
uNDF 2.48 252 2.68 2.65 0.327 0.38 0.40 0.85
Dry sieving
DM >19 mm 0.227 0.170 0.165 0.318 0.0638 0.84 0.92 0.02
DM 8-19 mm 0.502 0.398 0.488 0.603 0.0853 0.92 0.14 0.08
DM 1.18-8 mm 5.93 5,56 5.92 5.26 0.610 0.36 0.35 0.12
DM <1.18 mm 2.66 265 272 2.94 0.282 0.66 0.79 0.40
Ruminal mat
Distance traveled, cm 62.5 60.5 60.3 61.3 1.01 0.09 0.83 0.40
Ascension time, min 275 305 345 28.0 6.06 0.60 0.63 0.44
Ascension rate, 265 235 201 251  0.546 0.62 0.65 0.51
cm/min
Distance traveled 160 950 650 800 1635 <0.01 0.27 0.53
inmin 1, cm
DM fractional turnover 913 863 848 782 0544 0.29 0.84 0.41
rate, %/h
Fractional passage rate, %/h
FS? - 295 2.26 2.05 0.415 - 0.03 0.34
Diet uNDF 2.15 229 234 2.10 0.179 0.63 0.79 0.23
Ruminal in situ disappearance (24 h), %
FS DM - 65.2 63.7 51.0 0.82 - 0.11 <0.01
FS NDF - 309 2938 38.0 1.81 - 0.75 0.20
CS® DM 55.9 63.0 635 64.0 1.96 0.02 0.80 0.83
CS NDF 33.3 412 425 43.0 3.16 0.03 0.75 0.91
Rumen fluid
Pool, L 62.5 63.2 64.2 64.7 5.33 0.58 0.71 0.87
kp?, %/h 10.8 11.8 9.80 8.79 0.629 0.36 0.07 0.30
Valerate
kS, %/h 36.5 389 38.0 35.8 1.88 0.58 0.70 0.36
ka®, %/h 25.7 272 282 27.0 1.94 0.30 0.61 0.56

1CON: control; <8: fiber source retained on the pan; 8-19: fiber source retained on the 8-mm sieve; and
>19: fiber source retained on the 19-mm sieve.
2FS: fiber sources (CS <8, 8-19 and >19).

3CS: whole-plant corn silage.
4kp: fractional passage rate.
Skc: fractional clearance rate.
®ka: fractional absorption rate.
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Table 9. Ruminal fermentation pattern

Treatment? P-Contrast?
Item CON <8 8-19 >19 SEM CONvs.FS® <8vs. 8-19 8-19vs.>19
Mean pH 585 6.07 6.12 6.12 0.066 <0.01 0.24 0.90
Minimum pH 550 567 583 574 0.080 0.02 0.07 0.29
Duration pH <5.8,h/d 11.1 3.36 250 3.02 1.563 <0.01 0.40 0.60
Ammonia, mg/dL 154 151 138 139 1.16 0.31 0.28 0.97
Lactate, mM 227 137 132 131 0.162 <0.01 0.84 0.97
Total VFA, mM 109 101 104 917 41 <0.01 0.26 <0.01
Acetate, %VFA 547 56.7 593 581 1.39 0.02 0.07 0.40
Propionate, %VFA 25,6 218 202 211 1.92 0.03 0.43 0.67
Isobutyrate, %VFA 0942 1.10 1.03 1.23 0.068 0.04 0.46 0.03
Butyrate, %VFA 142 152 145 145 0.98 0.68 0.60 0.98
Isovalerate, %VFA 2.02 257 252 254 0.174 <0.01 0.75 0.87
Valerate, %VFA 164 157 142 151 0.136 0.31 0.26 0.49
Caproate, %VFA 0.885 1.02 1.04 1.08 0.099 <0.01 0.63 0.33
Acetate/Propionate 229 269 295 277 0.210 0.02 0.23 0.41

1CON: control; <8: fiber source retained on the pan; 8-19: fiber source retained on the 8-mm sieve; and
>19: fiber source retained on the 19-mm sieve.

2There was interaction between treatment and time only for lactate (P=0.01; Figure 1).

SFS: fiber sources (CS <8, 8-19 and >19).
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Table 10. Total-tract digestibility and fecal traits

Treatment? P-Contrast
Item CON <8 8-19 >19 SEM CONvs. FS? <8vs. 8-19 8-19vs. >19
Apparent digestibility, %
DM 66.1 68.7 68.4 68.6 1.22 0.09 0.85 0.93
oM 67.2 699 69.6 69.7 1.27 0.08 0.84 0.95
NDF 455 49.6 50.0 494 250 0.07 0.86 0.80
CP 66.4 69.6 69.5 69.2 1.11 0.04 0.97 0.84
Ether extract 839 89.1 899 908 1.09 <0.01 0.62 0.55
Starch 90.7 94.1 94.0 939 053 <0.01 0.84 0.98
Fecal traits
Fecal pH 6.79 732 7.18 7.19 0.062 <0.01 0.13 0.93
Fecal score (1-5) 2.88 3.03 3.01 3.02 0.070 <0.01 0.66 0.83
Fecal starch, % DM 854 486 490 478 0.320 <0.01 0.91 0.72

1CON: control; <8: fiber source retained on the pan; 8-19: fiber source retained on the 8-mm sieve; and
>19: fiber source retained on the 19-mm sieve.
2FS: fiber sources (CS <8, 8-19 and >19).
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Treatment? P-Contrast
Item CON <8 819 >19 SEM CONvs.FS? <8vs.8-19 8-19vs.>19
Urinary purine derivatives
(Allantoin/Creatinine)xBW 846 1168 1032 965 90.8 0.07 0.28 0.58
(Uric acid/Creatinine)xBW 152 165 171 132 143 0.82 0.78 0.07
((Allantoin+Uric acid)/Creatinine)xBW 997 1332 1203 1098 97.9 0.09 0.34 0.44
((Allantoin/Creatinine)xBW)/dOMI® 69.3 948 825 800 825 0.06 0.19 0.78
((Uric acid/Creatinine)xBW)/dOMI 124 131 130 108 132 0.96 0.94 0.21
(((Allantoin+Uric acid)/Creatinine)xBW)/dOMI  81.7 108 955 90.8 9.12 0.08 0.22 0.64
Blood metabolites
Plasma glucose, mg/dL 595 600 609 586 1.87 0.87 0.68 0.29
Plasma urea, mg/dL 234 253 237 248 158 0.33 0.30 0.44
Serum NEFA, mmol/L 0.284 0.273 0.273 0.281 0.0070 0.28 0.99 0.42
Plasma LPS, EU/mL 0.179 0.173 0.031 0.034 0.0088 <0.01 <0.01 0.79
Plasma SAA, ug/mL 576 355 397 358 17.74 0.21 0.84 0.85
Serum D-Lactate, mmol/L 0.544 0.427 0451 0459 0.04 0.03 0.50 0.86

1CON: control; <8: fiber source retained on the pan; 8-19: fiber source retained on the 8-mm sieve; and

>19: fiber source retained on the 19-mm sieve.

2FS: fiber sources (CS <8, 8-19 and >19).
3dOMI: intake of digestible OM.
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Table 12. Physical effectiveness factors (pef) based on animal responses for NDF
stratified with the Penn State particle separator

Fiber sources

ltem <8mm  8-19 mm! >19 mm
pef (Rumination, min/kg DM) 0.66 1.00 0.85
pef (1/Distance traveled in min 1, cm) 0.46 1.00 0.67
pef (1/Duration of ruminal pH <5.8, h/d) 0.65 1.00 0.76
1/Plasma LPS, EU/mL 0.01 1.00 0.87

pef of NDF retained on the 8-mm screen was set to 1.
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FIGURE

Lactate, mM

Time after feeding (h)

—=—CON - o-<8mm ----8-19mm —aA-—>19mm

Figure 1. Lactate concentration in rumen fluid. SEM = 0.51. P < 0.01 for interaction
between treatment and time. CON: control; CS <8: fiber source retained on the pan; CS
8 - 19: fiber source retained on the 8-mm sieve; and >19: fiber source retained on the 19-
mm sieve. *P < 0.01 for CON vs. Fiber sources.
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SUPPLEMENTAL FIGURES
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Supplemental figure S1. Relative frequency of particles retained on the pan. Mean =
4.67 mm; mode = 4.50 mm; minimum = 1.00 mm; maximum = 11.0 mm; median = 4.40
mm; SD = 2.15 mm; kurtosis = 0.014 mm, and skewness using the mode = 0.077 mm or
the median = 0.371 mm.
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Supplemental figure S2. Relative frequency of particles retained on the 8-mm sieve.
Mean = 13.2 mm; mode = 10.0 mm; minimum = 1.00 mm; maximum = 48 mm; median
=11.5 mm; SD = 6.91 mm; kurtosis = 3.93 mm, and skewness using the mode = 0.460
mm or the median = 0.727 mm.
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Supplemental figure S3. Relative frequency of particles retained on the 19-mm sieve.
Mean = 37.9 mm; mode = 30.0 mm; minimum = 1.00 mm; maximum = 175 mm; median
= 30.0 mm; SD = 30.8 mm; kurtosis = 3.99 mm, and skewness using the mode = 0.257
mm or the median = 0.770 mm.
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V. INTERPRETACAO E RECOMENDAGCOES

No capitulo anterior, foi possivel constatar que as fracdes da silagem de milho (SM)
estratificadas com o separador de particulas da Penn State (PSPS) induziram respostas
diferentes em consumo de matéria seca (CMS), digestdo, metabolismo, producdo e
composicdo do leite. Os fatores de efetividade fisica da FDN, calculados com base em
respostas dos animais foram 0,45 para particulas <8 mm e 0,79 para particulas >19 mm,
comparativamente as particulas retidas na peneira de 8 mm (assumido = 1) (médias
obtidas a partir da Tabela 12). Frente aos resultados, surge a seguinte pergunta:

“Como o tamanho tedrico de corte (TTC) definido no momento da colheita
afeta a efetividade fisica da silagem de milho?”

Para responder esta pergunta, integramos os resultados obtidos no presente estudo
com dados da literatura. Para sumarizar estudos que descreveram o TTC e o tamanho de
particulas da silagem de milho, realizamos revisdo bibliografica utilizando Google
Scholar, PubMed, ScienceDirect, Scirus, Scopus, Web of Science e referéncias listadas
em publicacgdes cientificas, para sumarizar estudos que descreveram o TTC e o tamanho
de particulas da silagem de milho. Sabendo que o tamanho de particulas da silagem de
milho € fruto da interacdo de fatores relacionados a planta (i.e., hibrido, ponto de corte),
a maquina utilizada na colheita (i.e., marca, modelo, processador e desgaste dos
componentes) e a regulagem do equipamento (i.e., TTC), foram selecionados trabalhos
nos quais: 1) a colheita foi realizada com colhedora de forragem autopropelida, 2) houve
comparacéo de pelo menos dois TTC sem a repicagem do material em outro equipamento,
e 3) a estratificacdo de particulas no PSPS foi descrita. Inicialmente foram encontradas
51 publicages, mas somente 11 trabalhos (total de 35 médias de tratamentos) foram
mantidos no banco de dados final (Tabela 1). Os demais trabalhos foram excluidos pois

nédo atenderam pelo menos um dos requisitos listados anteriormente.
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O TTC variou de 4,8 mm a 39,7 mm, representando um intervalo de TTC
abrangente. As retenc6es nas peneiras (% da MS ou MN) foram de 1,50 a 72,2 para a
peneira de 19 mm, de 15,8 a 79,0 para a peneira de 8 mm e 10,1 a 71,1 para o fundo.

Na sequéncia os dados foram modelados com regressdo segmentada utilizando o
procedimento NLMIXED do SAS (Robbins et al., 2006, http://dx.doi.org/10.2527/
2006.8413 supplel155x). O modelo utilizado foi o seguinte: Se TTC < B, entdo Y =1+
SIxTTC;se TTC>BentdioY = (I +S1 x TTC) + S2 x (TTC — B); onde: B = valor de
TTC para o ponto de quebra, Y = variavel resposta, | = intercepto, S1 = inclinacdo do
primeiro seguimento, S2 = inclinagéo do segundo seguimento. O modelo também incluiu
o efeito aleatério de experimento (Tabela 2). As varidveis resposta ao TTC foram: %
particulas >19 mm, % particulas retidas na peneira de 8 mm, % particulas <8 mm, fator
de efetividade fisica (%) calculado pela soma das retencdes nas peneiras de 8 e 19 mm
(fefsemm; Zebeli et al., 2012, http://dx.doi.org/10.3168/jds.2011-4421) e fator de
efetividade fisica (%) ponderado para a efetividade de cada peneira apresentadas no inicio
desse tdpico (fefnio), calculado como: [(% retida na peneira de 19 mm x 0,79) + (% retida

na peneira de 8 mm x 1,00) + (% retida no fundo x 0,45)].

Tabela 1. Estudos sumarizados nesta revisao sobre a distribuicao de particulas da silagem
de milho colhida com diferentes tamanhos tedricos de corte

DOI ou endereco eletrdnico Referéncia Tamanho tedrico de corte (mm)
Johnson et al., 2003
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(03)73601-7 (Exp.1; 1 mm entre rolos) 11,1; 27,8 39,7
Johnson et al., 2003
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(03)73601-7 (Exp.1; 15,9 mm entre rolos) 11,1;27,8e 39,7
Johnson et al., 2003
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(03)73601-7 (Exp.2; 1 mm entre rolos) 27,8e 39,7
Johnson et al., 2003
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(03)73601-7 (Exp.2; 15,9 mm entre rolos) 27,8e 39,7
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(05)72961-1 Soita et al., 2005 95e19
Cooke e Bernard, 2005
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(05)72689-8 (2 mm entre rolos) 19,5e254
Cooke e Bernard, 2005
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(05)72689-8 (8 mm entre rolos) 19,5e 25,4
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(06)72399-2 Couderc et al., 2006 6e23
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(06)72339-6  Yang e Beauchemin, 2006 4,8; 159 e 28,6
https://doi.org/10.3168/jds.2006-609 Bhandari et al., 2007 10e 19
https://doi.org/10.3168/jds.2007-0810 Zebeli et al., 2008 55;81el4
https://doi.org/10.15232/S1080-7446(15)30423-X  Ferraretto e Shaver, 2012 19e30
https://doi.org/10.3168/jds.2015-9543 Vanderwerff et al., 2015 19e 26
https://iwww.landwirtschaftskammer.de/
riswick/versuche/ergebnisse/shredlage-2016.htm Pries e Bothe, 2016 7e26

https://doi.org/10.3168/jds.2020-19428 Salvati et al., 2021 6;12e18



https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(03)73601-7
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(03)73601-7
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(03)73601-7
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(03)73601-7
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(05)72961-1
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(05)72689-8
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(05)72689-8
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(06)72399-2
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(06)72339-6
https://doi.org/10.3168/jds.2006-609
https://doi.org/10.3168/jds.2007-0810
https://doi.org/10.3168/jds.2015-9543
https://doi.org/10.3168/jds.2020-19428
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Tabela 2. Pardmetros das regressdes segmentadas

Variavel dependente Ponto de Intercepto 1% inclinacdo 2% inclinacdo ccct

(%MS ou MN) quebra para
TTC (mm)

Particulas >19 mm 11,1 0,230 0,487 1,77 0,92
(P=0,03) (P=0,98) (P=0,75) (P<0,01)

Particulas 8-19 mm 11,1 20,2 4,97 -1,96 0,84
(P<0,01) (P=0,08) (P<0,01) (P<0,01)

Particulas <8 mm 11,1 71,7 -4,51 0,028 0,87
(P<0,01) (P<0,01) (P<0,01) (P=0,78)

fefsemm 11,1 31,5 4,24 -0,036 0,85
(P<0,01) (P<0,01) (P<0,01) (P=0,74)

fefoio 7,57 39,9 6,18 -0,183 0,76
(P<0,01) (P<0,01) (P<0,01) (P<0,01)

Coeficiente de correlacdo de concordancia.

Como observado na Figura 1, aumentar o TTC de 4,8 mm até 11,1 mm diminui a
proporcéao de particulas <8 mm e aumentou as proporc¢oes retidas nas peneiras de 8 mm
e 19 mm. No entanto, aumentos no TTC acima de 11,1 mm ndo alteraram a proporc¢éo de
particulas <8 mm, mas aumentaram a retencdo de particulas na peneira de 19 mm as
custas da diminuicdo na proporcéao de particulas retidas na peneira de 8 mm.

Como reflexo das distribuicBes de particulas, aumentar o TTC de 4,8 mm até 11,1
mm aumentou os fatores de efetividade da silagem de milho (fefsgmm € fefyio) (Figura 2).
Porém, TTC maiores que 11,1 mm ou 7,57 mm ndo foram capazes de proporcionar
aumentos nos valores de fefssmm € fefyio, respectivamente. Além de ndo resultar em
incrementos nos fatores de efetividade fisica, a maior proporcao de particulas >19 mm
frequentemente aumenta o risco de selecdo no cocho (Miller-Cushon et al., 2017,
http://dx.doi.org/10.3168/jds.2016-11983), podendo induzir consumo de FDNfe menor
do que o formulado.
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Figura 1. Relacdo entre tamanho teorico de corte (mm) e porcentagem de particulas
retidas nas peneiras de 19 mm (A), 8 mm (B) e fundo (C) do PSPS.
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Figura 2. Relagdo entre tamanho teérico de corte (mm), fefsemm (A; calculado de acordo
com Zebeli et al., 2012) e fefuio (B; calculado como apresentado no inicio desse topico).

Finalmente, o TTC deve ser definido, em geral, para valores acima de 11,1 mm (a

depender da colhedora), mas visando otimizar o processamento de gréos e evitando-se

retences excessivas na peneira de 19 mm. Atendendo-se ao 6timo processamento de

gréos (e.g., escore de processamento de graos > 70%), o TTC pode ser modulado para

melhorar o rendimento de colheita e reduzir o consumo de combustivel da colhedora.

Embora a relacéo entre TTC >11,1 mm e % particulas >19 mm seja positiva e linear, o
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6timo processamento de grdos pode ser alcangado com diferentes distribuicdes de
particulas dependendo do rolo processador montado na colhedora autopropelida.
Aparentemente, retencdes <8% e <18% na peneira de 19 mm devem ser adequadas para
rolos processadores convencionais e shreadlage, respectivamente (Heinrichs, 2013,
https://extension.psu.edu/penn-state-particle-separator; Vanderwerff et al., 2015, ). A
definicdo do TTC certamente dependera da interacdo entre a maquina e a lavoura de
milho.
A segunda pergunta pratica que provém desta tese provavelmente é:

“Utilizando-se os fefbio, qual nivel de FDNfe deve ser utilizado para vacas em
lactacao?”

Para responder essa pergunta, novamente compilamos dados da literatura, da mesma
forma descrita anteriormente. Nesse caso, 0s critérios de selecdo das publicacdes foram:
1) a silagem de milho foi o Unico volumoso da dieta (i.e., trabalhos ou tratamentos com
inclusdo de outros volumosos, cascas ou caroco de algoddo foram excluidos); 2) houve
variacdo no teor de FDNfe da dieta via modificacdo do tamanho de particulas da silagem
de milho (i.e., estudos com alteracdo da razao volumoso: concentrado foram excluidos) e
3) a estratificacdo de particulas no PSPS foi descrita para a TMR. Do total de 51
publicacdes encontradas, apenas 8 trabalhos atenderam aos critérios descritos
anteriormente e foram mantidos no banco de dados (Tabela 3), resultando no total de 30
médias de tratamentos e 309 animais avaliados. As variaveis resposta compiladas foram:
pH ruminal, tempo de mastigacdo (min/d), teor de gordura do leite (%), CMS (kg/d) e
producdo de leite (kg/d). Como variaveis independentes foram calculadas:

1) arazdo FDNfesgmm: amido degraddvel no rimen (amidoDR), utilizando o teor de FDN
da TMR (% MS) e o fator de efetividade fisica com base nas retencBes de particulas
(% MN) da TMR nas peneiras de 8 mm e 19 mm (fefssmm; Zebeli et al., 2012,
http://dx.doi.org/10.3168/jds.2011-4421);

2) arazao FDNfepio: amidoDR, utilizando o teor de FDN da TMR (% MS) e o fator de
efetividade fisica com base nas retencdes de particulas (% MN) da TMR ponderado
para a efetividade de cada peneira (fefnio; COMo descrito acima).

O teor de amidoDR foi estimado com modelo exponencial com 1-pool e cinética

de primeira ordem [i.e., desaparecimento ruminal = kd / (kd + kp)], assumindo kp = 7%/h.

As fontes de amido nas dietas foram classificadas como: amido de degradacdo rapida

(silagem de milho, cevada, farelo de trigo; assumindo kd = 28 %/h, ou seja,

degradabilidade ruminal de aproximadamente 80%) ou amido de degradacéo lenta (milho


http://dx.doi.org/10.3168/jds.2011-4421
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seco, DDG, farelo de glaten de milho; assumindo kd = 9 %/h, ou seja, degradabilidade
ruminal de aproximadamente 55%). Quando o teor de amido do ingrediente ndo foi
reportado, foi assumido teor de amido igual ao valor médio publicado nas tabelas do
NASEM (2016, http://dx.doi.org/10.17226/25806).

Os dados foram modelados com regresséo segmentada utilizando o procedimento
NLMIXED do SAS (Robbins et al., 2006, http://dx.doi.org/10.2527/
2006.8413 supplel55x). O modelo utilizado foi o seguinte: Se X (medida de FDNfe:
amidoDR) <B,entdo Y =1+ S1 x X;se X>Bentdo Y = (I + S1 x X) + S2 x (X — B);
em que: B = valor de X para o ponto de quebra, Y = variavel resposta, | = intercepto, S1
= inclinagéo do primeiro seguimento, S2 = inclinag&o do segundo seguimento. O modelo
também incluiu o efeito aleatério de experimento. Quando o modelo ndo convergiu, a
variavel resposta foi regredida contra as raz6es de FDNfe: amidoDR utilizando modelo
linear ou quadrético. A adequacdo dos modelos foi comparada pelo coeficiente de
correlagé@o de concordancia (CCC) e pelo coeficiente de correlagdo de concordancia néo
corrigido (UCCC; dados ndo ajustados para efeito aleatorio de experimento).

As TMR sumarizadas apresentaram retenc@es (% da MS ou MN) que variaram de
2,30 a 18,5% para a peneira de 19 mm, de 21,5 a 65,3% para a peneira de 8 mm e 31,75
a 71,5% para o fundo. Os teores de FDN total das TMR variaram de 28,5 a 33,5%, amido
total de 25,9 a 37,4% e amidoDR de 18,0 a 26,8% da MS. Para as variaveis resposta, 0
pH ruminal variou de 5,49 a 6,47, o tempo de mastigacao de 605 a 860 min/d, o teor de
gordura do leite de 2,67 a 4,30%, 0 CMS de 15,5 a 28,0 kg/d e a producéo de leite de 22,9
a 49,3 L/d.

As razBes FDNfe: amidoDR apresentaram relacdo linear positiva com o pH
ruminal, o tempo de mastigacdo e o teor de gordura do leite, indicando que as razbes
FDNfe: amidoDR estiveram associadas positivamente a saide ruminal (Figura 3 e Tabela
4). Por outro lado, as respostas em CMS e producdo do leite foram dependentes da
magnitude da razdo FDNfe: amidoDR. Partindo de dietas deficientes em FDNfe ou com
excesso de amidoDR, incrementos na razdo FDNfe: amidoDR aumentaram o CMS e a
producdo de leite. No entanto, a partir de certo ponto, aumentos na razdo FDNfe:
amidoDR deprimiram o CMS e a producdo de leite, claramente indicando efeito de
enchimento fisico do trato gastrintestinal causado pelo excesso de FDNfe.

E valido notar que, dentro de um mesmo modelo, maiores valores da razio FDNfe:
AmidoDR foram encontrados para otimizacéo das variaveis indicativas de saude ruminal

(i.e., pH ruminal, tempo de mastigacéo e teor de gordura do leite) comparativamente as


http://dx.doi.org/10.17226/25806
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variaveis indicadoras de enchimento ruminal (CMS e producdo de leite). Esses achados
condizem com os resultados apresentados por Zebeli et al. (2012; vide Figura 2 naquela
publicacéo; https://doi.org/10.3168/jds.2011-4421), em que o nivel de FDNfesgmm capaz
de maximizar a saude ruminal foi superior ao nivel para maximo CMS, demonstrando
que provavelmente ndo héa ponto exato de convergéncia para satde ruminal e desempenho

produtivo.

Tabela 3. Estudos sumarizados nesta revisdo sobre os efeitos das razdes entre FDN
fisicamente efetivo e amido degradavel no rimen sobre as respostas de vacas leiteiras
DOI Referéncia
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(03)73838-7 Kononoff e Heinrichs, 2003
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(03)73937-X Kononoff et al., 2003
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(05)72888-5 Beauchemin e Yang, 2005
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(05)72961-1 Soita et al., 2005
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(05)72776-4 Yang e Beauchemin, 2005
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(06)72399-2 Couderc et al., 2006
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(06)72339-6 Yang e Beauchemin, 2006
https://doi.org/10.3168/jds.2020-19428 Salvati et al., 2021

Considerando os valores de CCC e uCCC, os modelos com a razdo FDNfepio:
AmidoDR apresentaram melhores ajustes (precisdo e acurécia) do que FDNfesgmm:
AmidoDR. Esse resultado reflete as diferencas conceituais entre as formas de calcular
FDNfe. O FDNfepio considera a efetividade de particulas finas (<8 mm), seja FDN de
forragem ou de concentrado. Outra diferenca conceitual esta no fef de particulas retidas
na peneira de 19 mm (0,79 para 0 modelo FDNfepio vs. 1,00 para 0 modelo FDNfesgmm).

No experimento apresentado no capitulo anterior, os teores calculados de
FDNfepio foram de 19,4% para a dieta CN, 22,3% para dieta contendo a fragdo da silagem
de milho <8 mm, 26,9% para a dieta contendo a fracdo da silagem de milho com 8-19
mm e 25,5% para a dieta contendo a fracdo da silagem de milho >19 mm. Considerando
0 teor estimado de amidoDR, as razdes FDNfepio: AmidoDR foram 0,91, 1,19, 1,45 e
1,42, respectivamente. Ao observarmos o tempo em que 0 pH ruminal permaneceu abaixo
de 5,8, é possivel constatar que somente a dieta CN resultou em acidose ruminal subaguda
(razdo FDNfepio: AmidoDR < 1). Assim, com base nos resultados obtidos no capitulo
anterior e nesta “mini meta-analise”, valores >1 para a razdo FDNfepio: AmidoDR
aparentam ser adequados para manter a saude ruminal em vacas leiteiras alimentadas com
dietas formuladas com base em silagem de milho, mas, estudos futuros devem ser

conduzidos para ratificar o valor. Deve-se considerar que incrementos excessivos de


https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(03)73838-7
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(03)73937-X
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(05)72888-5
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(05)72961-1
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(05)72776-4
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(06)72399-2
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(06)72339-6
https://doi.org/10.3168/jds.2020-19428
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FDNfe na dieta podem resultar em depressdo de CMS e desempenho produtivo (Zebeli
et al., 2012, http://dx.doi.org/10.3168/jds.2011-4421).
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Tabela 4. Respostas de vacas leiteiras consumindo dietas com silagem de milho como Unica fonte de forragem, com FDNfe variando com alteragdes
no tamanho de particula da silagem de milho

Item pH ruminal Mastigacdo, min/d Gordura, % CMS, kg/d Leite, kg/d
Modelo*? n° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Intercepto 5,74 5,36 545 426 3,24 2,61 21,4 -26,2 36,0 43,5
P-valor <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,07 <0,01 <0,01
L 0,426 0,684 275 315 0,409 0,936 7,75 -6,71
P-valor <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,03 <0,01
Q -7,32
P-valor <0,01
S1 65,0 3,62
P-valor <0,01 0,59
S2 -4,16 -5,13
P-valor <0,01 <0,01
B (X) 0,77 0,55
P-valor <0,01 <0,01
Vértice (X) 0,53
Valor de X para igualar a Y? 0,61 0,94 0,63 0,95
N 18 18 18 18 22 22 30 30 22 22
CccC 0,91 0,93 0,94 0,88 0,58 0,81 0,63 0,77 0,66 0,84
uCccc 0,34 0,45 0,12 0,16 0,22 0,34 -0,06 0,01 0,02 0,10

10s modelos avaliados correspondem a razéo FDNre>gmm: AmidoDR (modelos n° 1, 3, 5, 7 € 9) e a razdo FDNrebio: AmidoDR (modelos n° 2, 4, 6, 8 e 10).

2Modelos 1, 2, 3, 4,5, 6 e 10: Y = Intercepto + L x X.

2Modelos 8, 9: Se X < B, entfio Y = Intercepto + S1 x X; se X > B, entdo Y = (Intercepto + S1 x X) + S2 x (X — B).
2Modelo 7: Y = Intercepto + L x X + Q x X2.

3pH = 6,0; %Gordura = 3,5.
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Figura 3. Relagbes entre as razdes FDNfessmm: AmidoDR, FDNrfebio: AmidoDR e
FDNfevio: AmidoDR e o pH ruminal (1 e 2), o tempo de mastigacdo (3 e 4), o teor de
gordura do leite (5 e 6), 0 CMS (7 e 8) e a producéo de leite (9 e 10). Vide Tabela 4 para
0s parametros dos modelos.



