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FQUACOES DE PREDICAO DA
ENERGIA METABOLIZAVEL IN VITRO

DE MILHO PARA FRANGOS

DE CORTE

Importantes ferramentas para determinar os coeficientes de digestibilidade e a energia
metabolizavel dos alimentos de forma indireta, as equagoes de predi¢do utilizam
Informacées bromatoldgicas para ajustar as equacées e minimizar o efeito da

variabilidade nutricional
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milho é caracterizado como uma excelente

fonte de carboidratos para animais néo-

-ruminantes, pois apresenta baixo nivel

de fibras e polissacarideos nao amilaceos
soltveis quando comparado a outros alimentos como o
trigo e a cevada (ODJO et al., 2015). Conforme Loy e Lundy
(2019), além de fornecer a maior parte da energia requerida
na ragdo, o milho também possui 6leo poli-insaturado e
acidos graxos essenciais, como o acido linoleico; contém
quantidades significativas de aminoacidos sulfurados,
como a cisteina e metionina; e pequena quantidade de
lisina e triptofano, tornando a mistura com o farelo de soja
muito interessante, pois este apresenta boa quantidade
desses dois aminoacidos essenciais. A qualidade do
milho é dependente de uma série de fatores, entre eles a
variedade genética do cultivar, momento da colheita, pro-
cessamento térmico para a secagem do grao, qualidade do
armazenamento, dureza do grao (vitreosidade), qualidade
da moagem e tamanho da particula do grao moido (ODJO
et al., 2018). Além disso, também podemos citar a forma
como o milho é cultivado, relacionando com o clima da
regiao, manejo do solo e adubagao, controle de pragas e
doengas, processamento e controle de qualidade do grao
na unidade de fabricagdo de racéo, entre outros fatores
determinantes da qualidade final da matéria-prima. Tudo
isso impacta nos coeficientes de digestibilidade do alimento
pelo animal, na necessidade de medidas alternativas para
atender o requerimento nutricional e também nos custos

operacionais da producao de aves.
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O milho € um alimento que foi bastante estudado em pes-
quisas nacionais e internacionais, resultando em grandes
bancos de dados nutricionais. Um exemplo disso sdo as
Tabelas Brasileiras Para Aves e Suinos de (ROSTAGNO et
al., 2017), que apresentam a composicao nutricional média
dos alimentos, como os valores de energia metabolizavel,
aminodacidos digestiveis, coeficientes de digestibilidade,
entre outras informacgoes que podem ser utilizadas para
formular uma ragdo, comparar resultados de analises la-
boratoriais ou também para uso didatico. Contudo, embora
essas informagoes sejam importantes, a sua utilizagao
como um padrao em distintas realidades de produgdo pode
acarretar em perdas produtivas, uma vez que os alimentos,
incluindo o milho, apresentam significativa variabilidade
nutricional. Dessa forma, as equagdes de predigdo sao
importantes ferramentas para determinar os coeficientes
de digestibilidade e a energia metabolizavel dos alimentos
de forma indireta, utilizando as informagées bromatoldgicas
para ajustar as equagdes e minimizar o efeito da variabilida-
de nutricional (SAKOMURA; ROSTAGNO, 2016), resultando
em maior precisdo da matriz nutricional dos alimentos que
irdo compor a férmula da racéo.

Para determinar os coeficientes de digestibilidade e a
energia metabolizavel dos alimentos sdo utilizadas me-
todologias in vivo, como o método tradicional com coleta
total de excretas ou o método de coleta ileal (SAKOMURA,;
ROSTACGNO, 2016). Para a realizacdo desses ensaios sdo
necessarios animais para coleta das excretas e que também

podem ser abatidos para coleta ileal, grande controle do



consumo da racao, instalacoes adequadas, entre elas um
galpédo e gaiolas de metabolismo, freezer para armaze-
namento das amostras e sendo necessario também pelo
menos duas ragoes por ensaio (SAKOMURA; ROSTAGNO,
2016). Assim sendo, as metodologias de digestibilidade in
vIvo ndo Sdo viaveis para uso rotineiro pela industria pro-
dutora de carne, pois sdo ensaios que levam semanas para
obtencéo dos resultados, exigem disponibilidade de mao
de obra qualificada e de instalagdes, gastos com animais
e racao, e demanda da disponibilidade de uma estrutura
laboratorial para a andlise dos alimentos e das excretas.
Adicionalmente, a técnica in vivo carrega a variabilidade
animal associada a genética e condigdes ambientais. Mas,
mesmo assim, os métodos de digestibilidade in vivo sao
considerados padrdes para a avaliagdo nutricional de ali-
mentos e sdo utilizados como referéncia para a aplicagao
de outros métodos (NOBLET; JAGUELIN-PEYRAUD, 2007).

Crédito: KennStilger47/Shutterstock

ENsaios DE DIGESTIBILIDADE [N VITRO

Alternativamente as metodologias in vivo existem os ensaios
de digestibilidade in vitro, que sao realizados em ambiente
laboratorial. Essas metodologias possibilitam a execugao e
obtencao dos resultados de forma mais rdpida e com menor
custo, os resultados tém menor interferéncia de fatores
individuais dos animais, possuem boa reprodutibilidade e
por isso podem ser eficazes para a realizacao da triagem
de matérias-primas (EGGERet al., 2017). Segundo Shurson
etal. (2021), entre os métodos in vitro disponiveis, existem
os métodos multienzimaticos que simulam as etapas do
processo digestivo enzimatico do animal, dos quais o sis-
tema de duas etapas de (BOISEN; FERNANDEZ, 1995), e
de trés etapas de (BOISEN; FERNANDEZ, 1997), parecem
promover resultados satisfatérios e ambas as metodologias
se resumem ao uso de enzimas especificas em cada uma

das etapas e o residuo obtido no final do processo de
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Tabela 01. Composicao quimica, diametro geométrico médio e energia metaholizavel in vivo com frangos de corte dos seis

lotes de milho (na matéria seca)

Origem do Milho

Variavel
A ] C D E F

Matéria seca, % 88,80 90,32 88,82 88,86 88,30 88,16
Matéria organica, % 86,94 87,15 86,97 87,03 86,96 86,97
Matéria mineral, % 1,06 0,85 1,03 0,97 1,04 1,03
Proteina bruta, % 7,84 7,33 8,22 7,99 8,37 8,75
Energia bruta, keal/kg 3938 3926 3990 3940 3959 4105
Extrato etéreo, % 3,53 3,53 4,22 3,56 3,66 414
Fibra bruta, % 1,45 147 1,22 1,50 1,53 1,50
FDA, % 2.2 1,96 2,04 2,44 1,99 2,20

FDN, % 8,87 8,12 8,13 8,92 8,32 8,83

Amido no resistente, % 62,90 64,99 60,19 64,39 59,43 60,51
Amido resistente, % 1,52 1,13 0,98 1,22 1,57 2,56
Amido total, % 64,42 66,12 61,19 65,60 61,00 63,06
Densidade, g/L 711 782 722 749 772 774
DGM, pm 687 621 583 670 722 803
EMA, keal/kg 3203 3164 3327 3201 3364 3348
EMAn, kcal/kg 3144 3105 3240 3152 3268 3289

digestao é coletado e analisado. O método de duas etapas
simula os processos enzimaticos do estémago e intestino
delgado e permite determinar a digestibilidade da proteina
e aminoacidos, ja o método de trés etapas simula a digestao
total do trato digestorio, ou seja, estémago, intestino delga-
do e intestino grosso, determinando a digestibilidade da
matéria seca e matéria organica (SHURSON et al., 2021).

O aumento do uso das metodologias in vitro também pode

ser uma alternativa para o principio dos 3Rs (Reduction,

Refinement e Replacement), que busca estabelecer for-
mas de minimizar a dependéncia pelo uso de animais em
experimentacdo. A reducio esta relacionada com o menor
numero de animais utilizados para obter-se uma mesma
informacéo, o refinamento busca minimizar e aliviar a dor,
o sofrimento e consequentemente o estresse, e por tltimo, a
substituicdo esté voltada ao uso de formas alternativas que
possibilitem concluir determinado objetivo sem a utilizagao

de animais vertebrados vivos, desta forma, qualquer meio

Tabela 02. Variaveis determinadas na digestibilidade in vitro (na matéria seca)

Origem do milho avaliado

Variavel Granulometria
A B C D E F
DIGMS (%) 61 67 66 56 59 51
EDIV (keal/kg) MGG’ 2155 2431 2460 1941 2124 1818
(DEB (%) 55 62 62 49 54 44
DIGMS (%) 81 80 84 80 83 80
EDIV (kcal/kg) MGF 3093 3066 3257 3067 3130 3218
(DEB (%) 79 78 82 78 79 78

'Milho de granulometria grossa (moida em peneira de 3,5 mm de didmetro de abertura)
“Milho de granulometria fina (padronizada no laboratdrio fisico-quimico da Embrapa Suinos e Aves (<1mm))

(DEB=Coeficiente de digestibilidade da energia bruta
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Tabela 03. Estatisticas descritivas da composicao e digestibilidade in vitro das seis amostras de milho

Variavel Granulometria Desvio Padrao Minimo
DIGMS, % 60,17 6,22 50,66 67,09
EDIV, keal/kg MGG’ 2155 256,52 1818 2460
(DEB, % 54,25 6,9 443 61,91
DIGMS, % 81,21 1,78 79,59 84,12
EDIV, keal/kg MGF? 3138 81,04 3066 3256
(DEB, % 78,92 1,38 71,83 81,62
Amido Total, % 63,57 2,19 61 66,12
Amido Resistente, % 1,50 0,57 0,98 2,56
Amido Nao Resistente, % 62,07 2,34 59,43 64,99

'Milho de granulometria grossa (moida em peneira de 3,5 mm de didmetro de abertura)
“Milho de granulometria fina (padronizada no laboratdrio fisico-quimico da Embrapa Suinos e Aves (<Tmm))

(DEB=Coeficiente de digestibilidade da energia bruta

que possibilite beneficiar esses principios nos trabalhos
de ensino e pesquisa podem ser chamados de métodos
alternativos (CAMPOS et al., 2016).

Estubpos parA MELHORIA DA EFICIENCIA

DE Uso po MiLHO

Diante do exposto, a Embrapa Suinos e Aves em parceria
com a Seara Alimentos vem desenvolvendo estudos com
tecnologias voltadas para a melhoria da eficiéncia de uso
do milho destinado para a alimentagao de frangos de corte,
através do desenvolvimento de equagdes de predigdo da
energia metabolizavel baseadas em resultados obtidos com
a digestibilidade in vitro.

Os ensaios foram desenvolvidos na Embrapa Suinos e
Aves de Concérdia (SC) e foram utilizados seis lotes de
milho adquiridos por meio da Seara Alimentos, sendo eles
oriundos de seis diferentes origens. Para iniciar os estudos,
todos os milhos foram moidos em moinho de martelos com
uma peneira de 3,5 mm de didmetro de abertura e também
foi determinado a composigao bromatolégica dessas amos-
tras no Laboratério de Andlises Fisico-Quimicas (LAFQ) da
Embrapa. A primeira etapa experimental correspondeu
aos ensaios para determinacao dos coeficientes in vivo. A
segunda etapa correspondeu ao ensaio de digestibilidade
In vitro e foram utilizados os mesmos seis lotes de milho,
moidos em moinho martelo com peneira de 3,5 mm de dia-
metro de abertura (Milho de Granulometria Grossa - MGG),
e também moidos no laboratério com a granulometria
padrao para andlises laboratoriais (<1mm) (Milho com

Granulometria Fina - MGF) e que também € preconizado

pelos autores da metodologia in vitro. Para esse procedi-
mento foi utilizado um moinho de facas tipo willey e assim
0 ensaio fol composto por 12 tratamentos e trés repeticdes
(triplicata). Para determinar a Digestibilidade in vitro da Ma-
téria Seca (DIVMS) e a Digestibilidade da Energia (EDIV),
foi adotado a metodologia de digestibilidade em trés etapas
de (BOISEN; FERNANDEZ, 1997). O ensaio consistiu em
submeter as amostras a digestao enzimatica por pepsina
durante duas horas, por pancreatina durante quatro horas e,
por tltimo, em um complexo enzimatico com carboidrases
durante 18 horas, e em cada uma dessas etapas foi ajustado
o pH de acordo a porcdo do trato digestério que estava
sendo simulada a digestao, e que corresponderam aos pHs
2,0, 6,8 e 4,8, respectivamente. Além disso, durante todo o
processo de digestao, as amostras foram mantidas em uma
incubadora e em agitagdo constante a 39°C. A etapa final
consistiu em filtrar as amostras, coletar o residuo contido
no filtro e encaminhar ao laboratério para as andlises de
MS, EB e PB.

Para realizar a modelagem para obtengao das equagoes
de predigdo da energia metabolizével, foram utilizados os
dados de digestibilidade in vivo dos seis lotes de milho em
conjunto com os dados de um estudo anterior da Embrapa
Suinos e Aves, desenvolvido por (ZANOTTO et al., 2016),
no qual foram utilizadas 14 amostras de milho. Apés a
analise exploratéria destas 14 amostras de milho, uma foi
retirada por apresentar padrao diferenciado das demais,
e, assim, foram mantidas 13 amostras de milho que foram
avaliadas em quatro a cinco granulometrias diferentes no

estudo dos autores e assim totalizaram 60 amostras. Este
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Tabela 04. Modelos testados, estimativas dos parametros e respectivos critérios de informacao de Akaike (AIC), coeficientes de
determinacio (R?) e erros de predicao da energia metabolizavel para frangos de corte

Erro de predicao Erro de predicao

fodelo AlC i médio (kcal/kg) médio (%)
© j=3193 s - 65,9 2,06
© J=3525-0108x, 72,9 0,135 637 1,99
© J=9023+0731%, 68,1 0617 36,7 114
© =50641-2934, 66,1 0,722 288 0,89
© =30826+77,9%x, 73 0342 499 1,56
© J=50671-301x, 61,5 0,872 214 067
€ J=35727-6,06x, 720 0,262 57,0 179
© J=18679+163%x, 7.2 0,149 536 167
© =32727-5083, 738 0,006 64,5 202
@ y=-993,1+1,1288x,, + 450,09, 62,0 0,900 18,6 0,58
@ J=25017+17436x, 69,0 0,552 376 117
@ y=-522,5+1,3884x,, - 168,5%, 69,7 0,637 391 1,22

§ = valor estimado da energia metabolizavel corrigida para nitrogénio (kcal/kg); x

= energia digestivel in vitro (kcal/kg) do MGG; x,, = energia digestivel in

1a

vitro (kcal/kg) do MGF; x, = fibra bruta (%); x, = amido total (%); x, = amido resistente (%); x, = amido nao resistente (%); ., = coeficiente de digestibilidade
da matéria seca (%) do MGF; x,, = coeficiente de digestibilidade da matéria seca (%) do MGF; x, = extrato etéreo (%)

conjunto de dados, somado as seis amostras do presente
ensaio in vivo, totalizaram 66 amostras de milho moido.
Em seguida foram ajustados 328 modelos, entre lineares
e ndo-lineares, para determinar as equacdes de predicao
da energia metabolizavel do milho, considerando diversas
combinagdes de varidveis fisico-quimicas, entre elas a EB,
densidade e Didametro Geométrico Médio (DGM) do milho.
Posteriormente, foi realizada a andlise dos dados in vitro em
conjunto com a EMAn in vivo e foram avaliados os modelos
lineares contendo o contetido de amido e valores do ensaio
invitro, nos quais foram incluidos os componentes lineares
mais relevantes e complementando modelos selecionados
anteriormente. Para a andlise estatistica foram adotados os
procedimentos GENMOD e NLMIXED do software SAS
(2008). A escolha dos melhores modelos para predizer a
energia metabolizavel foi baseada no Critério de Informa-
cao de Akaike (AIC) e para os modelos escolhidos foram
calculados os coeficientes de determinacéo e os erros de

predicéo (absoluto e relativo).

ResuLtaDOS DAS ANALISES Fisico-QuiMICAS
Com os resultados obtidos a partir das analises fisico-qui-

micas dos lotes de milho (Tabela 01), é possivel observar
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a grande variabilidade nutricional que uma pequena quan-
tidade de milhos de diferentes origens pode apresentar, o
que influencia a EMAn determinada in vivo.

A média dos resultados obtidos a partir da digestibilidade
dos lotes de Milho com Granulometria Grossa (MGG) e
com a Granulometria Fina (MGF) estao apresentados na

Tabela 02 e a andlise descritiva das variaveis avaliadas para




os seis lotes de milho, ja apresentada nas Tabelas 01, é com-
plementada com a Tabela 03 para a digestibilidade in vitro.
Fol marcante a diferenca obtida no ensaio para determinar
a DIVMS e a EDIV dos milhos com granulometria grossa e
fina (Tabela 03). A utilizacao da granulometria fina promo-
veu aumento da DIGMS em 20,04% e quando observamos
a CDEB houve o aumento de 24,67% e que correspondeu
a 983,35 kcal/kg de EM de diferenca. Esse efeito pode ser
considerado como previsivel, uma vez que ao aumentar a
superficie de contato das particulas do milho, por meio da
moagem mais fina dos graos, a area de superficie disponivel
para a acdo enzimdtica é maior e por isso a degradacdo
torna-se mais eficiente. Além disso, no ensaio de digestibi-
lidade in vitro ndo hé a simulagdo da agdo mecanica que
ocorre na parte superior do trato digestério dos animais.
Por esse motivo o uso de uma granulometria muito grossa
no ensaio ir4 promover valores de digestibilidade menores
e que ficam muito distantes da digestibilidade in vitro do
MGEF e in vivo com frangos de corte. Além disso, a média
dos valores da EMAn in vivo e EDIV do MCF do presente
estudo foram aproximados, com respectivamente, 3200 kcal/
kg e 3138,32 kcal/kg, indicando que a metodologia in vitro
pode ser uma alternativa para ser utilizada para estimar o
valor de EMAn do milho.

Na Tabela 04 sdo apresentadas as estimativas dos parame-
tros dos modelos que foram avaliados para estimar a energia
metabolizavel nos seis lotes de milho. A avaliagdo do ajuste
dos modelos permite observar que a inclusao da EDIV do
MGF melhorou a predigdo da energia metabolizavel do
milho para frangos de corte desses seis lotes avaliados.

O Modelo 3, que utilizou apenas a EDIV do MGF, apresentou
um bom ajuste para estimar a EM e a correlacdo gerada foi
do tipo positiva moderada (12=0,617) e com um erro médio
de predigao relativamente baixo (36,7 kcal/kg ou 1,14%).
Esses resultados podem indicar que o uso do protocolo in
vitro, originalmente utilizado para gerar a digestibilidade
in vitro da matéria seca, pode ser uma alternativa para de-
terminar indiretamente os valores de energia metabolizavel
para frangos de corte e em menor tempo.

Quando avaliamos os resultados das estimativas dos
parametros ligados a FB e EE, eles parecem nao ter
plausibilidade biolégica nos modelos 10 e 12, uma vez
que o valor foi positivo para fibra e negativo para extrato
etéreo. Contudo, o modelo 10 apresentou o melhor ajuste
(r2=0,900), o qual contempla a EDIV do MGF e a FB,

indicando que quanto maior a quantidade de FB maior

serd EMAn estimada. O modelo 12 também apresentou
bom ajuste (r2=0,637), o qual contempla a EDIV do MGF
e o EE, indicando que quanto menor a quantidade de EE
maior é a EMAn estimada.

Esse efeito parece contraditério ao esperado, de incremento
na EM por meio de maiores concentragoes de EE, dentro do
limite da capacidade de digestao enzimatica da categoria
animal. O uso dos dleos e gorduras promovem 2,25 mais
calorias do que as proteinas e carboidratos e sdo alternativas
para aumentar a densidade energética da ragao para aves
(KHATUN et al., 2017). Contudo, no estudo de Meloche et
al. (2013), o EE também nao se ajustou aos modelos de
predicao de EMA de coprodutos do milho.

O modelo 11 também apresentou um ajuste razoavel
(r2=0,552) e nesse modelo podemos observar que s6 houve
a utilizacdo do EE e que o seu valor foi positivo, indicando
que quanto maior o EE maior serd a EMAn. Os modelos 4
e 6, contendo respectivamente o amido total e amido nao
resistente, também se ajustam bem aos dados; contudo,
também apresentam problemas com plausibilidade bio-
loégica, pois apresentam estimativas negativas para seus
parametros, indicando que quanto maior o amido, menor é
a energia metabolizavel.

De todos os modelos apresentados, o que se ajustou me-
lhor e que parece ser mais plausivel € o modelo 3, com
coeficiente positivo relacionado a energia digestivel in vitro
do MGF. Podemos ressaltar que a acuracia dos resultados
de digestibilidade in vitro poderia ser mais alta se o na-
mero de milhos utilizados fosse maior e assim aumentado
a confiabilidade dos dados. Dessa forma, estudos futuros
com maior numero de milhos e a incorporacdo desses
dados nas equagoes de predigao poderdo gerar novas
afirmacoes e alternativas para aplicagao na nutricdo de

frangos de corte. @
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