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CARACTERISTICAS DAS SILAGENS DE GR,EN\OS DE MILHO INFLUENCIADAS
PELA REIDRATACAO E PELA INOCULACAO COM L. buchneri SOBRE O
DESEMPENHO DE BOVINOS DE CORTE CONFINADOS
RESUMO - Foram conduzidos trés experimentos com os objetivos de determinar 1)
a melhor dose e tipo de inoculante, homo ou heterofermentativo, para grao de milho
reidratado; 2) os efeitos do tempo de estocagem e do uso de inoculante sobre o perfil
fermentativo, estabilidade aerébia e degradabilidade in situ de silagem de milho gréo
umido e silagem de grdo de milho reidratado; 3) as alteragBes nos parametros
ruminais, digestibilidade e desempenho de bovinos Nelore, consumindo dietas
contendo milho seco moido ou silagem de milho grdo umido ou silagem de gréo de
milho reidratado sem e com o uso de inoculante. No experimento 1 foi avaliado
silagem de grdo de milho reidratado sem inoculante (C), com L. plantarum + P.
acidilactici (LPPA) e com L. buchneri (LB), ambos nas doses de 1 x10% 5 x10%°e 1
x108 ufc/g, estocadas por 124 dias. As silagens inoculadas com LB em relacédo ao C
apresentaram maior (P < 0,01) contagem de bactérias acido laticas (BAL),
concentracdo de 4cido acético, 4cido propidnico e 1,2-propanodiol e menor (P < 0,01)
pH, leveduras e fungos filamentosos nos 12 dias de exposi¢éo ao ar e maior (P <0,01)
estabilidade aerdbica, isso ocorreu ja na primeira dose (1 x10° ufc/g). O uso de LB
também aumentou (P < 0,05) a quebra de prolamina e a degradabilidade in situ das
silagens. Uso de LPPA ndo apresentou melhorias na fermentacdo e piorou a
deterioracdo aerébia em comparacgéo ao controle. No experimento 2 foi avaliado um
esquema fatorial 2 x 2, sendo o primeiro fator dois tipos de ensilagem, silagem de
milho umido (MU) e silagem de milho reidratado (MR); e o segundo fator o uso de
inoculante, sem (Controle) e com L. buchneri (LB; 1 x 10° ufc/g), com aberturas aos
15, 30, 60, 90, 120, 180, 240 e 300 dias de estocagem. A MR apresentou maior
concentracdo total de acidos, enquanto as silagens com LB apresentaram maior
concentracdo de acido acético e 1,2-propanodiol e menor de &cido latico e acido
butirico. Ao longo dos tempos de estocagem, MU LB e MR LB apresentaram menor
contagem de leveduras e maior contagem de BAL e estabilidade aerébia. A MR com
tamanho de particula original apresentou maior degradabilidade in situ que a MU. O
tempo minimo para atingir ganhos altos de degradabilidade foi entre 30 e 70 dias de
estocagem. No experimento 3 foram avaliadas cinco dietas contendo: silagem de

milho gréo umido (MU), silagem de milho grdo umido com L. buchneri (MUB), silagem
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de grdo de milho reidratado (MR; 1 x 10° ufc/g), silagem de grdo de milho reidratado
com L. buchneri (MRB; 1 x 10° ufc/g) e milho seco moido (MSC). No experimento de
metabolismo foram utilizados 10 animais fistulados, agrupados em dois quadrados
latinos (5 x 5), enquanto no experimento de desempenho foram utilizados 180 animais
Nelore (310£17 kg), sendo 6 animais por baia e 6 baias por tratamento. Os animais
gue consumiam silagens apresentaram maior (P < 0,05) digestibilidade da MS, MO e
PB; maior concentracdo de propionato e acidos graxos de cadeia curta totais; menor
(P < 0,01) CMS e pH ruminal; e maior (P < 0,01) eficiéncia alimentar, ELm e ELg da
dieta em relacdo aos animais consumindo MSC. O uso de L. buchneri aumentou a
estabilidade aerdbia, e o tempo de estocagem aumentou a degradabilidade das
silagens. Recomenda-se o uso de silagens de grdos de milho por propiciar melhor
digestibilidade e eficiéncia alimentar. A silagem de grdo de milho reidratado € uma

alternativa a silagem de milho gréo umido.

Palavras-chave: degradabilidade in situ, prolamina, eficiéncia alimentar
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CHARACTERISTICS OF CORN GRAIN SILAGES INFLUENCED BY
REHYDRATION AND INOCULATION WITH L. buchneri ON THE PERFORMANCE
OF FEEDLOT CATTLE
ABSTRACT - Three trials were conducted with the objective to determine 1) the best
dose and type of inoculant, homo or hetero fermentative, for reconstituted corn grain
silages; 2) the effects of storage time and the use of inoculant on the fermentation
profile, aerobic stability and in situ degradability of high moisture and reconstituted corn
grain silages; 3) changes in ruminal fermentation, digestibility and performance of
Nellore steers fed diets containing dry ground corn or high moisture or reconstituted
corn grain silages without and with inoculant. In trial 1, treatments were: reconstituted
corn grain silages without inoculant (C), L. plantarum + P. acidilactici (LPPA) and L.
buchneri (LB), both at doses of 1 x 10° 5 x 10° or 1 x 10° cfu/g, stored for 124 days.
Silages inoculated with LB compared to C had greater (P < 0.01) count or lactic acid
bacterial (LAB), acetic acid, proprionic acid and 1,2-propanediol concentrations and
lower (P < 0.01) pH, yeasts and molds for 12 days of exposure to air and higher (P <
0.01) aerobic stability, this occurs already at the first dose (1 x 10° cfu/g). The use of
LB also increased (P < 0.05) proteolysis and in situ degradability of silages. The LPPA
showed no improvements in fermentation and increased mold counts during the
aerobic stability. The trial 2 was designed in a 2 x 2 factorial arrangement: two types
of silage, high moisture corn (HMC) or reconstituted corn grain silages (RCS); and
without (control) or with L. buchneri (LB; 1 x 10°). Silos were opened after 15, 30, 60,
90, 120, 180, 240 and 300 days of storage. The RCS showed higher overall
concentration of acids, while silages inoculated with LB had greater concentrations of
acetic acid and 1,2-propanediol and lower content of lactic and butyric acids. Along the
storage time, HMC LB and RCS LB showed lower yeast count and higher BAL count
and aerobic stability. The RCS with original particle size showed higher in situ
degradability than HMC. The minimum length of storage to reach high degradability of
gains is between 30 and 70 days of storage. In trial 3 were evaluated five diets: high
moisture corn (HMC), HMC with L. buchneri (HMCLB), reconstituted corn grain silages
(RCS), RCS with L. buchneri (RCSLB) and dry ground corn (DGC). We used 10
cannulated bulls in a metabolism experiment, assigned in two latin squares (5 x 5),
and 180 Nellore bullocks (310+17 kg) in the performance experiment, with 6 animals

per pen and 6 pens per treatment. Animals fed silages had higher (P < 0.05) DM, OM
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and CP digestibility, greater concentrations of propionato and total short-chain fatty
acids, and lower (P < 0.01) DMI, rumen pH and higher (P < 0.01) feed efficiency, NEm
and NEg for the diet for the animals consuming DGC. The use of L. buchneri increases
aerobic stability and storage time increases the degradability of silages. It is
recommended the use of corn grain silages by providing better digestibility and
utilization of diet. Reconstituted corn grain silages is an alternative to the high moisture

corn silage.

Keywords: feed efficiency, in situ degradability, prolamin



CAPITULO 1 — Consideracdes gerais

1 Introducéo

O Brasil se destaca no cenério internacional como um dos maiores produtores
e exportadores de carne bovina, com grande potencial de crescimento. O sistema de
producao brasileiro tem grande demanda por tecnologias que permitam aumentar a
producdo de carne bovina e reduzir o tempo de abate. Dentre essas tecnologias se
destaca o uso da terminacao de animais em confinamento.

O milho tem sido a principal fonte energética utilizada em dietas de
confinamento, sendo utilizado por 79,3% dos nutricionistas brasileiros,
comportamento semelhante ao que ocorre nos confinamentos dos Estados Unidos
onde é utilizado por 87,5% dos nutricionistas. Niveis de inclusdo de graos acima de
50% sao praticados por 91,2% dos nutricionistas americanos e por apenas 58,1% dos
brasileiros (VASCONCELOS; GALYEAN, 2007; MILLEN et al., 2009). Embora o nivel
de inclusdo de grdos nas dietas brasileiras seja ainda bem inferior as dietas
americanas, ha um crescente interesse no Brasil por dietas com menor inclusédo de
volumosos (SANTOS et al., 2013), o que coincide com um aumento na area total
plantada de milho nos ultimos anos (CONAB, 2016).

O tipo de milho predominante no Brasil é o de textura dura do endosperma, que
possui menor digestibilidade do amido, denominado flint. Suas caracteristicas
permitem um amplo incremento na digestibilidade do amido do milho e,
consequentemente, na eficiéncia alimentar e no desempenho de bovinos consumindo
dietas com milho. Técnicas de processamento do milho, como a ensilagem do gréo
com alto teor de umidade, tém por objetivo aumentar a digestibilidade do amido
(FERRARETTO; CRUMP; SHAVER, 2013).

Na ensilagem ocorre protedlise por enzimas dos microrganismos presentes na
silagem, que leva a degradac¢ao da matriz proteica que envolve os granulos de amido
(HOFFMAN et al., 2011). Essa acéo explica o aumento da degradabilidade ruminal do
amido pel6 possivel aumento do acesso por parte dos microrganismos do rimen aos
granulos de amido (HOFFMAN et al., 2011), o que tem levado ao aumento da
eficiéncia alimentar de vacas leiteiras (FERRARETTO; CRUMP; SHAVER, 2013) e



bovinos de corte em terminacéao (LADELY et al., 1995; HUCK et al., 1998; HENRIQUE
et al., 2007; CORRIGAN et al., 2009).

A ensilagem de grao umido possui resultados consolidados, que justificam sua
adocao, porém o curto tempo de colheita, na umidade ideal (30 a 35%), podem
dificultar sua utilizacao. A préatica da reconstituicdo dos grdos de milho com agua pode
ser uma alternativa por flexibilizar o sistema (PEREIRA; PEREIRA, 2013). Isso
representa uma vantagem diante da impossibilidade de plantar areas para a producao
de grdo umido ou de baixa disponibilidade de terras da propriedade, permitindo a
aquisicdo do milho fora da propriedade.

Um fator limitante para a ensilagem de milho com alta umidade é a sua alta
suscetibilidade a deterioracdo aerdobia (SEBASTIAN et al., 1995). O uso de
inoculantes contendo cepas de bactérias heterofementativas obrigatorias,
particularmente o L. buchneri, tem aumentado a estabilidade aerdbia de silagens de
planta inteira de milho (RANJIT; KUNG, 2000; TABACCO et al., 2011) e silagem de
grao milho com alta umidade (TAYLOR; KUNG, 2002), por ocasionarem aumento na
concentracdo de acido acético, que € um importante componente antifingico, levando
a um decréscimo no numero de leveduras (KLEINSCHMIT; KUNG, 2006), que séo 0s
principais microrganismos iniciadores do processo de deterioracdo (McDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991). Entretanto dispde-se de poucas informacdes na
literatura a respeito do efeito de inoculantes no processo fermentativo e na
estabilidade aerébia de silagem de milho reidratado, bem como auséncia de
informacgdes sobre a resposta de bovinos Nelore a esse processamento de graos.

Portanto os objetivos deste trabalho foram: 1) verificar a necessidade do uso
de inoculantes para silagens de milho reidratado; 2) avaliar as caracteristicas
qguimicas, nutritivas e perdas por deterioracéo aerdbia das silagens de milho iumido ou
reidratado, ambos sem e com o uso de L. buchneri; 3) verificar os beneficios do
processo da ensilagem sobre a digestibilidade ruminal do amido através da avalicao
do desempenho e de parametros ruminais de bovinos confinados alimentados com
silagens de milho Uumido ou reidratado sem e com o uso de L. buchneri em

comparacao com o uso de milho seco moido.



2 Revisdo de Literatura

2.1 Caracterizacéo do gréo de milho

O gréo de milho € composto por uma camada fibrosa chamada de pericarpo
(5% do gréo), pelo gérmen ou embrido (11% do grdo), rico em proteina, e pelo
endosperma (75 a 80% do grado), constituido de proteinas e amido. A prolamina do
milho, denominada zeina, tem grande importancia na nutricdo animal e representa de
30 a 60% de toda a proteina do gréo. A zeina é constituida de quatro subclasses: q,
B, y e 6. Com o avanco da maturidade do gréo, as zeinas do tipo a e f formam
ligagbes, enquanto y e & se ligam a a e B zeina, formando uma matriz proteica
hidrofébica que encapsula os granulos de amido (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES,
2000). Os dados de Hoffman et al. (2011) sugerem que a y-zeina é altamente
degradada no processo fermentativo da silagem de grdo umido de milho.

No milho que possui endosperma farindceo, os granulos de amido sdo esferas
dispersas pelo endosperma, que é mole, poroso e de baixa densidade e a matriz
proteica é esparsa e fragmentada. No milho de endosperma vitreo, os granulos de
amido sao helicoidais e adensados, possuindo fortes ligagdes entre os granulos e a
matriz proteica, que € densa e bem desenvolvida, o que dificulta a penetracdo de agua
no granulo, a hidrélise enzimatica e a colonizacao por parte das bactérias do ramen,
resultando em menor digestibilidade do amido (SANTOS; CARARETO; MARQUES,
2011; PEREIRA; PEREIRA, 2013). O milho duro (ou flint) apresenta maior proporc¢ao
de vitreosidade do endosperma (73,1%) que o milho dentado (48,2%) que, por sua
vez, apresenta maior propor¢ao de endosperma farinaceo (CORREA et al., 2002).

A degradacdo ruminal do amido pode ser influenciada pela textura do
endosperma. Correia et al. (2002), comparando hibridos brasileiros e hibridos
cultivados nos Estados Unidos, observaram que a vitreosidade dos hibridos duros
brasileiros foi em média 73,1% (variando de 64,2 a 80,0%), enquanto a vitreosidade
dos hibridos dentados americanos foi em média de 48,2% (variando de 34,9 a 62,3%).
Além disso, a degradacgéo ruminal do amido foi 77,4% nos hibridos norte-americanos
e 48,5% nos brasileiros (PEREIRA, PEREIRA, 2013). O aumento da vitreosidade do



milho reduz a disponibilidade in situ do amido (CORREIA et al., 2002), a degradacao
ruminal e a digestibilidade no trato digestivo total (CORONA; OWENS; ZINN, 2006).
Portando, é possivel que o valor energético dos cultivares de milho duro
brasileiros seja inferior aos tabulados pelo NRC (1996), pois esses calculos sdo
baseados em estudos com milho dentado nos Estados Unidos (SANTOS;
CARARETO; MARQUES, 2011). Também é esperado que o milho tipo flint,
predominante no Brasil, apresente respostas positivas maiores aos meétodos de
processamento, como pode ser observado em uma compilacdo de dados realizada
por Santos, Carareto e Marques (2011), onde relataram maior acréscimo na eficiéncia
alimentar de animais consumindo silagens de milho grdo Umido nos trabalhos
nacionais (13,72%) que nos trabalhos americanos (8,6%), quando comparados ao
milho finamente moido. Em virtude disso, ha grande necessidade de buscar técnicas

gue melhorem a disponibilidade do amido do milho tipo flint.

2.2 Processamento do grao de milho

O processamento do grao de milho, seja por aumento da umidade, temperatura
e/ou pressao, apresenta efeitos positivos sobre a digestibilidade ruminal, pés-ruminal
e total do amido (THEURER et al., 1999; ZINN; OWENS; WARE, 2002;
FERRARETTO; CRUMP; SHAVER, 2013). Essas melhorias estdo relacionadas a
distarbios na matriz proteica que circunda os granulos de amido e a desorganizacéo
dos mesmos (THEURER et al., 1999), o que aumenta o acesso das bactérias do
rimen ao amido. A magnitude da alteracdo promovida pelo processamento é
inversamente proporcional a digestibilidade do grdo seco. Portanto os grédos que mais
respondem ao processamento sdo sorgo e milho e entre os gréos de milho o tipo flint
em comparacao aos dentados (SANTOS; CARARETO; MARQUES, 2011).

Em uma compilacdo de dados feita por Owens e Soderlund (2007) foram
observadas diferencas na digestibilidade do amido em diferentes compartimentos do
trato digestivo de garrotes em funcdo do processamento realizado nos graos. Métodos
mais intensos de processamento, como ensilagem de grdo com alta umidade e
floculacdo, apresentaram aumento na propor¢cdo do amido total que era digerido no

ramen e no intestino delgado e baixa digestibilidade do amido no intestino grosso, em



virtude de quase todo o amido digestivel ter sido digerido nos compartimentos
anteriores, quando comparado aos tratamentos menos intensos, como milho laminado
seco.

O aumento da digestibilidade ruminal do amido é apontado como uma
explicagdo para a melhoria no desempenho de bovinos de corte, em virtude do
aumento do aporte energético para o animal e do aumento da producdo de proteina
microbiana e consequente fluxo de proteina microbiana para o intestino delgado
(SANTOS; CARARETO; MARQUES, 2011).

2.2.1 Efeito da ensilagem sobre a digestibilidade do amido

A silagem de gréo com alta umidade, também conhecida como silagem de gréo
umido, consiste na ensilagem do grédo de milho em estagio avancado de maturacao
em torno da linha negra, quando a planta apresenta teor de umidade ainda elevado,
em torno de 30 a 40%. Dentre os métodos de processamento de graos, a ensilagem
apresenta vantagens operacionais quando comparada a outras técnicas, como
moagem e floculacdo. A ensilagem de milho grédo imido possibilita a antecipacéo da
retirada da cultura da area plantada em aproximadamente 30 dias, o que depende da
regido e das condic¢des climaticas, uma vez que o grdo de milho é colhido com MS
reduzida (60 a 70%), enquanto para a estocagem de grao seco a colheita é feita com
MS acima de 82%, mesmo quando o grdo passa pelo processo de secagem. A
antecipacdo da colheita da lavoura possibilita um novo plantio de milho ou outras
culturas e, no caso de integracao lavoura pecuaria, ocorre a liberacdo mais rapida da
area de pastagem para manejo. Com relagcdo aos processos mais intensos como a
floculacdo, a ensilagem apresenta a vantagem de ter o custo reduzido por dispensar
a aquisicao de maquinario de elevado custo.

A proteina zeina, que esta presente na matriz proteica, pode ser
potencialmente degradada durante o processo de ensilagem por solubilizacdo ou
atividade proteolitica. Apesar de ser insoluvel em agua e no fluido ruminal, a zeina
pode ser soliuvel em &cido latico e &cido acético (LAWTON, 2002), que sao
encontrados nas silagens como produtos da fermentacéo. A proteolise, devido a acéo

de enzimas das plantas ou pela acéo das proteases das bactérias, é outro mecanismo



intrinseco a fermentacéo de silagens de milho com alta umidade, que pode induzir a
degradacédo de proteinas (VIERSTRA, 1996).

Segundo Hoffman et al. (2011), a degradacdo da proteina zeina pode estar
mais relacionada a atividade de protedlise, uma vez que, aos 240 dias de ensilagem
houve reducéo da proteina zeina e aumento do N-NHs. A degradacgéo da y-zeina, que
ocorreu em maior proporcdo, e das outras fracdes de zeina, que sdo responsaveis
pelas ligacbes cruzadas com os granulos de amido, promoveu maior dissociagcao entre
os granulos e a matriz proteica, o que foi confirmado pela microscopia eletrénica dos
graos. Portanto a ensilagem do grdo com alta umidade pode melhorar o acesso das
bactérias do rumen aos granulos de amido, melhorando assim sua degradacao
ruminal.

Fernandes et al. (2015) observaram que o aumento do tempo de estocagem
reduz os teores de prolamina em silagens de grdo de milho com alta e baixa
vitreosidade, ensilados em diferentes estagios de maturacédo (linha do leite, linha
negra para silagem de grao Umido e seco depois moido e reidratado para silagem de
grao reidratado) o que propiciou aumento da degradabilidade ruminal in situ do amido
com 12 horas de incubacgéo. Kung Jr, Windle e Walker (2014) observaram ao longo
do tempo de estocagem (0, 70 e 140 dias) reducédo nos teores de prolamina e aumento
nos teores de nitrogénio amoniacal e proteina sollvel, indicio da quebra da matriz
proteica que recobre os grédos de amido, e aumento da digestibilidade in vitro do
amido. Kung Jr. (2013) sugere que tempos de armazenamento de 3 a 6 meses sao
necessarios para o aumento da digestibilidade do amido das silagens da planta inteira
de milho. Com o objetivo de estabelecer recomendacdes praticas para o tempo
minimo de estocagem para silagem de milho, Daniel, Junges e Nussio (2014)
copilaram uma série de dados e observaram que, nos primeiros 28 dias de estocagem,
ocorrem 0s maiores ganhos em digestibilidade do amido (0,31 unidades percentuais
por dia), sendo que apds esse periodo o incremento cai em 10 vezes (0,03 unidades
porcentuais por dia). Portanto, experimentos com tempos prolongados de estocagem
sdo necessarios para determinar qual o ponto onde obtemos os ganhos maximos em

digestibilidade do amido para silagens de milho gréo umido e reidratado.



2.2.2 Ensilagem de milho reidratado

A ensilagem do gréo de milho seco, ap0s passar por processo de reidratacao,
gue devolve ao grao a umidade necessaria para a sua ensilagem, € uma alternativa a
ensilagem do grdo umido de milho. Por apresentar um curto intervalo de colheita,
aumentam-se as chances de insucesso na ensilagem de milho com alta umidade, em
virtude da maturacdo excessiva e consequente perda de umidade (PEREIRA;
PEREIRA, 2013). A ensilagem do grdo reidratado apresenta as vantagens da
ensilagem, sem o risco de insucesso proveniente do ponto de colheita avancado,
guando a umidade do grédo cai abaixo de 28% o que reduz a atividade de agua
necessaria para o crescimento microbiano durante a fermentacéo.

Os graos de milho, ao alcancarem a maturidade fisiologica com uma
concentracdo de umidade em torno de 34% no milho dentado e 37% no milho duro,
nao sofrem mais alteracdo no seus teores de amido (PHILIPPEAU; MICHALET-
DOREAU, 1997). Isso demostra que o milho colhido com alta umidade e o reidratado,
provavelmente terdo concentracdes de amido semelhantes. Correia at al. (2002) nado
observaram influéncia na concentracdo de amido do grao de milho com o avanco da
maturidade, entretanto ocorre aumento da vitreosidade. O estresse sofrido pelos
graos de milho durante a secagem no campo e por aquecimento em secador
comercial, modifica a populagédo bacteriana do milho seco em comparagdo com o
milho colhido na linha negra para a confeccéo de silagem de grdo umido. Carvalho
(2014) observou no dia 0 grande quantidade de bactérias do género Clostridium
(19,5% do total de microrganismos) e menor populacéo do género Lactobacillus (9,1%
do total) no material ensilado de graos de milho reidratados, resultado bem diferente
do milho colhido para grédo umido, onde pode ser observado uma alta quantidade de
Lactobacillus (33,5% do total) e a auséncia de Clostridium.

A menor digestibilidade do grdo de milho seco em relagédo ao milho com alta
umidade, devido ao aumento da vitreosidade, pode ser compensada pela moagem
fina para reidratacdo, uma vez que o tamanho de particula também é determinante da
digestibilidade do grdao (FERRARETTO; CRUMP; SHAVER, 2013; PEREIRA,;
PEREIRA, 2013). Devido as modificagcbes no perfil microbiolégico das silagens de

milho reidratado, € necessario que estudos sejam realizados para determinar gial € o



impacto na fermentacdo, bem como os efeitos do uso de aditivos que melhorem o
perfil fermentativo e a estabilidade aerdbia dessas silagens.

Sao encontrados alguns precedentes na literatura sobre a reconstituicdo de
graos de milho e de sorgo, nos trabalhos de Tonroy, Perry e Beeson (1974), Tonroy e
Perry (1974), Owens et al. (1997). Entretanto, as formas de reidratacao sao diferentes
das propostas por recentes trabalhos realizados no Brasil (ANDRADE FILHO et al.,
2010a; ANDRADE FILHO et al.,, 2010b; BITENCOURT, 2012; PEREIRA, 2012;
CARVALHO, 2014; FERNANDES et al., 2015; MORAIS et al., 2015a; MORAIS et al.,
2015b), onde tem se preconizado a moagem fina do milho seco e reidratagao a teores
de umidade proximo de 35% com &gua a temperatura ambiente, para posterior
ensilagem.

Contudo nao hé trabalhos que comparem a silagem de milho com alta umidade
com a silagem de milho reidratado sobre o desempenho de bovinos de corte

confinados consumindo essas silagens.

2.3 Uso de inoculantes na ensilagem de graos de milho

A ensilagem de grdo umido de milho esta propensa a deterioracdo, por
apresentar altos teores de &cido latico e carboidratos sollUveis remanescentes, que
sao utilizados como substrato para o crescimento de leveduras e fungos filamentosos,
apos a abertura do silo (SEBASTIAN et al., 1996). Contudo a literatura dispdes de
poucas informacgdes sobre o perfil fermentativo e a estabilidade aerdbia das silagens
de milho reidratado (REZENDE et al., 2014), o que estimula novas pesquisas nessa
area.

Os inoculantes bacterianos, classificados como estimuladores da fermentacéao,
como as bactérias &cido laticas heterofermentativas facultativas (comumente
chamadas de homofermentativas), como Lactobacillus plantarum, Pediococcus e
Enterococcus faecium, tem a capacidade de melhorar o processo fermentativo e
acelerar a acidificacdo da silagem, o que reduz as fermentagdes secundarias e
proporciona maior recuperacdo de energia. Entretanto, o uso desses aditivos em
silagens de milho pode agravar ainda mais o problema da deterioragdo aerdbia apos

a abertura e nas areas periféricas de silos horizontais. Kleinschmit, Schmidt e Kung



(2005) estudaram o uso de L. plantarum como inoculante em silagem de milho planta
inteira e observaram decréscimo na estabilidade aerébia, devido a menor producéo
de substancias inibidoras de fungos, como o acido acético, e maior contagem de
leveduras. Kung et al. (2004) ndo observaram diferenca entre o controle e as silagens
de milho grdo Uumido com inoculantes bacterianos (entre eles o Lactobacillus
plantarum) na estabilidade aerdbia das silagens, embora as silagens inoculadas
apresentassem numericamente menor estabilidade aerdbica. Sendo portanto, mais
indicado o uso de inoculantes a base de bactérias homolaticas em culturas que tém
problemas fermentativos.

Quanto ao processo de deterioracao aerdbica, o contato com o ar pode ocorrer
em algumas fases, como no enchimento do silo, armazenamento do material por
falhas no fechamento e na etapa de utilizacdo da silagem. Com a entrada de Oz, as
leveduras iniciam a assimilacdo de &cido latico, outros produtos da fermentacdo e
carboidratos soluveis residuais, com isso ha aumento da temperatura e pH (PAHLOW
et al., 2003), com consequente consumo das substancias inibidoras do crescimento
desses microrganismos. As bactérias aerdbias também consomem o Oz, retomando
a anaerobiose de parte do ambiente. Esse novo ambiente anaerdbio, com reduzidas
substéancias inibidoras, favorece o crescimento de microrganismos anaerébios como
Clostridium (JONSSON, 1991). O processo de deterioracdo pode ser agravado em
regides de clima tropical, uma que vez altas temperaturas podem aumentar a taxa de
crescimento dos microrganismos deterioradores (ASHBELL et al., 2002). O processo
de deterioracao aerdbia esta associado com altas perdas de nutrientes e matéria seca,
diminuicdo da ingestdo (McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991; BOLSEN;
WHITLOCK; URIARTE-ARCHUNDIA, 2002) e relacdo com problemas de saude
animal, uma vez que ha riscos de contaminacfes por microrganismos patogénicos e
producdo de micotoxinas (QUEIROZ; RABAGLINO; ADESOGAN, 2011).

O uso de aditivos classificados com inibidores de deterioracdo aerébia tem
demonstrado resultados positivos no controle de deterioragdo em silagens de milho
planta inteira. Dentre eles, o Lactobacillus buchneri vem sendo um dos mais
estudados nos ultimos anos (KUNG; STOKES; LIN, 2003).

O Lactobacillus buchneri € uma bactéria acido latica heterofermentativa

obrigatéria, capaz de produzir, pela fermentacdo de glicose e frutose, acido latico,
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acido acético, manitol e etanol. A falta da enzima acetaldeido desidrogenase impede
a reducdo do acetaldeido em etanol, aumentando a producdo de &cido acético
(McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991). Justamente um desses componentes,
0 acido acético, proporciona melhorias na estabilidade aerébia das silagens, por suas
caracteristicas antifingicas. Isso porque o pH do meio é inferior ao seu pKa o que faz
com que ele esteja na forma ndo dissociada. Nessa forma, ele entra na célula
microbiana através da sua membrana via transporte passivo. Uma vez dentro da
célula, o acido é dissociado, em razédo do pH interno ser proximo a 7,0 e ocorrer a
liberacdo dos ions H*, acidificando o meio intracelular (LAMBERT; STRATFORD,
1999). Para manter a neutralidade da célula, os microrganismos eliminam os ions por
transporte ativo, levando a um gasto de energia que prejudica seu crescimento e
multiplicacédo, podendo leva-lo a morte.

Kleinschmit e Kung (2006), sumarizando os resultados de 26 experimentos com
uso de L. buchneri em silagem de milho planta inteira, observaram aumento na
concentracdo de acido acético, decréscimo no numero de leveduras e aumento da
estabilidade aerdbia das silagens tratadas. O uso do L. buchneri na concentracao de
1 x 108 ufc g de forragem também promoveu em silagens de milho planta inteira
maior concentracdo de acido acético e menor contagem de leveduras, o que refletiu
em uma maior estabilidade aerdbia (>900 h) em relacdo aos demais tratamentos
(RANJIT; KUNG, 2000). Resultados semelhantes também foram encontrados por Mari
et al. (2009) e Tabacco et al. (2011) para silagem de milho planta inteira. O efeito
positivo de aumento da estabilidade aerdbia, nas silagens de grédo umido de milho
inoculadas com L. buchneri foi relatado no trabalho de Taylor e Kung (2002) com
aumento de estabilidade de 84 para 208 horas nas silagens controle em relacdo as
silagens inoculadas com a dose mais baixa de L. buchneri (1x10° ufc por g) e enzimas
aos 166 dias de estocagem. O mesmo ocorreu nos trabalhos de Kung Jr. et al. (2007)
e Basso et al. (2012) com aumento da estabilidade aerdbia de 50 horas no controle
para mais de 200 horas nas silagens inoculadas com L. buchneri (6,6 x 10° ufc por g)
e L. buchneri + enzima, no primeiro trabalho; e de 63,8 horas no controle para 87,5
horas para silagens tratadas com L. buchneri (5 x10° ufc por g), no segundo trabalho.
Com base nos trabalhos de Taylor e Kung (2002), Kung Jr. et al. (2007) e Basso et al.
(2012), em média, o incremento na estabilidade aerébia com a inoculagédo de L.
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buchneri nas silagens de milho grdo umido é de 250% em relacdo ao controle.
Contudo, h& escassez de estudos sobre o efeito de inoculantes e doses para a
ensilagem de milho reidratado.

Outro ponto a ser levantado € a influéncia do uso de inoculantes no aumento
da degradacao do amido. Segundo Junges et al. (2015), a atividade proteolitica das
bactérias é responsavel por 60,4% da degradacao de proteina em silagens de graos
de milho reidratado. Portanto, o efeito dos inoculantes sobre o perfil microbiano das
silagens possivelmente pode influenciar a degradacao de amido nas silagens de milho

reidratado e silagem de milho grao amido.

2.4 Desempenho de animais confinados consumindo silagem de milho com alta
umidade

Diversos experimentos tém demostrado o potencial da silagem de milho com
alta umidade em aumentar a eficiéncia alimentar de bovinos confinados. Ladely et al.
(1995), avaliando o efeito dos métodos de processamento sobre trés hibridos de milho
(lenta, média e rapida taxa de desaparecimento do amido in vitro), observaram
aumento da eficiéncia alimentar de 11,33% nos bovinos em terminagao alimentados
com silagem de milho com alta umidade (inclus&o de 83% da MS) em comparacéo
com o grao seco moido. Aumento na eficiéncia alimentar de 15,42% foi observado por
Costa et al. (2002), avaliando o desempenho de bovinos superprecoces alimentados
com diferentes fontes de volumoso (silagem de milho e feno de aveia; relacéo
volumoso/concentrado de 40:60 e 30:70, respectivamente) e grédos de milho ensilados
ou secos. Henrique et al. (2007) compararam o efeito de dietas contendo milho umido
ou seco, e Huck et al. (1998), avaliando o efeito dos métodos de processamento do
grao de milho observaram um aumento de eficiéncia alimentar de 9,70% e 3,43%,
respectivamente. Resultados semelhantes também foram encontrados por Scott et al.
(2003) e Corrigan et al. (2009) em bovinos alimentados com silagem de milho com
alta umidade e subprodutos (gluten de milho umido e grdos destilados), com o
aumento na eficiéncia alimentar de 5,00% e 12,27%, quando comparados com as
dietas que continham milho seco e os mesmos subprodutos. Silva et al. (2007)
observaram aumento da eficiéncia alimentar em 17,24% para os animais alimentados

com silagem de grdo umido em comparacdo com o gréao seco (relacédo V:C de 40:60
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e inclusdo de 48% da MS de silagem de grdo umido na dieta), maior numero de
Entodinium, Eudiplodinium e do nimero total de protozoarios, o que pode ser atribuido
a maior disponibilidade ruminal de amido nessas dietas.

Ferraretto, Crump e Shaver (2013) realizaram meta analise com a finalidade de
estimar os efeitos de diferentes métodos de processamento de grdos sobre o
consumo, digestibilidade e producao de leite de vacas leiteiras. Houve tendéncia de
aumento na digestibilidade ruminal e total nos animais alimentados com silagem de
milho com alta umidade. Esses resultados podem ser atribuidos a disturbios na matriz
proteica e protedlise durante a ensilagem. A ingestdo de matéria seca (IMS) foi
reduzida em 1,2 kg/dia e a producao de leite ndo foi afetada, consequentemente, a
conversado alimentar (leite/IMS) foi maior, sendo relatada maior energia liquida para
lactacéo (ELL) nas dietas contendo silagem de milho com alta umidade. A reducdo no
tamanho de particula (>2000 pm para <2000 pm) na silagem de milho grdo umido
aumentou a digestibilidade no trato digestivo total de 89,5% para 95,2%. Esse fato
pode ser explicado pelo aumento da superficie de contato para a digestao bacteriana
e enzimatica (HUNTINGTON, 1997) de particulas mais finas e pelo aumento na taxa
de passagem de particulas mais grosseiras e mais densas pelo trato gastrointestinal
(NOCEK; TAMMINGA, 1991).

Ferraretto, Crump e Shaver (2013) concluiram que a maior quantidade de
amido digerido no rimen reduz o fluxo de amido para o duodeno, otimizando a
hidrolise no intestino delgado, refletindo em uma maior digestibilidade total do amido.
Considerando-se que a digestdo pés-ruminal é correlacionada positivamente com a
digestao total do amido, e que o aumento da digestdo ruminal pode aumentar a
digestdo pés-ruminal, isso explica a relagdo positiva entre digestibilidade ruminal e
total do amido (aumento de 3,4% de digestéo total por umidade percentual de aumento
de digestibilidade ruminal). O fluxo duodenal de amido é inversamente correlacionado
com a digestdo no trato digestivo total (reducéo de 1,3% da digestéo total por unidade
percentual de aumento no fluxo de amido no duodeno), portanto o aumento do fluxo
de amido para o duodeno reduz a digestdo poés-ruminal do amido e,
consequentemente, reduz a digestdo total do amido. A reducéo na digestao pos-
ruminal do amido em funcdo do aumento do fluxo de amido no duodeno esta

relacionada a alta taxa de passagem através dos intestinos, que leva a um tempo
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insuficiente para completar a hidrolise do amido (Owens et al., 1986) ou a insuficiente
atividade da amilase pancreatica (Huntington, 1997).

Ao avaliar o desempenho de vacas leiteiras consumindo milho moido, silagem
de milho reidratado e ensilado ou milho extrusado, Bitencourt (2012) observou
tendéncia de aumento na conversao do alimento ingerido em leite e na digestibilidade
da matéria orgéanica, além de queda no teor de N-ureico no leite com milho reidratado
e ensilado comparado com o milho seco. Apesar de ter sido observado um indicio
numeérico de maior producdo de proteina microbiana, dada a maior excrecdo de
alantoina para a silagem de milho reidratado, isso néo teve reflexo em producéo de
proteina no leite. O que pode ser um indicio de que a tendéncia de maior producao de
proteina no leite com milho extrusado ndo foi devida a producdo de proteina
microbiana e sim, ao aumento da disponibilidade de aminoacidos metabolizaveis para
a glandula mamaria, devido ao maior fluxo de propionato para o figado, o que pode
poupara aminodacidos gliconeogénicos. Esse fato demostra que outras rotas além do
aumento da producdo de proteina microbiana podem explicar os resultados do

processamento do milho.
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CAPITULO 2 - Perfil fermentativo, caracteristicas microbioldgicas e estabilidade aerébia de
silagens de milho reidratado com diferentes doses de Lactobacillus buchneri

ou Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici

Resumo

Nosso objetivo com este trabalho foi determinar qual inoculante e dose de microrganismo deve
ser utilizado na ensilagem de grédos de milho reidratados. Para isso avaliou-se o uso de doses de
inoculantes L. buchneri (LB) ou L. plantarum e P. acidilactici (LPPA) sobre o perfil
fermentativo, caracteristicas microbiologicas e estabilidade aerdbia de silagens de milho
reidratado, bem como sua acdo na matriz proteica dos grdos e na degradabilidade do amido. O
milho foi finamente moido e reidratado para ficar com matéria seca (MS) de 650 g/kg. O
delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com sete tratamentos e seis repeticoes,
sendo: 1) controle (C); 2) LPPA na dose de 1x10° ufc/g de milho reidratado; 3) LPPA na dose
de 5x10° ufc/g; 4) LPPA na dose de 1x10° ufc/g; 5) LB na dose de 1x10° ufc/g; 6) LB na dose
de 5x10° ufc/g; e 7) LB na dose de 1x10° ufc/g. A recuperagdo de MS foi menor (P < 0,01) e as
perdas por gases foram maiores (P < 0,01) nas silagens inoculadas com LB em relagdo as
silagens C. Ja as silagens com LPPA né&o apresentaram diferenca (P = 0,05) em comparacgéo as
C. O uso de LB, em comparacdo com o C reduziu (P < 0,01) as concentracfes de acido latico e
etanol e aumentou o pH (P < 0,01) e as concentragdes de acido acético, acido propibnico e 1,2-
propanodiol. No momento da abertura, as silagens com LB apresentaram maior contagem de
bactérias acido laticas (BAL) e menor contagem de leveduras (P < 0,01) em relagdo as silagens
C. A estabilidade aerobia foi maior (P < 0,01) nas silagens com LB e menor (P = 0,01) nas
silagens com LPPA em relacdo ao tratamento C, ndo havendo diferenca (P > 0,05) no uso de

doses crescentes de ambos os inoculantes. O uso de LB reduziu (P < 0,01) as perdas de MS
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durante o periodo de exposicao ao ar em relacdo ao C, ndo havendo diferenca (P > 0,05) entre
as doses, enquanto o uso de LPPA aumentou (P = 0,02) as perdas de MS em relagéo ao C,
havendo um comportamento linear (P < 0,01) com o uso de doses crescentes de LPPA. Os
teores de prolamina foram menores (P = 0,02) nas silagens inoculadas com LB em relacdo ao
C, o que refletiu em maior (P < 0,01) degradabilidade da MS em 12 horas. N&o houve diferencas
(P > 0,05) dos teores de prolamina e degradabilidade (12 horas) nas silagens inoculadas com
LPPA em relacdo ao C. Recomenda-se 0 uso de LB na dose 1x10° ufc/g de milho reidratado,
por mudar o perfil de acidos das silagens de grdos de milho reidratado, produzir maior
guantidade de &cido acético, reduzir a contagem de leveduras e fungos filamentosos, o que
aumenta a estabilidade aerdbia e a degradabilidade da MS em 12 horas das silagens de milho

reidratado.

Palavras-chave: compostos volateis, degradabilidade do amido, prolamina

1. Introducéo

Estudos com foco na melhoria da digestibilidade do amido do milho tém sido
frequentes, explorando principalmente os diferentes tipos de processamento dos graos
(Ferraretto et al, 2013). Técnicas como ensilagem dos grdos de milho seco, reidratados ap6s
processo de moagem, tém sido utilizadas de forma promissora por combinar dois
processamentos, a moagem e a ensilagem. Essa técnica consiste na ensilagem dos gréos de
milho secos e moidos apds passar por um processo de reidratacdo para retomar a umidade
necessaria para o crescimento de microrganismos (Resende et al., 2014). Isso representa uma

vantagem diante da impossibilidade de plantar areas para producdo de grdo imido de milho ou
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de baixa disponibilidade de terras, permitindo a aquisicdo do milho fora da propriedade.
Contudo, os grdos maduros utilizados na ensilagem de milho reidratado apresentam variavel
concentracdo de carboidratos sollveis, em comparacao com silagens de milho planta inteira,
baixa contagem de Lactobacillus e elevada contagem de microrganismos indesejaveis, como
esporos de Clostridium (Carvalho et al., 2015). Isso pode constituir fator limitante no processo
fermentativo e potencializar problemas de deterioracédo, sendo recomendado o uso de aditivos.

Aditivos microbianos a base de bactérias heterofermentativas facultativas (comumente
chamadas de homofermentativas), como Lactobacillus plantarum, varios Pediococcus e
Enterococcus faecium, constituem um grupo capaz de reduzir rapidamente o pH das silagens.
Ja as bactérias &cido laticas heterofermentativas obrigatorias agem como inibidores da
deterioracdo aerdbia (Kung et al., 2003), um dos principais problemas das silagens de graos de
milho (Taylor e Kung, 2002; Resende et al., 2014). Dentro desse grupo, o L. buchneri apresenta
destaque devido a alta capacidade antifungica de um dos produtos da sua fermentacao, o acido
acético (Kleinschmit e Kung, 2006; Basso et al., 2012; Tabacco et al., 2011). O efeito dos
inoculantes sobre o perfil microbiano das silagens de milho reidratado, possivelmente, pode
influenciar a degradacdo do amido. Uma vez que a atividade proteolitica de bactérias é
responsavel por 60,4% da degradacdo de proteina em silagens de grdos de milho reidratado
(Junges et al., 2015), e que a prote6lise da matriz proteica hidrofébica que recobre os granulos
de amido pode aumentar a digestibilidade do amido (Hoffman et al., 2011). Contudo, s&o
escassos na literatura estudos sobre o efeito desses inoculantes, bem como a recomendacao das
melhores doses para a ensilagem de milho reidratado. Em busca de uma melhor eficiéncia de
uso desses inoculantes é fundamental estabelecer a melhor dose.

Tem-se como hipoOtese que o uso de inoculantes homolaticos melhoraria o perfil

fermentativo pelo rapido decréscimo do pH, e que os inoculantes heterolaticos aumentariam a
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estabilidade aerdbica das silagens, em funcdo do aumento do &cido acético. O objetivo deste
trabalho foi determinar qual inoculante e dose de microrganismo devem ser utilizados na
ensilagem de graos reidratados. Para isso, avaliou-se 0 uso de doses de inoculantes L. buchneri
ou L. plantarum e P. acidilactici sobre o perfil fermentativo, caracteristicas microbioldgicas e
estabilidade aerdbia de silagens de milho reidratado, bem como sua a¢ao na matriz proteica dos

gréos e na degradabilidade do amido.

2. Material e Métodos
2.1 Processo de ensilagem

O milho foi finamente moido em moinho de martelo (TN 9), utilizando-se peneira com
crivo de 2 mm. Apos essa etapa, foi colocado em vagao de mistura total com balanca acoplada
(Siltomac, modelo S-2.3, Sdo Carlos, SP, Brasil), onde recebeu agua de poco artesiano a
temperatura ambiente, com o objetivo de atingir teor de umidade de 35%, com mistura
constante para garantir uniformizacdo do material. O milho reidratado (Tabela 1) foi ent&o
depositado em sete pilhas e utilizados para a confec¢do dos seguintes tratamentos: 1) controle
(C); 2) Lactobacillus plantarum (MA18/5U) e Pediococcus acidilactici (MA18/5M) (LPPA,;
Bacto Silo Master Tropical, Lallemand, Aparecida de Goiania, GO, Brasil) na dose de 1x10°
ufc de bactérias por grama de milho reidratado; 3) LPPA na dose de 5x10° ufc/g; 4) LPPA na
dose de 1x10° ufc/g; 5) Lactobacillus buchneri (LB; NCIMB 40788, Lallemand, Aparecida de
Goiania, GO, Brasil) na dose de 1x10° ufc de bactérias por grama de milho reidratado; 6) LB
na dose de 5x10° ufc/g; e 7) LB na dose de 1x10° ufc/g, sendo utilizadas seis repeti¢des por
tratamento. Em ambos os tratamentos os inoculantes foram diluidos em agua sem cloro, sendo

aplicados 2 L por tonelada de material ensilado por meio de pulverizador manual, sendo
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utilizado um pulverizador por tratamento. O controle também recebeu a mesma quantidade de
agua dos tratamentos com aditivos.

Como silos experimentais, foram utilizados baldes plasticos com capacidade de 15 L. A
compactacao foi realizada manualmente, tendo como densidade média 1085+75 kg por m® de

matéria natural. ApGs a compactacao, cada silo foi vedado com tampa pléastica apropriada.

2.2 Perdas fermentativas

Os mini silos foram pesados imediatamente depois do fechamento e antes da abertura
para a determinacdo das perdas por gases (PG), segundo as equacOes abaixo descritas. Na
abertura, foram usados os teores de MS corrigidos considerando-se as concentracGes dos
compostos volateis (Weissbach, 2009).
Perdas por gases (% de MS) = (PSI — PSF)/MSI x 100 (@)
Onde: PSI = peso do silo no momento da ensilagem (kg), PSF = peso do silo no momento da
abertura (kg); e MSI = matéria seca ensilada (quantidade de forragem em kg x % MS da

forragem).

Tabela 1. Composicdo quimica (g/kg de MS) do material ensilado de milho reidratado

Item MU
MS 642,3
PB 82,6
CSA! 21,7
Prolamina 46,0

1CSA = carboidratos soltveis em agua.

2.3 Periodo de estabilidade aerobia
Os silos foram abertos apos 124 dias de estocagem, homogeneizados e subamostrados.
Cada subamostra foi submetida a determinacéo das alteragdes das caracteristicas do gréo, perfil

fermentativo, contagem microbiana e estabilidade aerobica.
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Aproximadamente trés kg de silagem foram colocados em baldes plasticos e foram
cobertos com folha de papel aluminio, para evitar perda de umidade da silagem e contaminacéo
por elementos externos (Tabacco et al., 2009), para 0 monitoramento da estabilidade aerdbia.
Os baldes foram mantidos em sala fechada em temperatura ambiente. A temperatura das
silagens e do ambiente foram registradas a cada meia hora por meio de data loggers
(Pro2.07.09, Escort Console, Buchanan, VA, Estados Unidos da América). A estabilidade
aerobia foi definida como o niumero de horas que a silagem permaneceu estavel antes de atingir
5°C acima da temperatura ambiente, estratégia adotada por que o ensaio foi realizado em
temperatura ambiente ndo controlada. Foram calculados o pico de temperatura, as horas para
atingir o pico de temperatura e a soma das medias das diferencas de temperatura por dia do
balde com o ambiente aos 4, 8 e 12 dias de aerobiose (ADITE4, ADITE8 e ADITE12). Mais
trés kg de silagem foram depositados em baldes plasticos para determinacédo do perfil do pH ao
longo da exposicdo aerobia, os quais também foram cobertos com folha de aluminio e

amostrados nos dias 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 de aerobiose.

2.4 Analises quimicas e microbioldgicas

O material pré-ensilado e as silagens, ambos em duplicata, foram levados a estufa de
ventilacdo forcada a 55°C por 72 horas para estimacdo da MS (n° do método 934.01, AOAC,
1995) sendo moidos em moinho com peneira de crivo de 1 mm para posterior estimacao da
proteina bruta (PB) conforme a AOAC (n° do método 978.04; 1995), carboidratos soliveis em
agua (Hall, 2000) e prolamina (Nellis et al., 2013). A determinag&o do pH, nitrogénio amoniacal
(N-NH3), &cido latico (Pryce, 1969) e compostos volateis foram obtidos por meio de extrato
aquoso (1:10) com agua destilada. O pH foi medido com potenciémetro (DM-22, Digimed, S&o

Paulo, SP, Brasil) e o nitrogénio amoniacal (N-NH3) segundo técnica descrita por Noel e
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Hambleton (1976). Os teores de alcoois, ésteres, acidos graxos volateis e acetona foram
estimados em cromatografo gasoso com detector de massas (GCMS) (GCMS QP 2010 plus,
Shimadzu®, Kyoto, Japan), usando coluna capilar (Stabilwax, Restek®, Bellefonte, USA; 60
m, 0,25 mm g, 0,25 pum crossbond carbowax polyethylene glycol) e parametros analiticos
conforme as recomendacdes do fabricante.

Outra amostra de silagem foi utilizada para a contagem de leveduras, fungos
filamentosos e bactérias acido laticas (BAL), utilizando-se extrato aquoso (1:10) com agua
peptonada (1 g por litro de agua), homogeneizado durante 4 minutos no Stomacher® (400
Circulator, West Sussex, UK). Para a contagem de leveduras e fungos filamentosos foi utilizada
a técnica de plagueamento em superficie, com o meio de cultura YGC Agar (Fluka), sendo
preparadas diluicGes em série e em duplicata (Tabacco et al., 2009). Apos incubacéo a 28 °C,
durante trés e cinco dias para leveduras e fungos filamentosos, respectivamente, foram contadas
as colbnias separadamente, com base nas suas caracteristicas macromorfologicas. Na contagem
de BAL foi usada a mesma técnica descrita para leveduras e fungos filamentosos, entretanto o
meio de cultura utilizado foi 0 MRS Agar (Himedia), e a incubacdo foi realizada a 35°C por
trés dias para contagem das col6nias de BAL. Durante o0 ensaio de estabilidade aerdbia foram
coletadas amostras dos baldes nos dias 4, 8 e 12, sendo destinadas a leitura de pH e a contagem

de leveduras e fungos filamentosos.

2.5 Degradabilidade in situ

O material pré-ensilado e as silagens, ambos em duplicata, foram levados a estufa de
ventilacdo forgcada a 55°C por 72 horas para estimagdo da MS (AOAC, 1995). Para a analise de
degradabilidade in situ foram utilizados 5 g de silagem seca, porém com tamanho de particula

original, incubada em sacos para degradabilidade (modelo R1020, Ankon, 50+15 micras),
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conforme descrito por Nocek (1988). Foram utilizados seis bovinos Nelore canulados no
rumen, recebendo dieta com alta inclusdo de milho seco e moido (62,6 % da MS da dieta), com
relacdo volumoso:concentrado de 12,5:87,5. Foram utilizados dois tempos de incubacéo, 12 e
24 horas, simulando situacéo de alta (0,08/h) e baixa (0,04/h) taxa de passagem. Em cada animal
foi incubado uma das repeticbes de cada tratamento (foram utilizados 4 sacos para cada
repeticdo), portanto em cada animal foram incubados todos os tratamento, sendo colocados
primeiro os sacos de 24 horas e, apds 12 horas, 0s sacos de 12 horas, todos ficaram retirados ao
mesmo tempo e lavados e secados por 72 horas em estufa de circulacdo forcada a 55°C para

posterior pesagem.

2.6 Analise estatistica

As variaveis foram analisadas como delineamento inteiramente casualizado com 6
repetigdes com o seguinte modelo: Yi=p + Ti+ ej, onde Yi = variavel resposta; u = média geral;
Ti = efeito de tratamento (i = C, LPPA 1x10° LPPA 5x10°, LPPA 1x106, LB 1x10°, LB 5x10°,
LB 1x10°); e = erro experimental. As variaveis foram analisadas pelo PROC MIXED de SAS
(9.2). Os resultados significativos foram avaliados por contrastes ortogonais (C1: C vs LPPA,;
C2: C vs LB; C3: linear nas doses de LPPA; C4: quadréatico nas doses de LPPA; C5: linear nas
doses de LB; C6: quadratico nas doses de LB). Foi adotado o nivel de significancia de 5%.

As variaveis pH, contagem de leveduras e de fungos filamentosos ao longo de 12 dias
de exposicéo ao ar foram avaliadas como medidas repetidas no tempo com o seguinte modelo:
Yik= + Ti+ Dj + Aj:i + TxDjj + eij. Em que efeitos fixos sdo u = média geral; Ti = tratamento
(i=C, LPPA 1x10° LPPA 5x10° LPPA 1x108, LB 1x10° LB 5x10° LB 1x10°); D; = dias de
exposicdo ao ar (pH, j=0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12; leveduras e fungos filamentosos, j =0, 4, 8 e 12);

TxDjj = interacdo entre tratamento e dias de exposi¢éo ao ar; e efeitos aleatdrios de Aj:i (balde
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aninhado em tratamento) e ejj = erro experimental. A melhor estrutura de variancia para cada
varidvel testada foi escolhida pele menor BIC. As varidveis foram analisadas pelo PROC

MIXED de SAS (9.2).

3. Resultados

3.1 Caracteristicas quimicas e perfil fermentativo

Todas as variaveis testadas apresentaram diferencas significativas (P < 0,05), com
excecdo de degradabilidade da MS in situ em 24 horas de incubacéo (P = 0,29), metanol (P =
0,30), acetona (P = 0,23) e alcool iso-propilico (P = 0,10), sendo apresentado os resultados dos
contrastes para as demais variaveis. Em comparacdo com o C, as silagens LPPA néo
apresentaram diferencas (P > 0,05) nos teores de MS, PB, prolamina e N-NH3 (Tabela 2). Com
0 uso de doses crescentes de LPPA, os teores prolamina aumentaram linearmente (P < 0,01), e
os teores de N-NHj3 tiveram comportamento quadratico (P < 0,01). Ja as silagens inoculadas
com LB tiveram menores (P = 0,02) teores de prolamina e maiores (P < 0,01) de N-NHz em
relacdo ao C. N&o houve diferenca nos teores de MS (P = 0,10) e PB (P = 0,99) nas silagens
inoculadas com LB em comparag¢do com o C. Com o uso de doses crescentes de LB os teores
de MS e PB aumentaram de forma linear (P < 0,05), os valores de N-NH3 reduziram de forma
linear (P < 0,01), e ndo houve diferencas (P > 0,05) nos teores de prolamina.

As silagens LPPA ndo diferiram nas perdas por gases e tiveram menor contagem de
BAL (P =0,01), emrelacéo a silagem C. Doses crescentes de LPPA néo influenciaram as perdas
por gases e a contagem de BAL (Tabela 2). Em relacdo ao C, as silagens inoculadas com LB

tiveram maiores (P < 0,01) perdas por gases e contagem de bactérias acido laticas.
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As silagens LPPA apresentaram menor (P < 0,01) concentracédo de &cido acético, lactato
de etila (resposta quadratica as doses crescentes; P < 0,01) e 2-butanol, além de maior (P <
0,05) concentracdo de acido butirico e acido valérico (resposta linear as doses crescentes; P <
0,01) em comparagdo com o C, ndo havendo diferengas (P > 0,05) entre LPPA e C para 0s
demais acidos (Tabela 3). Houve efeito das doses crescentes de LPPA com resposta quadratica
(P = 0,02) de etanol e acetato de etila, linear crescentes (P < 0,01) de 1,2-propaniciol; e linear
decrescente (P < 0,05) de acido latico e 2,3-butanodiol. Silagens inoculadas com LB
apresentaram diferencas (P < 0,01) em todos os acidos estudados (Tabela 2), com excecdo do
acido butirico (P = 0,08) e do &cido valérico (P = 0,70). Em comparacdo ao C, as silagens com
LB apresentaram menor concentracdo de acido latico, etanol, lactato de etila (resposta linear
crescente; P < 0,01), acido iso-valérico (resposta linear decrescente; P = 0,03), e maior
concentracdo de acido acético, acido propidnico (resposta linear decrescente; P < 0,01), 1,2-
propanodiol, 2,3-butanodiol (resposta linear decrescente; P = 0,02), acetato de etila (resposta
linear decrescente; P = 0,03), &cido formico (resposta linear decrescente; P = 0,02), &cido iso-
butirico, 2-butanol (resposta linear decrescente; P < 0,01), acetato de propila (resposta linear

decrescente; P < 0,01).
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Tabela 2. Perfil fermentativo, microbiologia e estabilidade aerdbia de silagens de milho reidratado sem inoculante (Controle, C) e tratamentos
com Lactobacillus buchneri (LB; NCIMB 40788) nas doses de 1x10° 5x10° ou 1x10° ufc de bactérias por g de milho reidratado e
Lactobacillus plantarum (MA18/5U) e Pediococcus acidilactici (MA18/5M) (LPPA) nas doses de 1x10°, 5x10° ou 1x10° ufc de bactérias

por g de milho reidratado

] . LPPA LB o Cvs  Cus LPPA LB
Itens 1x10° 5x10° 1x10°  1x10° 5x10° 1x10° =M Pvalol ppa 1B T o o L 0
MS, g/kg de MN 628 632 630 638 620 633 639 027 003 014 010 008 011 001 094
PB, g/kg de MS 911 832 852 847 836 927 968 296 001 008 099 071 070 <001 037
Prolamina, g/kgde MS 355 322 363 385 315 310 31,6 144 <001 092 002 <001 047 096 074
N-NHs, g/kg de MS 071 073 059 1,00 103 098 075 004 <001 016 <001 <001 <001 <001 020
PG, glkg de MS 165 131 153 144 240 232 234 372 <001 005 <00l 040 021 068 067
E)anigf; acido laticas, 346 949 94 253 646 635 631 025 <001 001 <001 079 023 068 091
Estabilidade aerobia, h 71 57 49 51 288 288 288 235 <001 <001 <001 033 023 076 031
Horas para o pico de 161 174 153 158 138 139 138 381 <001 083 <001 001 <001 096 081
temperatura, h

Pico de temperatura, °C 44,6 46,8 435 496 287 284 281 056 <001 004 <001 <00l <001 023 098
Perdas de MS na 127 132 121 165 182 251 316 993 <001 051 <00l 005 012 011 086
aerobiose, g/kg de MS

ADIT 4 181 222 308 266 099 -104 -155 206 <001 011 <001 037 006 003 0,65
ADIT 8 791 861 880 99,9 0,75 -218 -302 318 <001 017 <001 001 040 001 0,68
ADIT 12 148 156 150 171 124 124 247 387 <001 023 <001 002 005 001 049

aMS = mateira seca; PB = proteina bruta; N-NH3 = nitrogénio amoniacal; PG = perdas por gases; ADIT = soma das médias de diferenca da
temperatura dos silos e da temperatura ambiente nos 4, 8 e 12 dias de exposi¢do ao ar. °P-valor = valor de probabilidade de erro para os
tratamentos. °L = efeito linear. 9Q =efeito quadratico.
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Tabela 3. Componentes volateis de silagens de milho reidratado sem inoculante (Controle, C) e tratamentos com Lactobacillus buchneri (LB;
NCIMB 40788) nas doses de 1x10°, 5x10° ou 1x10° ufc de bactérias por g de milho reidratado e Lactobacillus plantarum (MA18/5U) e
Pediococcus acidilactici (MA18/5M) (LPPA) nas doses de 1x10° 5x10° ou 1x10° ufc de bactérias por g de milho reidratado

LPPA LB “Cus cuws_ LPPA LB
Itens € TIX10° 5x10° 1x10°  1x10° 5x10° 1x106 °°M PV ppa B T b o L O
o/kg de MS
Acido ltico 276 281 243 234 120 114 151 148 <001 018 <001 003 035 012 027
Acido acético 360 283 266 249 154 152 163 052 <001 <00l <00l 033 089 040 066
Etanol 525 568 676 508 293 338 372 043 <001 024 <001 027 002 019 084
mg/kg de MS
Acido propionico 305 238 261 224 1596 781 664 557 <001 007 <001 074 058 <001 001
Acido butirico 516 779 11,79 700 341 349 355 115 <001 003 008 069 017 076 0097
1,2-Propanadiol 1745 45 184 145 11305 11216 12216 287 <001 009 <001 <001 <001 025 0,58
2 3-Butanodiol 393 398 343 204 2183 2205 1836 633 <001 022 <001 004 073 002 025
Lactato de etila 172 146 173 153 304 451 641 388 <00l <00l <00l 037 <001 <001 024
Acetato de etila 543 498 657 412 148 112 108 895 <001 077 <001 027 002 003 0,26
Acido férmico 091 106 000 0,01 248 209 192 164 <001 098 <00l 097 098 002 048
Metanol 314 371 361 259 322 300 332 336 030 067 091 002 035 080 052
1-Propanol 000 000 000 0,00 144 135 128 463 <001 100 <001 100 100 015 0,82
Acetona 775 557 623 630 764 791 715 074 023 005 083 051 072 062 059
Acido iso-butiico 1,87 312 222 310 203 203 204 077 <001 007 <001 093 008 093 0098
Acido iso-valérico 526 500 485 498 266 240 178 029 <001 035 <001 098 070 003 072
2-Butanol 630 034 097 040 1976 898 560 110 <001 <001 <001 094 028 <001 0,07
Acetato de propila 0,40 047 059 031 12,09 8,43 7,41 049 <001 0,75 <0,01 040 0,47 <0,01 0,16
Acido valérico 094 225 148 117 103 077 086 016 <001 <00l 070 <00l 038 036 012

Alcool iso-propilico 0,71 041 061 0,59 0,91 0,79 0,80 0,12 0,10 021 039 032 042 0,52 0,64

3p-valor = valor de probabilidade de erro para os tratamentos. °L = efeito linear. °Q =efeito quadratico.
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3.2 Estabilidade aerobia

O uso do inoculante LB aumentou (P < 0,01) a estabilidade das silagens de milho
reidratado em 406% em relacdo ao C, enquanto o uso de LPPA reduziu (P < 0,01) a estabilidade
aerobia em 26% em relacdo ao C (Tabela 2). As silagens LB levaram menos horas para atingir
0 pico de temperatura que as silagens C (P < 0,01; Tabela 2), porém o pico de temperatura foi
menor (P < 0,01) nas silagens inoculadas com LB. Embora ndo haja diferenca entre LPPA e C
na variavel horas para atingir o pico de temperatura, o uso de doses crescentes de LPPA reduz
linearmente (P = 0,01) o tempo para atingir o pico de temperatura. Doses crescentes LPPA
aumentaram (P = 0,04) o pico de temperatura das silagens de milho reidratado de forma linear
crescente, sendo em média maior (P < 0,01) que o pico de temperatura atingido pelas silagens
ndo tratadas (C).

As perdas de MS das silagens expostas a um ambiente aerébio por 12 dias sdo menores
nas silagens inoculadas com LB (P < 0,01) e maiores nas silagens inoculadas com LPPA (P =
0,02) em relagéo ao C. A perdas de MS aumentaram linearmente (P < 0,01) com o uso de doses
crescentes de LPPA.

Silagens inoculadas com LB apresentaram menores ADIT aos 4, 8 e 12 dias de
exposicdo ao ar em relagdo ao C (P < 0,01), havendo efeito linear decrescente (P < 0,05) com
0 aumento das doses de LB em todos os ADIT. As silagens de milho reidratado, inoculadas
com doses crescentes de LPPA, aumentaram de forma linear os ADIT8 e ADIT12 (P < 0,05),
embora néo tenham sido diferentes do C (P > 0,05).

Houve interacdo (P > 0,01) entre os tratamentos e os dias de exposi¢do ao ar (Figura 1).
No dia da abertura dos silos (dia 0) e no dia dois de exposi¢do ao ar, as silagens com LB
apresentaram valores de pH maiores que as silagens com LPPA e C. A partir do dia quatro,

entretanto, os valores de pH das silagens LPPA e C aumentaram, permanecendo acima dos
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valores de pH das silagens LB. O valore de pH das silagens inoculadas com LB permaneceram

abaixo de 4,50 durante os 12 dias de exposic¢ao ao ar.
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Figura 1. pH de silagens de milho reidratado sem inoculante (Controle, C) e tratamentos com
Lactobacillus buchneri (LB; NCIMB 40788) nas doses de 1x10° 5x10° ou 1x10° ufc de
bactérias por grama de milho reidratado e Lactobacillus plantarum (MA18/5U) e Pediococcus
acidilactici (MA18/5M) (LPPA) nas doses de 1x10°, 5x10° ou 1x10° ufc de bactérias por grama
de milho reidratado; EPM = 0,13. Efeito de tratamento, P < 0,01; efeito de dias de exposicao
ao ar, P < 0,01; interagéo entre efeito de tratamento e dias de exposic¢ao ao ar, P < 0,01.

Houve interacdo (P < 0,01) entre tratamentos e dias de exposicdo ao ar nas contagens
de leveduras e fundos filamentosos (Figura 2). O uso de LB reduziu a contagem de leveduras
em todos os dias de exposicao ao ar em relacdo ao C e aos LPPA. As leveduras permaneceram
durante todo esse periodo abaixo do nivel de detec¢do (< 2,00 log de ufc/g silagem), com
excecdo do dia quatro. No dia da abertura das silagens a contagem de fungos filamentosos

estavam abaixo do nivel de deteccdo para todos os tratamentos. Silagens com LB permaneceram

com contagem abaixo do nivel de detec¢do durante os 12 dias de exposicdo ao ar. A partir do
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dia quatro, para silagens com LPPA, e do dia oito, na silagem C, houve maior contagem de

fungos filamentosos em comparagdo com LB.
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Figura 2. Contagem de leveduras (a) e fungos filamentosos (b) de milho reidratado sem
inoculante (Controle, C) e tratamentos com Lactobacillus buchneri (LB; NCIMB 40788) nas
doses de 1x10°, 5x10° ou 1x10° ufc de bactérias por grama de milho reidratado e Lactobacillus
plantarum (MA18/5U) e Pediococcus acidilactici (MA18/5M) (LPPA) nas doses de 1x10°,
5x10° ou 1x10° ufc de bactérias por grama de milho reidratado; (a) EPM = 0,23 (b) EPM =
0,31. (a; b) Efeito de tratamento, P < 0,01; efeito de dias de exposicdo ao ar, P < 0,01; interagcdo
entre efeito de tratamento e dias de exposicao ao ar, P < 0,01.
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3.3 Degradabilidade in situ

O uso de inoculantes influenciou (P < 0,01) a degradabilidade in situ da MS (Tabela 3)
das silagens de milho reidratado com 12 horas de incubacéo, entretanto ndo influenciou (P =
0,29) com 24 horas de incubacdo. A degradabilidade in situ da MS com 12 horas de incubacéo
foi maior (P < 0,01) nas silagens inoculadas com LB em comparacdo com as silagens C. N&o
houve diferenca na degradabilidade com 12 horas de incubacdo em silagens com LPPA em

relacdo ao C (P = 0,06), e entre as doses crescentes de ambos os inoculantes (P > 0,05).
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Tabela 3. Digestibilidade in situ da MS com 12 e 24 horas de incubacédo de silagens de milho reidratado sem inoculante (Controle, C) e
tratamentos com Lactobacillus buchneri (LB; NCIMB 40788) nas doses de 1x10°, 5x10° ou 1x10° ufc de bactérias por g de milho reidratado
e Lactobacillus plantarum (MA18/5U) e Pediococcus acidilactici (MA18/5M) (LPPA) nas doses de 1x10°, 5x10° ou 1x10° ufc de bactérias

por g de milho reidratado

LPPA LB Cvs Cvs  LPPA LB
Itens C EPM  P-valor
1x105 5x105 1x106  1x105 5x105 1x106 LPPA LB L1 Q2 L Q
Degradabilidade 12h 29, o507 g4 g17 836 843 864 113 <001 006 <001 079 070 007 071
(9/kg de MS)
Degradabilidade 24 h 845 876 862 863 878 889 882 132 029 016 002 050 063 0,89 057

(9/kg de MS)

ap-valor = valor de probabilidade de erro para os tratamentos. °L = efeito linear. °Q =efeito quadratico.
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4. Discussdo

Uma grande preocupacdo com relacdo a silagem de milho reidratado € a capacidade
fermentativa do material. No grdo de milho ha o acimulo de amido, carboidratos de reserva da
planta, restando pouca quantidade de carboidratos sollveis em agua, que € o principal substrato
para o crescimento das BAL na silagem. Neste experimento ndo foram observados problemas
no processo fermentativo nas silagens de milho reidratado, uma vez que as silagens C
apresentaram valores de pH de 4,16, estando dentro do ideal (3,8 a 4,2; McDonald et al., 1991).
Houve consideravel producéo de acido latico, acético, propidnico, butirico e etanol nas silagens
C (total de 36,49 g por kg), sendo semelhante aos encontrados na literatura para silagens de
milho com alta umidade (Sebastian et al., 1996, Taylor e Kung, 2002, Kung et al., 2007) e
silagem de milho reidratado (Rezende et al., 2014). As perdas de MS nas silagens de milho
reidratado no tratamento C durante o processo de ensilagem foram baixas (15,4 g por kg de
MS), porém, durante o periodo de exposicdo ao ar, essas perdas foram elevadas (127 g por kg
de MS), devido a sua baixa estabilidade aerébia de 71 horas. As silagens C apresentaram altos
picos de temperatura e elevacao do pH durante o periodo de exposi¢do ao ar, sugerindo assim,
que silagens de milho reidratado apresentam problemas de estabilidade aerdbia.

A inoculagdo com LB mudou o perfil fermentativo em relacéo ao C, pois apresentaram
menores concentragdes de &cido latico e etanol, e maior de acido acético, &cido propibnico, 1,2-
propanodiol e 2,3-butanodiol. As BAL heterofermentativas obrigatdrias, grupo ao qual o L.
buchneri pertence, produzem pela fermentacdo da glicose e frutose ndo s6 &cido latico, mas
também &cido acético, manitol e etanol. Uma particularidade do L. buchneri é a auséncia da
enzima acetaldeido desidrogenase, o que impede a reducdo do acetaldeido em etanol
(McDonald et al.,1991), aumentando a producdo de acido acético e evitando incremento na

producéo de etanol, 0 que ocorreu neste experimento. Portanto a reducdo em 54% de acido
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latico nas silagem com LB, em ralacdo a silagem C, é uma resposta a fermentacao dos actcares
pelo L. buchneri a outros produtos, o que em parte explica 0 aumento de 334% na concentracao
de acido acético. Uma vez que, segundo Oude Elferink et al. (2001) o aumento da concentragédo
do &cido acético também pode ser explicado pela degradacéo do acido latico pelo L. buchneri
em ambientes anaerdbios que tem como produto final &cido acético e 1,2-propanodiol. Esses
autores propdem uma nova rota de degradacéo do acido latico pelo L. buchneri em anaerobiose,
onde 2 mols de acido latico sdo degradados a 1 mol de acido acético mais 1 mol de 1,2-
propanodiol. Esse estudo corrobora esses autores, uma vez que houve aumento do 1,2-
propanodiol, indo de 0,17 g por kg de MS na silagem C para 11,58 g por kg de MS nas silagens
com LB. O aumento de 1,2-propanodiol também foi observado com o uso cepas de L. buchneri
indigenas em silagem de milho planta inteira (Silva et al., 2014). A degradacéo do &cido latico
pelo L. buchneri funciona como um mecanismo de autoprotecdo a reducéo do pH gerada pelo
acido latico, o que permitiria a sobrevivéncia dessas bactérias por um tempo prolongado (Oude
Elferink et al., 2001). O inicio desse processo ocorreria portanto apds o estagio inicial de
fermentacdo, depois que houvesse a reducdo do pH, o que explica 0 aumento de 90% na
contagem de BAL nas silagens LB em comparacao com a silagem C no momento da abertura.
O que também foi observado em outro trabalho do nosso grupo (Silva, dados ndo publicados —
Capitulo 3) com perfil fermentativo de silagens de milho reidratado sem e com L. buchneri,
onde com o0 aumento do tempo de estocagem, de 15 para 300 dias, ocorreu uma menor reducado
na contagem de BAL, de 7,44 para 6,29 log (ufc/g), na silagem com LB e maior, de 7,08 para
2,92 log (ufc/g), na silagem sem LB. Essa menor redugdo da contagem de BAL na silagem com
LB, coincide com 0 aumento na concentracdo de 1,2-propanodiol aos 30, 60 e 180 dias (2,8;
6,0 e 11,1 g por kg de MS, respectivamente). As silagens inoculadas com LB apresentaram

maior concentragéo de &cido propionico (101,4 mg por kg de MS) e 1-propanol (135,5 mg por
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kg de MS) em relacdo a silagem C (30,5 e 0,0 g por kg de MS, respectivamente). 1sso ocorreu,
possivelmente, pela fermentacdo do 1,2-Propanodiol a &cido propibnico e 1-propanol pelo
Lactobacillus diolivorans (Krooneman et al., 2002). A reduc¢éo nas concentracao de etanol nas
silagens LB (3,34 g por kg de MS) em comparacéo ao C (5,25 g por kg de MS) é uma resposta
a reducdo ocorrida na contagem de leveduras que, em ambientes anaerdbios, fermentam
acucares a etanol (Rooke e Hatfield, 2003).

A reducdo na recuperacdo de MS de 1,3% e 0 aumento nas perdas por gases de 42,4%
foiram observados para as silagens LB em comparacdo com o C. Nessas silagens, houve
predominancia de fermentacdo do tipo heterolatica, como pode ser observado pelo perfil dos
acidos da silagem. Esse tipo de fermentacdo leva ao aumento nas perdas de MS das silagens
tratadas com L. buchneri em relacdo as nao tratadas, pela producdo de CO, durante o
metabolismo do acido acético e de outros produtos (Driehuis et al., 1999; Driehuis et al., 2001).

Silagens com LB tiveram maiores valores de pH na abertura dos silos (4,44) em relacao
ao C (4,16), o que é explicado pelo menor poder de acidificacdo do acido acético (Pahlow et
al., 2003) e reducdo do teor de &cido latico. O &cido acético apresenta um pKa menor que o pH
do ambiente o que faz com que ele esteja na forma ndo dissociada, permitindo que ele entre via
transporte passivo em células de leveduras e fungos filamentosos. Uma vez dentro da célula ele
se dissocia, em razdo do pH préximo a 7,0, ocorrendo liberagdo de H* e acidificacdo do meio.
A via para reverter a acidificacdo do meio é por transporte ativo com gasto de ATP, o que
prejudica o crescimento, a multiplicacdo e pode levar esses microrganismos a morte (Lambert
e Stratford, 1999). Por isso acido acético e acido propidnico possuem uma alta acdo antifungica
(Kleinschmit et al., 2005; Tabacco et al., 2011). A presenca de grandes quantidades de &cido
acetico (15,6 g por kg de MS) nas silagens com LB levou a reducédo na contagem de leveduras

(< 2,00 log de ufc por g de silagem), o que persistiu durante todo o periodo de exposic¢do ao ar,
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refletindo em maior estabilidade aerdbia (288 horas) em comparagdo com a silagem C (3,60 g
por kg de MS de acido acetico, 3,02 log de ufc por g de silagem de leveduras e 71 horas de
estabilidade aerdbia). Outros parametros que demostram indiretamente a maior estabilidade
aerobia das silagens com LB em relacdo ao C sdo: menor contagem de fungos filamentosos nos
dias 8 e 12, permanéncia de pH baixo com média de 4,33 nos 12 dias e menor pico de
temperatura (LB = 28,4° C vs C = 44,6° C). Esse comportamento é semelhante ao encontrado
por Kleinschmit e Kung (2006) e Mari et al. (2009) para silagens de planta inteira de milho e
por Kung et al. (2007), Reis et al. (2008) e Basso et al. (2012) para silagens de milho gréo
umido. A maior estabilidade aerdbia gerada pelo uso do L. buchneri resultou na queda em
80,3% das perdas de MS, nos 12 dias de exposi¢do ao ar, caindo de 127,0 g por kg de MS nas
silagens C para 25,0 g por kg de MS nas silagens LB. Have também uma reducdo nos ADIT 4,
8 e 12 para as silagens com LB.

O processo fermentativo das silagens de milho reidratado de maneira geral ndo foi
alterado com a aplicacdo de bactérias do tipo homofermentativas. O LPPA ndo afetou o pH na
abertura, as concentracdes de acido latico, acido propidnico, 1,2-propanodiol, entre outros
compotos volateis. A reducdo nas concentracdes de acido latico (com reducdo da contagem de
BAL) e &cido acético nas silagens de LPPA em comparacdo com a silagem C, constitui forte
indicio de que a rota fermentativa homolatica foi usada com maior intensidade nas silagens com
LPPA, visto que bactérias do tipo homofermentativas fermentam acuUcares quase que
exclusivamente a acido latico (Pahlow et al., 2003). Contudo, a estabilidade das silagens de
milho reidratado foram alteradas pela inoculacdo com LPPA. A estabilidade aer6bia das
silagens LPPA foi reduzida, e os picos de temperatura alcangado por essas silagens foram
maiores em relacdo ao C. Em consequéncia, houve aumento nas perdas de MS durante o periodo

de exposicdo ao ar. A falta de mecanismos que impegam o crescimento de microrganismos
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espoliadores e a reducdo do acido acético nas silagens com LPPA podem ter desencadeado
aumento de leveduras e fungos filamentosos nos primeiros dias de exposi¢éo ao ar, o que levou
a quebra da estabilidade aerdbia. Embora ndo haja diferenca na contagem de microrganismos
na abertura, no dia quatro houve uma maior contagem de leveduras e fungos filamentosos para
as silagens LPPA. Como os pontos intermediarios entre abertura e dia quatro ndo foram
avaliados, ndo é possivel ter a contagem no exato momento da quebra de estabilidade aerdbia
para silagens com LPPA e C. Kleinschmit et al. (2005) também observaram reducdo da
estabilidade aerodbia de silagem inoculadas com bactérias homofermentativas.

A matriz proteica que recobre os grdos de amido € formada por uma camada de proteinas
denominada prolamina, no milho chamada de zeina. Essa camada hidrofébica responsavel pela
reducdo da digestibilidade do amido dos grdos pode ser quebrada durante o processo de
ensilagem por enzimas da planta e dos microrganismos das silagens pelo processo de protedlise
e pela solubilizacdo por acidos gerados no processo fermentativo (Hoffman et al., 2011). A
reducdo da prolamina nas silagens de milho reidratado com LB ocorre em funcdo desses
processos, e a quebra dessa matriz proteica culminou no aumento da digestibilidade in situ da
MS com 12 horas de incubacdo e da quantidade de N-NHz3 dessas silagens. Ja as silagens com
LPPA ndo apresentaram diferenca na concentracdo de prolamina, N-NHs e na digestibilidade
in situ da MS com 12 horas de incubacdo em relacao & silagem C. Novos trabalhos tém mostrado
que a atividade proteolitica de bactérias € 0 maior mecanismo de degradacdo de proteina nas
silagens de milho reidratado (Junges et al., 2015), sendo possivel portanto, que o tipo de
microrganismo usado para inoculacdo modifique a intensidade da protedlise nas silagens. 1sso
pode ser observado neste trabalho, uma vez que o uso de LB reduziu a quantidade de prolamina,
aumentou a quantidade de N-NHjs e a degradacéo da MS, enquanto o uso de LPPA néo alterou

esses parametros.



44

5. Conclusao

Recomenda-se uso de LB, na dose 1 x 10° ufc por g de milho reidratado. O uso do LPPA

piorou a estabilidade aerdbia das silagens de milho reidratado.
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CAPITULO 3 - Influéncia dos tempos de armazenamento e do uso do inoculante L. buchneri
na matriz proteica, perfil fermentativo, estabilidade aerobia e

degradabilidade de silagens de milho grdo umido ou reidratado

RESUMO

No processo de ensilagem de gréao de milho ocorre a quebra da matriz proteica que recobre 0s
grédos de amido, o que aumenta a digestibilidade do amido do milho O objetivo deste estudo foi
determinar as alteracfes que ocorreram devido ao tempo de estocagem e ao uso de inoculante
sobre a matriz proteica, perfil fermentativo, microbiol6gico, estabilidade aerdbica e
degradabilidade in situ de silagens de milho grdo dmido ou reidratado. Os tratamentos foram
estabelecidos pela combinacdo de dois tipos de ensilagem, silagem de milho grdo imido (MU)
e silagem de milho reidratado (MR; 65% de MS), ambos com o uso de Lactobacillus buchneri
(LB; NCIMB 40788, Lallemand, Aparecida de Goiania, GO, Brasil) na concentragio de 1x10°
ufc/g de milho grdo umido ou reidratado fresco ou sem inoculante (Controle), em um esquema
fatorial 2 x 2. Foram avaliados 8 tempos de estocagem (15, 30, 60, 90, 120, 180, 240 e 300 dias
apos a ensilagem). Os dados foram avaliados com delineamento inteiramente casualisado, com
esquema fatorial e medidas repetidas no tempo, usando-se o procedimento MIXED do SAS. O
uso de inoculante na MU aumentou o pH e a contagem de bactérias &cido laticas durante todo
o0 periodo de estocagem. A prolamina foi maior na MR Controle de 15 a 60 dias de estocagem
e menor na MU LB de 120 a 300 dias. A utilizagdo do L. buchneri reduziu a contagem de
leveduras e a concentragéo de etanol na MR. A MU com e sem inoculante teve maior contagem
de fungos filamentosos durante o periodo de estocagem em relacdo a MR. Os teores de acido
latico, acido acético, acido propionico e 1,2-propanodiol foram maiores, e o de &cido butirico

foi menor na MR em comparagdo com a MU. As silagens inoculadas com LB apresentaram
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maiores concentracdes de acido acético e 1,2-propanodiol e menores concentra¢des dos acidos
latico e butirico. O LB aumentou a estabilidade aerobia e reduziu os picos de temperatura em
ambas as formas de processamento do milho. A soma das diferencas médias de temperaturas
entre 0 ambiente e as silagens, aos 4, 8 e 12 dias de aerobiose, foram maiores na MU Controle
durante a estocagem em relacdo as demais silagens. Quando incubadas com tamanho de
particula original, a degradabilidade in situ da MS foi maior na MR em comparac¢ao com a MU.
Ja, quando foram padronizadas por moagem a 2 mm, a MU teve maior degradabilidade que a
MR. De acordo com o modelo de regressdo segmentada os maiores ganhos de degradabilidade
in situ (12 horas de incubacdo) na MU e MR ocorreram até 71 e 52 dias de estocagem,
respectivamente, quando incubados com tamanho de particula original, e até 35 e 50 dias,

quando incubados ap6s moagem a 2 mm.

Palavras-chave: amido, degradabilidade in situ, prolamina, reidratacdo

INTRODUCAO

Os gréos de milho estdo entre os ingredientes mais utilizados em dietas de ruminantes,
sendo uma das principais fontes de energia. Eles podem ser classificados, de acordo com a
vitreosidade do seu endosperma, em dentados (endosperma com menor porcentagem
vitreosidade) e duros (endosperma com maior vitreosidade). Quanto maior a vitreosidade do
material, menor a degradabilidade in vivo e in situ do amido (Philippeau et al., 2000; Correa et
al., 2002). Isso ocorre porque a matriz proteica que recobre os grdos de amido é mais espessa e
desenvolvida no endosperma vitreo. A matriz proteica, que é composta na maior parte pela

proteina prolamina (zeina no milho) é hidrofébica e age como barreira fisica que dificulta a
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digestdo do amido no rdmen pelos microrganismos (Owens et al., 1986). Praticas de
processamento tém aumentado a digestibilidade dos gréos pelo rompimento fisico e/ou quimico
da matriz proteica (Theurer et al., 1999; Ferraretto et al., 2013).

A ensilagem dos grdos de milho é uma técnica que apresenta bons resultados em
aumentar a digestibilidade do amido (Ferraretto et al., 2013). Durante a ensilagem, dois
mecanismos intrinsecos a fermentacdo das silagens sdo responsaveis por expor 0s grdos de
amido: 1) solubilizacdo da matriz proteica pelos acidos produzidos durante a fermentacao; 2)
prote6lise da matriz por enzimas proteoliticas dos microrganismos e da propria planta (Vierstra,
1996). A reducdo da zeina, presente na matriz proteica, foi observada com o aumento de tempo
de estocagem em silagens de grdo imido (Hoffman et al., 2011), entretanto nao foram estudados
os efeitos diretos na digestibilidade do amido. Outro tipo de processamento é a ensilagem de
grdo de milho seco e moido, apGs passarem por um processo de reidratacdo, alcancando teor de
umidade ideal para o crescimento microbiano. A silagem de grdo de milho reidratado apresenta
a vantagem dos processos de moagem e ensilagem, embora existam poucas informacoes
cientificas sobre esses beneficios em conjunto. A silagem de milho reidratado pode ser utilizada
de forma estratégica em locais onde seja inviavel o plantio do milho para a confeccédo da silagem
de grdo umido.

Tanto as silagens de grdo Umido como as de grdo reidratado de milho, apresentam
problemas relacionados a estabilidade aerdbia (Sebastian et al., 1996; Rezende et al., 2014).
Assim, 0 uso de inoculantes a base de bactérias heterofermentativas obrigatorias, como o
Lactobacillus buchneri, tem apresentado bons resultados sobre a estabilidade aerébia de
silagens de grdo umido (Kung et al., 2007, Basso et al., 2012) e de milho reidratado (Silva et
al., 2014), devido a alta capacidade antifingica do &cido acético, um dos produtos da sua

fermentacdo (Lambert e Stratford, 1999). O uso de inoculantes pode ter efeito sobre o perfil
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microbiano dessas silagens e consequentemente influenciar a degradacédo do amido. Uma vez
que a atividade proteolitica de bactérias é responsavel por 60,4% da degradacéo de proteina em
silagens de grdos de milho reidratado (Junges et al., 2015). Segundo Hoffman et al. (2011) a
atividade proteolitica estd mais relacionada a degradacdo da zeina que a solubilizagcdo por
acidos em silagens de milho com alta umidade. Ha fortes indicios na literatura da atividade
proteolitica durante a ensilagem, com quebra da matriz proteica (Hoffman et al., 2011; Kung et
al., 2014). Contudo ndo foram quantificados os efeitos dessas mudancas ao longo de tempos
prolongados de estocagem, bem como do uso de inoculantes no aumento da digestibilidade ao
amido. A hipdtese do presente trabalho é que o tempo longo de estocagem associado com 0 uso
de inoculante resultaria em maior digestibilidade do amido do milho, além da manutencédo da
estabilidade da silagem, sendo possivel definir o pondo de abertura das silagens para explorar
0s ganhos de aumento de digestibilidade

Assim, o objetivo deste estudo foi verificar as alteracGes, em resposta ao tempo de
estocagem e uso de inoculante sobre a matriz proteica, perfil fermentativo, microbioldgico,

estabilidade aerdbica e degradabilidade in situ de silagens de milho grdo imido ou reidratado.

MATERIAL E METODOS
Plantio e Adubacao
O experimento foi conduzido no P6lo Regional do Desenvolvimento Tecnoldgico dos
Agronegocios da Alta Mogiana, em Colina, Sdo Paulo. O hibrido de milho utilizado foi o DKB
390 VT PRO 2™ (Dekalb, Uberlandia, MG, Brasil). Foram plantados 4 hectares em uma area
com sistema de irrigacdo de pivd central, previamente dessecada. A adubacgdo de plantio foi
380 kg por hectare de 8-28-16 e de cobertura 400 kg por hectare de 20-0-20. Uma parte do

milho foi colhido em setembro de 2014 para a ensilagem de grdo Umido de milho, e o restante
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permaneceu no campo para secar e, em outubro de 2014, foi colhido para ensilagem de milho

reidratado.

Aplicacéo dos Tratamentos

Os tratamentos foram constituidos por um esquema fatorial (2 x 2) em que o primeiro
fator foi dois tipos de ensilagem, sendo silagem de milho grdo umido (MU) e silagem milho
reidratado (MR); e o segundo fator foi o0 uso de inoculante, sendo as silagens inoculadas com
Lactobacillus buchneri (LB; NCIMB 40788, Lallemand, Aparecida de Goiania, GO, Brasil) na
concentragio de 1x10° ufc/g de milho com alta umidade e sem inoculante (Controle). Os grios
de milho colhidos com alta umidade passaram pelo rolo laminador da embutidora
(INGRAING60, Marcher, Gravatai, RS, Brasil) para quebra grosseira. Foram divididas em dois
montes (Tabela 1), os quais foram utilizados para a confeccdo da MU Controle e da MU LB. O
milho seco foi colhido (18% de umidade) e levado a um secador comercial para secagem por
aquecimento (10,5% de umidade), posteriormente moido em moinho de martelo (TN 9; peneira
com crivo de 2 mm), colocado em um vagéo de mistura total com balanca acoplada (Siltomac,
modelo S-2.3, Sdo Carlos, SP, Brasil) onde recebeu agua sem cloro a temperatura ambiente,
com o objetivo de atingir teor de umidade de 35 %, com mistura constante para garantir uma
uniformizagéo do material. O milho reidratado foi entdo depositado em dois montes (Tabela 1),
os quais foram utilizados para a confeccdo da MR Controle e da MR LB. Em ambos os
tratamentos, os inoculantes foram diluidos em &gua nédo clorada, sendo aplicados 2 L por
tonelada de milho por meio de um pulverizador manual. O controle também recebeu a mesma

quantidade de agua dos tratamentos com aditivos.
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Tabela 1. pH, composicdo quimica (% da MS) e microbiolégica do material ensilado do milho
grdo umido e (MU) e do milho reidratado (MR) ensilados sem (Controle) e com L. buchneri
(LB; 1x10° ufc/g)

ltem MU MR
Controle LB Controle LB
pH 5,38 5,37 6,77 6,79
MS, % 62,2 61,3 64,7 63,3
PB, % 8,05 8,09 8,35 8,29
CSAL % 1,38 1,30 1,89 1,83
BAL?, log ufc/g 1,74 7,40 4,16 4,30
Leveduras, log ufc/g 5,63 5,90 3,70 3,62
Fungos filamentosos, log ufc/g 4,53 3,90 3,52 3,56

1CSA = carboidratos soltveis em agua. 2BAL = bactéria acido latica.

Para a avaliacdo do tempos de estocagem, foram utilizados baldes plasticos como silos
experimentais com capacidade de 15 L. Cada tratamento foi composto por 8 tempos de
estocagem (15, 30, 60, 90, 120, 180, 240 e 300 dias, apds a ensilagem) e 4 repeticGes. A
compactacdo foi realizada manualmente, atingindo uma densidade média de 1000 kg/m? de
matéria natural no milho grdo imido e de 1000 kg/m? de matéria natural no milho reidratado.

Apds a compactacdo, cada silo foi vedado com tampa plastica.

Periodo de Exposicdo Aerdbia

Os silos foram abertos e todo o contetido de cada silo foi homogeneizado e dividido em
subamostras. Cada subamostra foi submetida a determinacédo das alteragdes das caracteristicas
do gréo, perfil fermentativo, contagem microbiana e estabilidade aer6bia. Aproximadamente 3
kg de silagem foram colocados em sacos plasticos para 0 monitoramento da estabilidade
aerdbia. Os sacos foram mantidos em sala fechada com temperatura constante de 25°C por 12
dias. A temperatura das silagens foi registrada a cada hora por meio de data loggers
(Pro2.07.09, Escort Console, Buchanan, VA, Estados Unidos da América). A estabilidade
aerobia foi definida como o nimero de horas que a silagem permaneceu estavel antes de atingir

2°C acima da temperatura ambiente (Ranjit e Kung, 2000), sendo calculado o pico de
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temperatura e soma das medias das diferencas de temperatura por dia do balde com o ambiente

aos 4, 8 e 12 dias de aerobiose (ADITE4, ADITE8 e ADITE12).

Analises Quimicas e Microbioldgicas

O material pre-ensilado e as silagens, ambos em duplicata, foram levados a estufa de
ventilacdo forcada a 55°C por 72 horas para estimacdo da MS (n° do método 934.01, AOAC,
1995), sendo moidos em moinho com peneira de crivo de 1 mm para posterior estimacao da
proteina bruta (PB) conforme a AOAC (n° do método 978.04; 1995), carboidratos sollveis em
agua (CSA) (Hall, 2000) e prolamina (Nellis et al., 2013). A determinacdo do pH, nitrogénio
amoniacal, acido latico (Pryce, 1969) e compostos volateis foram obtidos por meio de extrato
aquoso (1:10) com agua destilada. O pH foi mensurado com potenciémetro (DM-22, Digimed,
Campo Grande, Sao Paulo, SP, Brasil) e o nitrogénio amoniacal (N-NHs) segundo técnica
descrita por Noel e Hambleton (1976). Os teores de alcoois, éesteres, acidos graxos volateis e
acetona foram determinados em cromatdgrafo gasoso com detector de massas (GCMS) (GCMS
QP 2010 plus, Shimadzu®, Kyoto, Japan), usando coluna capilar (Stabilwax, Restek®,
Bellefonte, USA; 60 m, 0,25 mm g, 0,25 um crossbond carbowax polyethylene glycol) e
parametros analiticos conforme as recomendacdes do fabricante.

Outra amostra foi utilizada para a contagem de leveduras, fungos filamentosos e BAL,
utilizando-se um extrato aquoso (1:10) com &gua peptonada (1g por litro de éagua),
homogeneizado durante 4 minutos no Stomacher® (400 Circulator, West Sussex, UK). Para a
contagem de leveduras e fungos filamentosos foi utilizada a técnica de plagueamento em
superficie, com o meio de cultura YGC Agar (Fluka), sendo preparadas diluigdes em série e em
duplicata (Tabacco et al., 2009). Apos incubacdo a 28 °C durante trés e cinco dias para
leveduras e fungos filamentosos, respectivamente, foram contadas as coldnias separadamente,

com base nas suas caracteristicas macromorfoldgicas. Para a contagem total de bactérias acido



56

laticas (BAL), foi usada a mesma técnica descrita para leveduras e fungos filamentosos,
entretanto o meio de cultura utilizado foi o MRS Agar (Himedia), e a incubacao foi realizada a

35°C por trés dias, quando se procedeu a contagem.

Degradabilidade in situ

Para a analise de degradabilidade in situ, foram utilizados 5 g de silagem seca a 55°C,
como descrito anteriormente, com tamanho médio de particula original (TMPOFrig; manteve o
tamanho de particula da ensilagem) ou tamanho média de particula de 2 mm (TMP2mm; moido
em moinho tipo Willy com peneira com crivo a 2 mm), incubada em sacos para avaliacdo da
degradabilidade (modelo R1020, Ankon, 50£15 micras), como descrito por Nocek (1988).
Foram utilizados dois tempos de incubacdo de 12 e 24 horas, simulando uma situacédo de alta
(0,08/h) e baixa (0,04/h) taxa de passagem. A incubacdo foi realizada em 8 bovinos Nelore
canulados no rimen. Os animais foram alimentados com dieta que continha silagem de milho
com alta umidade sem inoculante (n=2), ou silagem de milho com alta umidade com L. buchneri
(n=2), ou silagem de milho reidratado sem inoculante (n=2), ou silagem de milho reidratado
com L. buchneri (n=2), sempre na propor¢do de 62,6 % da MS da dieta, com relacéo
volumoso:concentrado de 12,5:87,5. As incubacdes foram realizadas em 4 periodos, sendo 9
dias de adaptacdo a dieta e um de incubagdo. Nos dois primeiros periodos foram incubadas as
silagens com tamanho de particula original e, nos dois Gltimos, as silagens moidas a 2 mm.

Foram colocados primeiro os sacos de 24 horas e, ap6s 12 horas, 0s sacos de 12 horas,
sendo retirados a0 mesmo tempo e, posteriormente, lavados e secados por 72 horas em estufa

de circulacdo forgada a 55°C para posterior pesagem.
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Analise Estatistica

O experimento foi constituido de um delineamento inteiramente casualizado com
esquema fatorial 2 x 2 (duas formas de ensilagem, com ou sem inoculante), como medidas
repetidas no tempo com o seguinte modelo: Yijk= p + ENS; + INj + ENSxINjj + Tk + Aj:i +
ENSxTik + INXTjk + ENSXINXTijk + eijk. Em que efeitos fixos sdo p = media geral; ENS; = tipo
de ensilagem (MU; MR); IN; = inoculante (sem; com L. buchneri); ENSxIN;; = interagdo entre
tipo de ensilagem e inoculantes; Tk = tempos de estocagem dos silos (15, 30, 60, 90, 120, 180,
240 e 300); ENSxTix = interacdo entre tipo de ensilagens e tempos de estocagem; INxTjk =
interacdo entre inoculantes e tempo de estocagem; ENSxINxTijjkx = interacdo entre tipo de
ensilagem, inoculantes e tempo de estocagem; e efeitos aleatorios de Aj:i (balde aninhado em
tratamento); e eijk = erro experimental. A melhor estrutura de varidncia para cada variavel
testada foi escolhida pele menor BIC. As variaveis foram analisadas pelo PROC MIXED do
SAS (2000) e as médias foram comparadas pelo teste t a 5% de probabilidade.

Para a variavel degradabilidade in situ da MS, foi realizada a modelagem dos dados para
o0s tempos de estocagem, sendo considerados cinco modelos de regressao nao-linear, utilizando
o procedimento PROC NLIN do SAS: 1) exponencial; 2) logistico; 3) Broken-line com
regressao linear para o primeiro segmento seguido de platd; 4) Broken-line com regressao linear
para o0 primeiro segmento e outra linear para o segundo segmento; e 5) Broken-line com
regressdo quadratica para o primeiro segmento e linear para o segundo segmento. Os ajustes

aos modelos foram comparados por R2-ajustado e raiz quadrada do quadrado médio do erro.
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RESULTADOS

Caracteristicas Quimicas e Perfil Fermentativo

Os teores de MS, N-NHs e prolamina foram influenciados (P < 0,01) pela interagdo
entre tipos de ensilagem, inoculante e tempo de estocagem (Figura 1). De maneira geral, 0s
teores de MS aumentaram até os 240 dias de estocagem, diminuindo aos 300 dias. O teor de
MS na MR Controle foi maior que os demais tratamentos dos 15 aos 60 dias de estocagem. A
partir de 120 dias de estocagem, MU Controle e MU LB, de maneira geral, apresentaram
maiores teores de MS que MR Controle e MR LB. A concentracdo de N-NHj3 foi maior para as
silagens MR LB e MU LB a partir dos 120 dias de estocagem. Os teores de prolamina
decresceram com os dias de estocagem, sendo que até 90 dias de estocagem a quantidade de
prolamina foi maior na MU Controle e, a partir do 120 dias de estocagem, menor na MU LB,
em relacdo aos demais tratamentos. O teor de PB foi influenciado pelo tipo de ensilagem (P <
0,01), tempo de estocagem (P < 0,01), interag&o entre tempo de estocagem e tipo de ensilagem
(P <0,01) e tempo de estocagem e inoculante (P = 0,01). Em média, MR (8,48 %) teve maiores
teores de PB que MU (8,06 %). Os teores de PB aumentaram com o tempo de estocagem, sendo
que MR foi maior que MU durante todo o periodo de estocagem.

Os valores de pH e a contagem de BAL, leveduras e fungos filamentosos foram
influenciados (P < 0,05) pela interacdo entre tipos de ensilagem, inoculante e tempo de
estocagem (Figura 2). A utilizacdo de LB aumentou o pH na MU na maior parte do tempo de
estocagem em relacdo aos demais tratamentos. De maneira geral MR Controle e MR LB tem
maiores valores de pH que MU Controle. A contagem de BAL nas silagens com LB foi maior
que nas silagens Controle, até os 120 dias de, independentemente do tipo de ensilagem. Com

180 dias de ensilagem foi perdida a contagem de bactérias acido laticas na MR LB, devido a
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problemas no plaqueamento. A partir de 180 dias de estocagem MU LB apresentou maior
contagem de BAL. O uso de LB reduziu a contagem de leveduras na MU e MR com 30, 60 e
90 dias de estocagem. Dos 120 dias em diante MU LB, MR LB e MU Controle apresentaram
menor contagem de leveduras que MR Controle, permanecendo abaixo do nivel de detec¢éo (<
2,0 log de ufc/g). De maneira geral a contagem de fungos foi maior na MU LB e MU Controle
em relacdo a MR LB e MR Controle.

Os acidos butirico e iso-butirico foram os Unicos componentes volateis influenciados (P
< 0,01) pela interacdo entre os tipos de ensilagem, inoculantes e tempo de estocagem (Tabela
2). A concentracdo de 2-butanodiol, acetato de propila, acido valérico e alcool iso-propilico
foram muito baixas, ndo sendo avaliadas estatisticamente. Os componentes volateis acido
latico, 1,2-propanodiol, etanol, 2,3-butanodiol, acido férmico e acido iso-valérico foram
influenciados (P < 0,05) pela interacdo entre o tipo de ensilagem e o inoculante. O maior teor
de &cido latico foi observado na MU Controle e o menor na MU LB. Em média, os teores de
acido latico foram reduzidos (P < 0,01) com o tempo de estocagem de 25,7; 20,9 e 20,0 g/kg
de MS aos 30, 60 e 180 dias de estocagem, respectivamente, sendo maior (P < 0,01) na MR
(24,1; 23,2 e 22,0 g/kg de MS, respectivamente) em comparacdo com MU (27,3; 18,6 e 18,1
o/kg de MS, respectivamente), ao longo dos dias de estocagem (30, 60 e 90 dias). Silagens
inoculadas com LB apresentaram maiores (P < 0,01) teores de acido acético em relagdo as
silagens Controle, e MR teve maior (P < 0,01) teor de acido acético que MU. A concentracao
de acido acético foi maior (P < 0,01) aos 180 dias (9,17 g/kg de MS) de estocagem em relacdo
a 30 e 60 dias (5,08 e 6,12 g/kg de MS, respectivamente). Silagens inoculadas com LB tiveram
maior concentragdo de acido acetico em todos os dias de estocagem em relacdo as silagens
Controle (P < 0,01). Maior (P <0,01) concentracédo de acido propidnico foi encontrada na MR

em comparagio ao MU.
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Figura 1. Teores de MS (a) nitrogénio amoniacal (N-NHz) (b) e prolamina (c) da silagem de
milho grdo imido (MU) e silagem de milho reidratado (MR) ensiladas sem (Controle) e com
L. buchneri (LB; 1x10° ufc/g) em diferentes tempos de estocagem. (a) EPM = 0,21; Efeito de
tipos de ensilagem (ENS), P < 0,01; efeito de inoculante (IN), P < 0,01; interacdo entre tipos
de ensilagem e inoculante (ENSxIN), P = 0,90; efeito de tempo de estocagem (T), P < 0,01;
interacdo entre ENSXT, P < 0,01; interacdo entre INXT, P < 0,01; interacdo entre ENSXINXT,
P < 0,01. (b) EPM = 0,005; Efeito de ENS, P = 0,23; efeito de IN, P < 0,01; interacdo entre
ENSxIN, P < 0,01; efeito de T, P < 0,01; interacdo entre ENSxT, P < 0,01; interagdo entre
INXT, P < 0,01; interacdo entre ENSxINXT, P < 0,01. (c) EPM = 0,15; Efeito de ENS, P =
0,97; efeito de IN, P < 0,01; interagédo entre ENSxIN, P < 0,01; efeito de T, P < 0,01; interagéo
entre ENSxT, P < 0,01; interagdo entre INXT, P < 0,01; interacdo entre ENSXINXT, P < 0,01.
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De maneira geral, com o0 avanco do tempo de estocagem houve aumento significativo
(P < 0,01) na concentracdo de acido propibnico (16,8; 16,5 e 21,5 mg/kg de MS aos 30, 60 e
90 dias de estocagem, respectivamente). A concentracdo de 1,2-propanodiol foi maior (P =
0,01) na MU LB e MR LB e menor para MU e MR sem inoculante. Em relacdo ao tempo de
estocagem, a concentracdo de 1,2-propanodiol aumentou (P < 0,01) em todos os tempos (1450,
2685 e 5045 mg/kg de MS aos 30, 60 e 180 dias, respectivamente); e com relacao a interacao
entre inoculante e tempo o uso de LB gerou maior (P < 0,01) concentracdo de 1,2-propanodiol
em relacdo ao Controle em todos os tempos de estocagem. O &cido butirico foi maior (P < 0,01)
na MU Controle aos 30, 60 e 180 dias de estocagem (8,21; 13,71 e 140,77 mg/kg MS) em
relacdo a MU LB (3,20; 3,25 e 5,36 mg/kg MS), MR Controle (3,99; 2,67 e 2,97 mg/kg MS) e
MR LB (2,36; 2,11 e 2,19 mg/kg MS). A concentracdo de etanol foi maior (P < 0,01) na MR
Controle em relacdo as demais silagens e menor na MU Controle e MU LB. Com relacdo a
interacdo tipo de ensilagem e tempo, houve diferenca somente aos 30 dias de estocagem nos
quais a concentracdo de etanol foi maior (P = 0,02) na MR em compara¢do com MU. O
tratamento MU LB apresentou maior concentragao de 2,3-butanodiol em compara¢do com MU
Controle, MR LB e MR Controle. Lactato de etila e acetato de etila foram maiores (P < 0,01)
na MR em comparacdo com MU. As silagens inoculadas com LB apresentaram maior (P <
0,01) concentragéo de acetato de etila e menor (P < 0,01) concentracdo de lactato de etila em
relacdo as silagens Controle. Com relacdo ao tempo de estocagem, houve um aumento (P <
0,01) na concentracdo lactato de etila e acetato de etila com o avancar dos dias. Em média, as
concentracgdes de lactato de etila e acetato de etila foram maiores (P < 0,01) na MR em relagéo
ao MU ao longo dos tempos de estocagem. O uso de LB reduziu (P < 0,01) a concentracdo de
lactato de etila e aumentou (P < 0,01) a concentracdo de acetato de etila em relacdo as silagens

Controle, em todos os tempos de estocagem. A concentracdo de acido férmico foi maior (P <
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0,01) na MU LB em relacdo aos demais e menor para MU Controle. Com relacéo a interagédo
entre inoculante e tempo de estocagem, o uso de LB (51,8 mg/kg MS) aumentou (P < 0,01) a
concentracdo de &cido férmico em relacdo ao Controle (6,9 mg/kg MS), aos 30 dias de
estocagem, nao havendo diferencas nos demais dias de estocagem. A MR apresentou menor (P
= 0,04) concentracdo de metanol e maior (P < 0,01) de 1-propanol em relacdo a MU. Silagens
inoculadas com LB apresentaram maior (P < 0,01) concentracdo de metanol e 1-propanol em
relacdo ao Controle. Em relacdo ao tempo de estocagem, com o avanco dos dias (30, 60 e 180
dias) houve um aumento na concentracdo de metanol (37,8; 41,9 e 55,3 mg/kg MS,
respectivamente; P < 0,01) e 1-propanol (1,71; 4,74 e 9,37 mg/kg MS, respectivamente; P =
0,01). A MU apresentou maior (P < 0,01) concentracdo de acetona em compara¢do com as
silagens MR. A interacdo entre tipos de ensilagem e tempo de estocagem influenciou (P < 0,01)
a concentracdo de acetona, sendo que aos 30 dias de estocagem MU (101,44 mg/kg MS) foi
maior em relacdo a MR (6,94 mg/kg MS), e nos demais dias (60 e 180 dias), ndo houve
diferencas entre MU (4,08 e 7,64 mg/kg MS) e MR (4,33 e 8,61 mg/kg MS). A concentracédo
de &cido iso-butirico foi maior (P <0,01) na MR LB (13,51 mg/kg MS) e MU LB (7,14 mg/kg
MS) em relacdo a MR Controle (1,64 mg/kg MS) e MU Controle (1,56 mg/kg MS), aos 180
dias de estocagem e, para os demais dias, ndo houve diferenca. A concentracao de &cido iso-
valérico foi maior (P < 0,01) na MR em comparacdo a MU, e para silagens Controle em relagéo
a LB. Houve interacdo (P = 0,03) entre inoculante e tempo de estocagem sendo que, aos 60 e
180 dias de ensilagem, as silagens com LB (2,02 e 2,00 mg/kg MS, respectivamente)
apresentaram menores concentracfes de acido iso-valérico em comparacdo com Controle (3,60

e 4,29 mg/kg MS, respectivamente).
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Estabilidade Aerdbia

Houve interacdo (P < 0,01) entre tipo de ensilagem, inoculante e tempo de estocagem
para as variaveis estabilidade aerdbia, pico de temperatura, ADIT 4, ADIT 8 e ADIT 12. Houve
aumento (P < 0,01) na estabilidade aer6bia com o avancar do tempo de estocagem. A utilizagédo
do LB nas duas formas de ensilagem (MU e MR) promoveu melhorias na estabilidade aerdbia.
A estabilidade aerdbia da MR Controle foi maior que a da MU Controle na maioria dos tempos
de estocagem. Os picos maximos de temperatura foram reduzidos com os tempos de estocagem.
O uso do inoculante LB na MU e MR reduziu os picos de temperatura em relacdo as silagens
Controle nas duas formas de ensilagem (MU e MR). Nos tempos iniciais de estocagem (até os
60 dias), os picos de temperatura foram maiores para MU Controle e MU LB em relacdo a MR
Controle e MR LB. A MU Controle apresentou o maior ADIT 4 até os 120 dias de estocagem.
Durante todo o tempo de estocagem, o ADIT 8 foi maior na MU Controle. J& o ADIT 12 foi
maior para as silagens que nao receberam aditivos (MU Controle e MR Controle) durante a

maior parte do tempo de estocagem.
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Figura 2. Valores de pH (a), contagem de bactérias acido laticas (b), leveduras (c) e fungos filamentosos (d) da silagem de milho grdo umido
(MU) e silagem de milho reidratado (MR) ensiladas sem (Controle) e com L. buchneri (LB; 1x10° ufc/g) em diferentes tempos de estocagem.
(a) EPM = 0,02; Efeito de tipo de ensilagem (ENS), P < 0,01; efeito de inoculante (IN), P < 0,01; interac&o entre tipo de ensilagem e
inoculante (ENSxIN), P < 0,01, efeito de tempo de estocagem (T), P < 0,01; interagdo entre ENSXT, P < 0,01; interagdo entre INXT, P <
0,01; interacdo entre ENSXINxT, P < 0,01. (b) EPM = 0,26; Efeito de ENS, P < 0,01; efeito de IN, P < 0,01; interacdo entre ENSXIN, P <
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0,01; efeito de T, P < 0,01; interacdo entre ENSxT, P < 0,01; interacdo entre INxT, P < 0,01; interacdo entre ENSXINxT, P < 0,01. ¢) EPM
= 0,29; Efeito de ENS, P < 0,01; efeito de IN, P < 0,01; interagéo entre ENSxIN, P < 0,01; efeito de T, P < 0,01, interacdo entre ENSxT, P
< 0,06; interacdo entre INXT, P < 0,01; interacdo entre ENSxINXT, P < 0,01. d) EPM = 0,45; Efeito de ENS, P < 0,01; efeito de IN, P =
0,51; interacdo entre ENSxIN, P = 0,37; efeito de T, P < 0,01; interacdo entre ENSXT, P = 0,06; interacdo entre INXT, P = 0,62; interacdo
entre ENSxINxT, P =0,03.



66

Tabela 2. Componentes volateis da silagem de milho grdo imido (MU) e silagem de milho reidratado (MR) ensiladas sem (Controle) e com
L. buchneri (LB; 1x10° ufc/g) em diferentes tempos de estocagem

ltem MU MR P valor!
LB Controle LB Controle ENS IN ENSxIN T ENSXT INXT ENSXINxT
g/kg de MS
Acido latico 16,0 ¢ 26,7 a 224 b 237 b 083 0,04 <001 <001 <001 <001 0,23 0,88
Acido acético 8,99 3,13 10,82 4,23 0,29 <0,01 <0,01 0,24 <001 0,23 <0,01 0,83
Etanol 533 ¢ 4,35 ¢ 7,05 b 936 a 036 <001 0,08 <001 0,07 0,02 055 0,28
mg/kg de MS

Acido propi6nico 14,6 14,6 21,4 23,2 0,76 <0,01 050 012 <001 0,66 0,38 0,65
Acido butirico 394 b 5423 a 2,22 C 3,21 bc 4,04 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
1,2-Propanodiol 5493 b 41 ¢ 6603 a 103 ¢ 193 <0,01 <0,01 0,01 <0,01 0,07 <0,01 0,07
2,3-Butanodiol 552 a 148 ¢ 230 bc 265 b 32,2 <0,01 <0,01 <001 0,07 0,12 0,43 0,34
Lactato de etila 74,8 89,2 139 170 574 <0,01 <0,01 0,16 <0,01 <0,01 <0,01 0,84
Acetato de etila 84,7 48,0 143,9 95,2 531 <0,01 <0,01 0,27 <0,01 <0,01 <0,01 0,65
Acido formico 58,7 a 40 c 252 b 400 b 520 081 <001 <001 036 0,3 <0,01 0,31
Metanol 52,2 42,2 44,8 40,8 192 0,04 <001 0,15 <001 044 0,94 0,81
1-Propanol 3,43 0,00 14,33 3,35 195 <0,01 <0,01 0,06 001 041 0,05 0,99
Acetona 38,1 37,4 7,24 6,02 098 <001 03 0,78 <0,01 <001 0,89 0,86
Acido iso-butirico 405 b 1,73 ¢ 6,25 a 167 ¢ 031 <001 <0,00 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Acido. iso-valérico 1,97 c 2,95 b 2,61 b 475 a 011 <001 <0,01 <001 013 048 0,03 0,43

'ENS= efeito de tipo de ensilagem; IN = efeito de inoculante; ENSxIN = interac&o entre tipo de ensilagem e inoculante; T = efeito de tempo
de estocagem; ENSXT = interacdo entre tipo de ensilagem e tempo de estocagem; INXT = interag&o entre inoculante e tempo de estocagem;
ENSxINXT = interacdo entre tipo de ensilagem, inoculante e tempo de estocagem. **Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem

entre si.
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Figura 3. Estabilidade aerdbia e pico de temperatura da silagem de milho grdo imido (MU) e
silagem de milho reidratado (MR) ensiladas sem (Controle) e com L. buchneri (LB; 1x10°
ufc/g) em diferentes tempos de estocagem. (a) EPM = 10,31; Efeito de tipos de ensilagem
(ENS), P < 0,01; efeito de inoculante (IN), P < 0,01; interacdo entre tipos de ensilagem e
inoculante (ENSxIN), P = 0,10; efeito de tempo de estocagem (T), P < 0,01; interagdo entre
ENSxT, P < 0,01; interacdo entre INXT, P < 0,01; interacdo entre ENSXINXT, P < 0,01. (b)
EPM = 0,89; Efeito de ENS, P < 0,01; efeito de IN, P < 0,01; interagdo entre ENSxIN, P =
0,01; efeito de T, P < 0,01; interacdo entre ENSxT, P < 0,01; interacdo entre INxT, P < 0,01;
interacdo entre ENSXINxT, P < 0,01.
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Figura 4. Soma das médias de diferenca da temperatura dos silos e da temperatura ambiente
nos 4 (ADIT4), 8 (ADIT4) e 12 (ADIT4) dias de exposicao ao ar da silagem de milho gréo
umido (MU) e silagem de milho reidratada (MR) ensiladas sem (Controle) e com (LB) o uso
de L. buchneri (1x10° ufc por g de milho) em diferentes tempos de estocagem. (a) EPM = 0,95;
Efeito de tipos de ensilagem (ENS), P < 0,01; efeito de inoculante (IN), P < 0,01; interagdo
entre tipos de ensilagem e inoculante (ENSxIN), P < 0,01; efeito de tempo de estocagem (T),
P < 0,01; interacdo entre ENSXT, P < 0,01; interacdo entre INXT, P < 0,01; interacdo entre
ENSxINXT, P <0,01. (b) EPM = 3,68; Efeito de ENS, P <0,01; efeito de IN, P <0,01; interacdo
entre ENSxIN, P < 0,01; efeito de T, P < 0,01; interagdo entre ENSxT, P < 0,01; interacdo
entre INXT, P < 0,01; interacdo entre ENSxINXT, P < 0,01. (c) EPM = 6,02; Efeito de ENS, P
<0,01; efeito de IN, P <0,01; interacdo entre ENSxIN, P <0,01; efeito de T, P <0,01; interacdo
entre ENSxT, P < 0,01; interagéo entre INXT, P < 0,01; interagdo entre ENSXINxT, P < 0,01.
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Degradabilidade in situ

N&o houve diferenca (P > 0,05) na degradabilidade in situ da MS com relag¢do ao uso
do inoculante, na interacdo entre tipo de ensilagem e inoculante, interacdo entre inoculante e
tempo de estocagem e na interagdo tipo de ensilagem, inoculante e tempo de estocagem para as
silagens incubadas com MPOrig por 12 horas, TMP2mm incubados por 12 horas, TMPOrig
incubados por 24 horas e TMP2mm incubados por 24 horas. Houve diferenca na
degradabilidade in situ da MS para o tempo de estocagem (P < 0,01) em todas as formas de
incubacdo testadas (TMPOrig incubadas por 12 e 24 horas e TMP2mm incubados por 12 e 24
horas), e entre tipos de ensilagem (P < 0,05) e interacdo entre tempo de estocagem e tipos de
ensilagem (P < 0,05) para as silagens incubadas TMPOrig incubadas por 12 e 24 horas e
TMP2mm incubados por 12 horas (Tabela 3).

A MR com TMPOrig incubadas por 12 horas teve maior degradabilidade da MS em
comparac¢do com MU na maior parte dos tempos de estocagem, enquanto a MR TMPOrig
incubadas por 24 horas teve degradabilidade da MS maior que MU apenas nos periodos iniciais
de estocagem (15 e 30 dias) e nos 120 dias. A degradabilidade da MS na MU com TMP2mm
incubadas por 12 horas foi maior que a da MR nos tempos de estocagem de 15, 30 e 90 dias.

Devido a inexisténcia de diferencas (P > 0,05) na degradabilidade com o uso de
inoculante e entre as silagens incubadas por 24 horas com TMP2mm, optou-se por testar os
modelos ao efeito do tipo de ensilagem (MU e MR) com 12 horas de incubagdo (Figura 5),
sendo testados com objetivo de estabelecer recomendacdes praticas para o tempo minimo para
estocagem dessas silagens os seguintes modelos: exponencial, logistico, broken-line (linear,
platd), broken-line (linear, linear), broken-line (quadratico, linear). O melhor ajuste se deu ao
modelo broken-line (linear, linear). A taxa de aumento da degradabilidade na MU com

TMPOrig foi de 0,30 unidades percentuais/dia até os 71 dias de estocagem; ap0s esse periodo,
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0 ganho em degradacdo foi de 0,03 unidades percentuais/dia. J& MR com TMPOrig
apresentaram taxa de aumento na digestdo de 0,23 unidades percentuais/dia até 52 dias de
estocagem, 0,03 unidades percentuais apos essa fase. Quando a avaliacdo foi realizada com
TMP2mm, MU apresentou ganhos de 0,46 unidades percentuais/dia até 35 dias, caindo para
0,03 apos esse periodo. Na MR com TMP2mm o incremento foi de 0,52 unidades percentuais

até os 50 dias de estocagem e de 0,05 unidades percentuais posteriormente.

60 T T T T T T T T T T 1
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Figura 5. Degradabilidade in situ da MS da silagem de milho grdo umido (MU) e silagem de
milho reidratada (MR) com dois tamanhos particula em diferentes tempos de estocagem. Linhas
demostram os valores previstos pelo modelo broken-line (linear, linear) para incubacéo por 12
horas.
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Tabela 3. Degradabilidade in situ da silagem de milho grédo imido (MU) e silagem de milho reidratada (MR) ensiladas sem (Controle) e com
(LB) o uso de L. buchneri (1x10° ufc por g de milho) com dois tamanhos de particula em diferentes tempos de estocagem
Tempos de estocagem
15 30 60 90 120 180 240 300
Tamanho de particula original - 12 h de incubacéo
MU 642 b 658 b 77,0 b 810 a 799 b 83 b 856 a 857 a
MR 753 a 789 a 82,8 a 85,1 a 87,2 a 88,0 a 89,2 a 90,0 a 00 <001 059 056 <001 <001 015 0.78
Tamanho de particula de 2 mm - 12 h de incubacéo
MU 742 a 81,1 a 834 a 866 a 83,0 a 839 a 894 a 894 a
MR 612 b 690 b 763 a 816 b 850 a 83,1 a 87,8 a 88,7 a
Tamanho de particula original - 24 h de incubacéo
MU 784 b 764 b 834 a 86,3 a 842 b 865 a 89,1 a 89,2 a
MR 88,7 a 888 a 89,3 a 90,8 a 90,6 a 914 a 91,7 a 918 a
Tamanho de particula de 2 mm - 24 h de incubacao
MU 854 854 8,0 905 90,0 90,7 911 914
MR 80,4 840 8,5 876 890 90,2 90,7 909
'ENS= efeito de tipo de ensilagem; IN = efeito de inoculante; ENSxIN = interag&o entre tipo de ensilagem e inoculante; T = efeito de tempo
de estocagem; ENSXT = interacdo entre tipo de ensilagem e tempo de estocagem; INXT = interagéo entre inoculante e tempo de estocagem;
ENSxINxT = interacdo entre tipo de ensilagem, inoculante e tempo de estocagem. #°’Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem
entre si, dentro do mesmo tamanho de particula e do tempo de incubacao.

Itens EPM Ens In Ensxln T EnsxT InxT EnsxInxT

169 0,02 030 086 <001 004 09 040

154 0,04 09 090 <0,01 <0,01 047 0,18

166 043 098 064 <001 029 094 098
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DISCUSSAO

Perfil fermentativo

O pH na MU LB foi mais alto durante os dias de estocagem devido a menor
concentracdo de éacido latico presente nessas silagens. Em contrapartida, MU Controle
apresentou menor valor de pH em funcéo da maior concentracdo de acido latico, uma vez que
o0 acido latico é o principal responsavel pela acidificacdo das silagens. A MR, além de ter maior
teor de acido latico e menor valor de pH, apresenta maior concentracdo de compostos volateis,
sendo 16,6% maior em relacdo ao MU, o que indica que a MR fermentou mais que a MU.

As silagens inoculadas com L. buchneri (MU LB e MR LB) apresentaram menor
concentracdo de acido latico, maior de 1,2-propanodiol e numericamente maior concentracdo
de acido aceético. O uso do inoculante L. buchneri modificou o perfil fermentativo das silagens,
uma vez que ao fermentar aclUcares gerou, além do &cido lactico, outros produtos de
fermentacdo como o acido acético. Diferentemente de outras BAL do grupo das
heterofermentativas obrigatdrias, o L. buchneri ndo produz etanol por ndo ter a enzima
acetaldeido desidrogenase, o que impede a reducdo do acetaldeido em etanol (McDonald et al.,
1991), o que aumenta a producéo de acido acético. O aumento de 1,2-propanodiol e a reducao
do acido latico na MU LB e MR LB sdo justificados também por um mecanismo de
autoprotecdo do L. buchneri a reducdo do pH gerada pelo acido latico, em que o L. buchneri
produz em anaerobiose, pela rota de degradacao do &cido latico, &cido acético e 1,2-propanodiol
(Oude Elferink et al., 2001). Esse processo permite a sobrevivéncia desse microrganismo por
mais tempo. Pode ser observado neste estudo que, com o uso de LB a contagem de BAL
permaneceu alta na MU durante todo o periodo de estocagem e na MR até os 120 dias de

estocagem. Esse mecanismo de protecdo por algum motivo parou de funcionar na MR LB aos
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180 dias de ensilagem. Os teores de acido latico cairam com uma maior intensidade na MU LB
(2,29; 1,25 e 1;24 g por kg de MS) em relacdo a MR LB (2,46; 2,23 e 2,04 g por kg de MS) aos
30, 60 e 180 dias de estocagem, respectivamente, o que reflete em aumento de pH na MU LB
e manutencdo do pH na MR LB. Ja o acimulo de acido acético foi maior na MR LB (0,69; 1,00
e 1,56 g por kg de MS) em comparacao com a MU LB (0,65; 0,74 e 1,31 g por kg de MS); e a
concentracdo de 1,2-propanodiol foi maior na MR LB (2,77; 5,98 e 11,06 g por kg de MS) em
comparacdo com a MU LB (2,88; 4,64 e 8,96 g por kg de MS), aos 30, 60 e 180 dias de
estocagem, respectivamente. Isso demonstra que 0s mecanismos de autoprotecdo do LB em
ambientes com pH baixo continuam ativos, porém nao foram suficientes para aumentar o pH
das MR LB, o que provavelmente resultou na queda das BAL para essas silagens a partir dos
180 dias de estocagem.

Carvalho et al. (2015), ao estudarem a populacdo bacteriana de silagem de milho grao
colhido na linha do leite, silagem de milho grdo umido (milho colhido na linha negra) e silagem
de milho reidratado (colhido seco), observaram maior proporgédo de sequéncias associadas ao
género Clostridium para o milho reidratado e menor proporc¢édo de Lactobacillus na ensilagem
e aos 120 dias de estocagem. Isso refletiu em alta associacéo dessas silagens com produtos do
metabolismo de Clostridium, como o &cido butirico. Tais fatos séo atribuidos ao maior estresse
no campo, processo de secagem e moagem sofrido pelos gréos de milho, o que comprometeria
a qualidade higiénica das silagens e a propria capacidade fermentativa de grdo de milho
reidratado. Contudo, neste estudo ndo foi observado qualquer comprometimento da capacidade
fermentativa; ao contrario, a MR fermentou mais que a MU, e as concentragdes iniciais de BAL
estdo dentro de padrdes normais para MU (Kung et al., 2014). A concentracgdo de acido butirico
¢ uma medida indireta da presenca de Clostridium (Pahlow et al., 2003). A concentracédo de

acido butirico na MR LB, MR Controle e MU LB permaneceu abaixo de 0,01 g por kg de MS,
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enquanto MU Controle apresentou concentracdo abaixo de 0,05 g por kg de MS. Portanto a
MR, bem como as demais, ndo tiveram indicios relevantes da presenca de Clostridium.

A fermentacdo do 1,2-Propanodiol a acido propiodnico e 1-propanol pelo Lactobacillus
diolivorans, sobre a qual sdo encontrados relatos na literatura (Krooneman et al., 2002), parece
ndo ocorrer no presentes trabalho, ja que a quantidade de 1,2-propanodiol é alta para as silagens
inoculadas com LB em relacdo ao Controle, mas a concentracdo de 1-propanol, apesar de mais
alta nas silagens com LB, é pouco expressiva (< 0,01 g por kg de MS). Isso demostra a baixa
acao das bactérias Lactobacillus diolivorans. O acido propidnico é influenciado pelo tipo de
ensilagem, sendo maior na MR (14,6 mg por kg de MS) em relacdo a MU (22,3 mg por kg de
MS), embora sua concentracdo seja baixa.

A MR Controle apresentou maior contagem de leveduras nos tempos de estocagem e
foram as Unicas que tiveram contagem acima do nivel de deteccdo em todos os tempos de
estocagem. Portanto a maior producéo de etanol apresentada pela MR Controle é consequéncia
da maior presenca dessas leveduras, uma vez que o etanol € um dos compostos produzidos por

leveduras pelo processo fermentativo em ambientes anaerébios (Rooke e Hatfield, 2003).

Estabilidade aerobia

A concentracdo de acido acético foi maior nas silagens de milho inoculadas com LB em
relagdo a silagem Controle e na MR em relacdo a MU. O &cido acético apresenta caracteristicas
antifungicas (Kleinschmit et al., 2005; Tabacco et al., 2011), pela sua capacidade de entrar de
forma passiva na célula dos fungos, dissociar-se no meio intracelular liberando H* que acidifica
0 meio, levando a célula a um desbalancgo iénico que reduz sua capacidade de multiplicagéo e
até a morte (Lambert e Stratford, 1999). Com isso, as silagens inoculadas com LB apresentaram

reducdo na contagem de leveduras aos 30 dias de estocagem, permanecendo abaixo do nivel de
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deteccdo a partir de 60 dias; e a MR apresentou menor contagem de fungos. Tudo isso devido
a maior concentracdo de acido acético nessas silagens, o que refletiu em maior estabilidade
aerobia na MR LB e MU LB em relacdo a MR Controle e MU Controle, e a8 MR Controle em
comparacdo com MU Controle, uma vez que esses microrganismos fazem parte do principal
grupo responsavel por iniciar o processo de deterioracdo aerobica (Pahlow et al., 2003).
Naturalmente a estabilidade aerdbia das silagens de grdo Umido e de milho reidratado
aumentam com o tempo de estocagem, porém as diferencas entre os tratamentos ficaram
maiores ao longo do tempo de estocagem. Outros indicativos da estabilidade aerdbia das
silagens, como pico de temperatura e ADIT 4, 8 e 12, também refletem essa maior concentragédo
de &cido acético. O pico de temperatura foi menor na MR LB e MU LB em relacdo a MR
Controle e MU Controle. Nos quatro primeiros dias de exposicao ao ar, o ADIT foi maior na
MU Controle até os 120 dias de estocagem. Ja nos 8 dias de exposi¢do ao ar, 0 ADIT foi maior
na MU Controle em todo o periodo de estocagem. Ao final de 12 dias de exposi¢do ao ar, 0
ADIT foi maior na MU Controle e MR Controle em todo o periodo de estocagem. Portanto a
inoculacdo de silagens com LB em comparacdo com as silagens ndo inoculadas reduz o
crescimento de leveduras e fungos filamentosos mesmo com 12 dias de exposi¢éo ao ar, o que

reflete em baixo acréscimo nas temperaturas das silagens.

Degradabilidade in situ

Durante a ensilagem de grdos de milho imido ocorre o processo de prote6lise pela acdo
de enzimas proteoliticas do proprio grdo e dos microrganismos presentes, transformando
proteinas e aminoacidos livres em N-NHs. Esse processo € mais concentrado no inicio do
processo de ensilagem, embora continue durante o armazenamento, porém com declinio das

taxas de proteolise (Buchanan-Smith et al., 2003). Hoffman et al. (2011) observaram um
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aumento constante dos teores de N-NHz em silagens de grdo umido de milho com o tempo de
estocagem, sendo que para os dois hibridos estudados o uso do inoculantes L. buchneri
aumentou os teores de N-NHz. O mesmo comportamento foi encontrado por Kung et al. (2014),
porém nesse caso as silagens foram inoculadas com proteases. Resultados semelhantes ao do
presente estudo, no qual também foi observado aumento na concentracdo de N-NHs ao longo
de todo o tempo de estocagem, sendo maior para a silagens inoculadas com LB.

Os gréos de amido do milho sdo recobertos por uma matriz proteica rica em zeina, nome
dado a prolamina do milho. Essa matriz proteica € hidrofébica, impedindo a digestdo dos graos
de amido pelos microrganismos do rimen (Owens et al., 1986). Durante 0 processo de
ensilagem, a prolamina pode ser solubilizada pelos &cidos advindos do processo fermentativo,
como o &cido latico e acido acético (Lawton, 2002), e degradada pela acdo de enzimas da planta
e das proteases dos microrganismos (Vierstra, 1996). Esse trabalho mostrou reducao dos teores
de prolamina com o tempo de estocagem para todas as silagens, sendo que a MU LB apresentou
0 menor teor de prolamina a partir do 120 dias de estocagem, enquanto os teores de prolamina
foram maiores na MU Controle dos 15 aos 60 dias de estocagem, mantendo-se alta nos demais
dias, mas com valor proximo da MR LB e MR Controle. A maior queda dos teores de prolamina
na MU LB pode estar associada ao uso do inoculante bacteriano que modifica o perfil da
populacdo de bactérias do silo, aumentando a concentracdo de BAL em todos os tempos de
estocagem. Contudo, a queda nos teores de prolamina foi menos intensa na MR LB em
comparagdo com MU LB. Apesar da MR ter sido inoculada com a mesma concentracéo de LB
que a MU, aos 180 dias de ensilagem houve grande reducdo na contagem de BAL, o que pode
ter reduzido a intensidade de queda na prolamina. A atividade proteolitica das bactérias tem
sido apontada como o maior mecanismo de degradacdo de proteina nas silagens de milho

reidratado, quando comparada com enzimas de fungos, enzimas do milho e solubilizacéo por
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produtos da fermentacdo (Junges et al., 2015). Contudo, ndo foi observado efeito do uso de
inoculantes na degradabilidade in situ da MS das silagens incubadas com 12 e 24 horas, embora
a prolamina tenha sido reduzida na MU LB.

A degradabilidade in situ da MS foi influenciada principalmente pelo tipo de ensilagem.
O serem incubadas as silagens secas com TMPOrig, MR apresentou maior degradabilidade que
MU com 12 e 24 horas de incubacao. Ja a incubacéo realizada com TMP2mm, com o objetivo
de padronizar o tamanho de particula, MU apresentou maior degradabilidade que MR com 12
horas de incubacédo e ndo apresentou diferencas com 24 horas de incubacdo. Essa inversdo do
resultado esta ligada ao maior tamanho de particula da MU. Mesmo a prolamina sendo baixa
na MU LB, néo houve reflexo disso na degradabilidade da MU incubada com TMPOrig. Com
24 horas de incubacéo, a degradabilidade da MU com TMPOrig apresentou degradacao inferior
a MR com TMPOrig, demostrando uma resisténcia maior da MU & digestdo, mesmo em tempos
prolongados de incubacéo devido ao maior tamanho de particulas. A quebra da matriz proteica
é um fator determinante para o aumento da degradabilidade ruminal dos grdos de amido,
embora ndo seja o Unico fator que determine isso. A facilidade de acesso aos granulos de amido
e a colonizacgdo pelas bactérias ruminais, que levam ao aumento da digestdo, é determinada
também pelo tamanho médio de particula do alimento (Engel et al., 2014). A reducdo do
tamanho de particula gerada pela moagem da MR aumentou a superficie de contato para as
bactérias do rumen, resultando em maior degradabilidade in situ dessa silagem. Ao se
padronizado o tamanho de particula para 2 mm o efeito da quebra na matriz proteica é mais
relevante, e a MU apresenta maior degradabilidade in situ da MS que a MR, nédo existindo
diferenca de degradabilidade em tempos mais prolongados de incubacéo (24 horas). Ao se levar
em consideracéo as diferencas nos tamanhos de particula da MR e MU, recomenda-se que, para

maximizar os efeitos da quebra da matriz proteica, as silagens figuem armazenadas por 52 e 71
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dias, respectivamente. Como ha a reducdo do tamanho de particulas dos alimentos durante a
mastigacdo por parte do animal, seria importante estudar os efeitos das ensilagens sobre a
degradacédo da matriz proteica e seus efeitos sobre a digestibilidade da MR e da MU, em funcéo
das diferencas no tamanho de particula das silagens e das mudancas que ele ainda podem sofrer

durante a mastigacdo com o estudo da digestibilidade in vivo.

CONCLUSAO

A silagem de milho reidratado € uma alternativa para o processamento dos graos de
milho, uma vez que apresenta bom perfil fermentativo. O uso de L. buchneri melhora a
estabilidade aerdbia e o perfil microbiano das silagens de grdo imido ou reidratado. O tempo
prolongado de estocagem, além de melhorar a estabilidade aerdbia das silagens, reduz a matriz
proteica que recobre os granulos de amido, aumentando a degradabilidade in situ das silagens
de grdo umido ou reidratado. Porém ganhos altos de degradabilidade in situ acontecem nos 30

a 70 dias de estocagem.
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CAPITULO 4 — Desempenho e metabolismo de bovinos Nelore confinados consumindo

silagens de milho grdo Umido ou reidratado com e sem o uso de L. buchneri

RESUMO - Objetivou-se com este trabalho determinar os beneficios do processo da ensilagem
do milho dmido ou reidratado com e sem o uso de L. buchneri em comparacdo com o uso de
milho seco moido sobre o desempenho e parametros ruminais de bovinos Nelore confinados.
Os tratamentos foram: milho seco moido (MSC), silagem de milho grédo imido sem inoculante
(MU), silagem de milho grdo Uumido com inoculante L. buchneri (MUB; NCIMB 40788
concentracio de 1x10° ufc por g de milho), silagem de milho reidratado sem inoculante (MR),
silagem de milho reidratado com inoculante L. buchneri (MRB; NCIMB 40788 concentracdo
de 1x10° ufc por g de milho), com inclusdo de 62,6% na matéria seca da dieta. No Experimento
1 foram utilizados animais canulados no ramen e no duodeno em delineamento quadrado latino
duplo (5 x 5), para avaliar os parametros ruminais e digestibilidade das dietas. No Experimento
2 foram usados 180 bovinos Nelore em delineamento de blocos casualizados para avaliar o
desempenho dos animais consumindo as dietas. Animais consumindo silagens apresentaram
maior (P < 0,05) digestibilidade total da MS, MO e PB, concentra¢éo de propionato e total de
acidos graxos de cadeia curta, além de menor (P < 0,01) CMS, conversao alimentar, pH ruminal
e maior (P < 0,01) eficiéncia alimentar, ELm e ELg em relagdo aos animais consumindo MSC.
Né&o houve (P > 0,05) diferenca no balanco de N e producdo de proteina microbiana. Animais
consumindo MSC e silagem de MUB apresentaram maior GMD (P = 0,09), peso corporal final
(P =0,08), e peso de carcaca quente (P = 0,06) em relagdo aos consumindo MRB. Recomenda-
se 0 uso de silagens de gréos por propiciar melhor aproveitamento da dieta. A silagem de grédo
de milho reidratado é uma alternativa a silagem de milho grdo imido. O uso do inoculante nas

silagens néo afeta os parametros metabdlicos e o desempenho dos bovinos Nelore.
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Palavras-chave: amido, digestibilidade in vivo, matriz proteica

INTRODUCAO

Com o objetivo de melhorar o desempenho e reduzir os custos com a alimentacédo, tem-
se buscado o aumento da eficiéncia de utilizacdo dos grdos de milho para alimentacdo de
ruminantes, uma vez que esse é o grdo mais utilizado e comp&e a maior parte da energia das
dietas (Vasconcelos e Galyean, 2007; Millen et al., 2009). Esse fato tem uma importancia ainda
maior para grdos de milho com alta vitreosidade do endosperma, por apresentarem menor
degradabilidade in vivo e in situ do amido (Philippeau et al., 2000; Correa et al., 2002).

Uma técnica de processamento que tem apresentado bons resultados no aumento da
digestibilidade do amido do milho e a ensilagem dos grdos de milho (Ferraretto et al., 2013).
Durante o processo de ensilagem, a solubilizacdo pelos acidos produzidos na fermentacédo e a
protedlise da matriz proteica por enzimas dos microrganismos e da propria planta reduzem a
matriz proteica (Vierstra, 1996); em consequéncia, ha maior digestibilidade ruminal do amido
pelo aumento do acesso por parte dos microrganismos do rimen aos granulos de amido
(Hoffman et al., 2011), melhorando a eficiéncia alimentar de bovinos de corte em terminagéo
(Huck et al., 1998; Henrique et al., 2007; Corrigan et al., 2009). A pratica da reidratacdo e
ensilagem do grdo seco pode ser uma alternativa para locais onde seja inviavel o plantio do
milho ou quando ndo é possivel colher o grdo com alta umidade, permitindo flexibilizar o
sistema.

Um limitante para a ensilagem de milho grdo Umido € o fato de estar propensa a
deterioracdo aerdbia (Sebastian et al., 1996). O uso de inoculantes contendo cepas de bactérias

heterofementativas obrigatérias, particularmente o L. buchneri, tem aumentado a estabilidade
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aerobia das silagens de grdo milho com alta umidade (Taylor e Kung, 2002). Entretanto pouco
se conhece sobre o efeito da melhoria da qualidade das silagens inoculadas com L. buchneri,
devido ao aumento da estabilidade, sobre o desempenho de bovinos confinados, bem como é
em grande parte desconhecido o efeito da alimentacdo de bovinos Nelore confinados com
silagem de milho reidratado. A hipdtese desse trabalho era de que animais alimentados com
silagens reduzissem o consumo de matéria seca em funcdo do aumento da digestibilidade do
amido, mantendo com isso ganhos de peso semelhantes e que para as silagens de milho com L.
buchneri, os resultados fossem melhores pelo aumento da estabilidade aerdbia e qualidade
higiénica das silagens.

Portanto o objetivo deste trabalho é determinar os beneficios do processo da ensilagem
do milho Umido ou reidratado sobre a digestibilidade ruminal do amido. Avaliando o
desempenho e os parametros ruminais de bovinos Nelore confinados, alimentados com estas

silagens com e sem o0 uso de L. buchneri em comparacdo ao uso de milho seco moido.

MATERIAL E METODOS

Plantio, adubac&o e confeccéo dos silos

Os dois experimentos foram conduzidos no Polo Regional do Desenvolvimento
Tecnologico dos Agronegécios da Alta Mogiana, em Colina, Sdo Paulo. O hibrido de milho
utilizado foi o DKB 390 VT PRO 2™ (Dekalb, Uberlandia, MG, Brasil). Para o Experimento
1 foram plantados 4 hectares em uma area com sistema de irrigacédo de pivo central previamente
dessecada. A adubacéo de plantio foi de 380 kg por hectare de 8-28-16 e, de cobertura, 400 kg
por hectare de 20-0-20. A ensilagem do milho umido foi realizada nos més de setembro de 2014

e a do milho seco em outubro de 2014. Para o Experimento 2 foram plantados 45 hectares de
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milho em uma area de sequeiro, previamente dessecada e gradeada. Foram aplicadas 2 t de
calcario por hectare. A adubacéo de plantio foi de 467 kg por hectare de 8-28-16 e de cobertura
400 kg por hectare de 20-0-20 e 200 kg de sulfato de amdnia. A ensilagem do milho dmido foi

realizada nos més de abril de 2015 e a do milho seco em maio de 2015.

Experimento 1

Foram utilizados 10 animais da raca Nelore, ndo castrados, com peso aproximado de
602194 kg, canulados no rimen e no duodeno. Os animais foram mantidos em baias individuais
(2 x 5 m), semicobertas com piso cimentado. Esses animais ja se encontravam na instituicao e
sua cirurgia foi aprovada pelo comité e Etica da FCAV/UNESP/Jaboticabal (nimero
20858/13). O experimento foi constituido por dois quadrados latinos 5 x 5 balanceados, usando-
se como critério de blocagem o peso.

Forneceu-se por 15 dias uma dieta inicial de adaptacdo (Tabela 1). Apds isso, iniciou-
se 0 experimento, sendo cinco periodos de 21 dias cada. As dietas experimentais foram
isoproteicas, variando apenas em relacéo as fontes de milho (Tabela 1), sendo: 1) milho seco
moido (MSC); 2) silagem de milho grdo umido sem inoculante (MU); 3) silagem de milho gréo
umido com inoculante L. buchneri (NCIMB 40788, Lallemand, Aparecida de Goiania, GO,
Brasil) na concentragdo de 1x10° ufc por g de milho (MUB); 4) silagem de milho reidratado
sem inoculante (MR); 5) silagem de milho reidratado com inoculante L. buchneri (NCIMB
40788, Lallemand, Aparecida de Goiania, GO, Brasil) na concentragdo de 1x10° ufc por g de
milho (MRB). Foram confeccionados 4 mini silos trincheira com face de 0,70 x 0,60 m, com
11 m de comprimento. Os gréos de milho colhidos com alta umidade (Tabela 2) passaram pelo
rolo laminador da embutidora (INGRAING0, Marcher, Gravatai, RS, Brasil). J&, para os demais

tratamentos, o milho foi colhido (18% de umidade) e levado a um secador comercial para
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secagem (10,5% de umidade), posteriormente, moido em moinho de martelo (TN 9), o material
foi colocado em vagao de mistura total com balanga acoplada (Siltomac, modelo S-2.3, Séo
Carlos, SP, Brasil) onde recebeu dgua a temperatura ambiente, com objetivo de atingir teor de
umidade de 35 %, com mistura constante para garantir uniformizacdo. A aplicacdo dos
inoculantes foi realizada com bomba costal (2 L por tonelada), a compactacéo foi realizada por
pisoteio e os silos cobertos com lona plastica dupla face e terra (Tabela 2). Outra parte do milho
seco foi mantida para moagem no inicio do experimento.

A racdo foi preparada diariamente e ofertada uma vez ao dia, pela manha (7:30 horas).
A dieta ofertada e as sobras foram pesadas diariamente para a determinacdo do consumo de
MS. O consumo foi ad libitum e as sobras mantidas entre 1-3% durante a adaptacéo dentro de
cada periodo. No periodo de colheita, os animais foram mantidos com consumo restrito a 95%
do consumido na adaptacdo de cada periodo. Para ajuste da dieta, o teor de MS do bagaco de
cana foi medido a cada dois dias, e das silagens de milho e demais ingredientes semanalmente.

A digestibilidade total da MS, matéria organica (MO), proteina bruta, e fibra em
detergente neutro (FDN) e amido foram estimadas pela relagéo do consumido pelo excretado.
Para isso foi realizada coleta total de fezes durante trés dias, sendo congeladas 10% do total ao
final de cada dia a -20°C. Ao final, amostras dos trés dias foram homogeneizadas e separadas
em 3 partes iguais para secagem em estufa de ventilacdo forcada a 55°C, sendo moidas em
peneira com crivo de 1 mm e utilizadas para analise apenas uma das amostras secas. As
amostras de sobras (quando houve) foram secas separadamente, conforme descrito para fezes,
posteriormente, transformadas em uma amostra composta para moagem e analise. Também foi
determinada a digestibilidade do amido atraveés de duas equacfes propostas por Zinn et al.
(2007); a primeira levou em consideragdo apenas a concentracdo de amido nas fezes e, a

segunda além da concentracdo de amido foi usada a quantidade de N nas fezes e a porcentagem
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de amido na dieta, sendo essa equacdo recomendada para dietas com digestibilidade do amido
superiores a 95%. Nos mesmos dias da coleta de fezes também foi realizada a coleta total de
urina, com auxilio de um aparato de coleta ligado a um balde plastico com tampa contendo 500
mL de &cido sulfdrico (20 %). Ap0s a coleta diaria, amostras de 10 mL de urina foram diluidas
em 40 mL de H2SO4 0,018 N e, posteriormente, congeladas a -20°C para determinagdo dos
teores de alantoina e acido urico (Chizzotti et al., 2008) e 50 mL da urina concentrada foram
armazenados para a determinacdo da quantidade de nitrogénio (N) total. A alantoina foi
determinadas pelo método colorimétrico, conforme Fujihara et al. (1987), como descrito por
Chen e Gomes (1992). O método calorimétrico também foi usado para determinar a
concentracdo de &cido Urico na urina (Labtest Diagnostic S.A., Lagoa Santa, Brasil). Os
derivados de purina (DP, mmol/dia) foram obtidos pela soma total da excrecdo de alantoina e
acido Urico, obtidos pela multiplicacéo das suas concentrac@es pelo volume total urinario diario.
As purinas absorvidas (PA) foram estimadas pelos derivados de purinas totais (DP) pela
formula PA = [DP — (0,301 PC%)]/0,80, onde PC é o peso corporal, 0,301 PC%" representa
excrecdo enddgena de DP e 0,80 € a recuperac¢do de purinas absorvidas (Barbosa et al., 2011).
A sintese de N microbiano (NMic) foi calculada pela PA usando-se a formula NMic = [(70 x
PA)/(0,93 x 1000 x 0,137)], onde 70 representa a concentracdo de N nas purinas (mg/mmol),
0,93 é a digestibilidade das purinas e 0,137 taxa média de N-RNA pelo N-total para as bactérias
isoladas no rumen (Barbosa et al., 2011). O balango dos compostos nitrogenados (BN) foi
obtido no periodo de digestibilidade pela diferenca entre o total de N ingerido e o total de N
excretado nas fezes e na urina.

No ultimo dia do periodo experimental, foi realizada a coleta de liquido ruminal nos
tempos 0, 3, 6, 12 e 18 horas apds a alimentacdo matinal. Essa aliquota foi destinada a

determinacdo do pH ruminal, no momento da retirada, nitrogénio amoniacal, sendo para isso
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separada uma aliquota de 50 mL, acondicionada em recipiente de plastico contendo 1,0 mL de
H>SO4 (1:1), identificada e congelada a -20°C para posterior anélise laboratorial e, para a
determinacéo dos acidos graxos de cadeia curta, foi utilizada uma amostra do conteddo sem
acidificacdo, e a andlise foi feita por cromatografia gasosa (Erwin et al 1961). Uma amostra
composta do fluido ruminal, dos cinco horéarios de coleta, foi utilizada para a determinacdo da
contagem de protozoarios, sendo a identificacdo e a quantificacdo dos géneros de ciliados feita
em camara Sedgewick-Rafter, segundo Dehority (1984), com modificacdo da forma de

coloracgdo proposta por D'Agosto e Carneiro (1999).

Experimento 2

Foram utilizados 180 animais da raca Nelore, ndo castrados, com peso médio de 310+17
kg, divididos em 30 baias (4,15 m x 15 m) com 6 animais cada, sendo 6 baias por tratamento,
usando-se como critério de blocagem o peso vivo. A adaptacao foi de 35 dias, sendo fornecida,
durante 30 dias a dieta da adaptacao, e por mais 5 dias a dieta de adaptacdo (Tabela 1) de manha
e dieta final a tarde. No total, os animais foram confinados por 119 dias. A dieta era fornecida
duas vezes ao dia (7:30 e 13:30 horas), em quantidades iguais, com sobra de 1-3%. As sobras
eram retiradas e pesadas pela manha para ajuste do fornecido e célculo de consumo, e
amostradas duas vezes por semana para determinacdo da MS. Foi realizada amostragem do
bagaco de cana a cada dois dias e, dos ingredientes e silagens de milho, uma vez por semana
para a determinacédo da MS.

A dieta e os tratamentos foram os mesmos do Experimento 1 (Tabela 1), contudo a
forma de confecgdo dos silos foi diferente. As silagens de milho grdo Umido foram feitas
passando os grdos de milho colhidos umidos pela quebradora de grdos da maquina embolsadora
(INGRAING60, Marcher, Gravatai, RS, Brasil) com imediata confeccdo dos silos. Para as

silagens de MR, o milho seco (18 % de umidade) foi seco em secador comercial até atingir 14%
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de umidade e moido em moinho de rolo e, posteriormente, foi colocado em um vagao de mistura
total com balanca acoplada (Siltomac) onde recebeu agua a temperatura ambiente, com o
objetivo de atingir teor de umidade de 35 % com mistura constante para garantir a
uniformizacdo do material. O material foi entdo ensilado em silos bag com o auxilio da maquina
embutidora de graos (Tabela 2). A aplicacao dos inoculantes foi realizada com bomba acoplada
a maquina embutidora com 3 L por tonelada de milho imido ou reidratado.

Aos 108 dias de confinamento, foi feita uma coleta de fezes de 5 animais de cada baia.
Uma amostra representativa do bolo fecal foi coletada logo apds os animais defecarem, sendo
feita uma amostra composta por baia. As fezes foram secas em estufa de ventilacdo forcada a
55° C por 72 horas e, posteriormente, moidas a 1 mm. Essas amostras foram usadas para a
determinacédo da digestibilidade do amido Zinn et al. (2007), energia liquida de mantenca do
milho (ELmmiino) € energia liquida de ganho do milho (ELgmiino), Segundo as equacdes propostas
por Zinn et al. (2007), sendo levada em consideracdo a concentracdo de amido nas fezes.

Ao final do periodo experimental, foi utilizado o ultrassom para a determinacédo da area
de olho de lombo (AOL), AOL por 100 kg de PV, ratio, marmoreio, espessura de gordura
subcutanea (EGS), EGS por 100 kg de PV e espessura de gordura na picanha. A pesagem final,
assim como a inicial, foi realizada com jejum de sélidos e liquidos por 16 horas e, apés a
pesagem final, foi feito o embarque para o abate. O abate foi realizado em frigorifico comercial,
na cidade de Barretos/SP, distante 20 km. Os animais foram abatidos seguindo as normas
estabelecidas pelo Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA) editadas pelo Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), sendo obtido, em todos os animais, 0 peso de carcaca quente e de dois animais por

baia, escolhidos por sorteio, 0 peso dos rins e da gordura renal pélvica e inguinal (GRPI).
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Tabela 1. Inclusdo dos ingredientes e analise da composicdo das dietas contendo milho seco
moido (MSC), silagem de milho grdo Umido (MU), silagem de milho grdo umido inoculado
com L. buchneri (MUB; NCIMB 40788 na de 1 x 10° ufc/g), silagem de milho reidratado (MR),
silagem de milho reidratado inoculado com L. buchneri (MRB; NCIMB 40788 na de 1 x 10°
ufc/g) do Experimento 1 e Experimento 2

Itens MSC MU MUB MR MRB

Dieta de adaptacéo

Ingredientes, %

Bagaco de cana 20,9 20,9 20,9 20,9 20,9
Milho 47,4 47,4 47,4 47,4 47,4
Polpa citrica 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2
Farelo de amendoim 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0
Nucleo? 3,49 3,49 3,49 3,49 3,49
Analise da composicdo nutricional, %

MO 93,2 93,4 93,4 93,4 93,4
PB 16,9 16,9 16,9 16,9 16,9
FDN 33,8 32,5 32,0 31,1 31,4
FDA 21,5 21,3 20,8 20,6 20,7
EE 2,65 3,02 2,94 2,82 2,72
CNF 43,3 44,4 44,9 45,9 45,8

Dieta final

Ingredientes, %

Bagaco de cana 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Milho 62,6 62,6 62,6 62,6 62,6
Polpa citrica 17,0 17,0 17,0 17,0 17,0
Farelo de amendoim 3,99 3,99 3,99 3,99 3,99
Nucleo? 3,99 3,99 3,99 3,99 3,99
Analise da composicdo nutricional, %

MO 94,1 94,3 94,3 94,3 94,4
PB 14,4 14,6 14,7 14,7 14,6
FDN 26,0 24,3 23,7 22,6 22,9
FDA 15,4 15,0 14,4 14,1 14,2
EE 3,12 3,61 3,50 3,35 3,21
CNF 54,2 55,6 56,3 57,5 57,5

INiveis de garantia do nlcleo: célcio 99 g, cobalto 59 mg, cobre 453 mg, enxofre 31g, ferro 453 mg,
fosforo 11,5 g, flior 106 mg, magnésio 17,1 g, manganés 464 mg, selénio 6 mg, sédio 40 g, zinco 1495
mg, vitamina A 96770 Ul, monensina sddica 493 mg, virginiamicina 641 mg. A ureia corresponde a
53,38% do nucleo.
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A energia de ganho (EG, Mcal/dia) foi calculada pela equacio EG = GPD%"[0,0493
PC%"], onde PC ¢ o peso corporal médio (NRC, 1984). A energia de mantenca (EM, Mcal/dia)
foi calculada pela equagdo EM = 0,077 PC%™ (Lofgreen e Garrett, 1968). A energia liquida de
ganho da dieta (ELg; Mcal/kg de MS) foi calculada em funcéo da energia liquida de mantenca
(ELm, Mcal/kg de MS) pela equacdo ELg = 0,877 ELm — 0,41 (Zinn e Shen,1998) e a ELm da
dieta foi calculada de acordo com a equagéao abaixo:

x = [-b + (b? — 4ac)*]/2c
Onde: x = ELm; a = -0,41XEM; b = 0,877xEM + 0,41xCMS + EG; ¢ = -0,877xCMS (Zinn e

Shen,1998).

Tabela 2. Perfil fermentativo, microbiano e estabilidade aerdébia da silagem de milho grédo
umido (MU), silagem de milho grdo imido inoculado com L. buchneri (MUB; NCIMB 40788
na de 1 x 10° ufc/g), silagem de milho reidratado (MR), silagem de milho reidratado inoculado
com L. buchneri (MRB; NCIMB 40788 na de 1 x 10° ufc/g) no Experimento 1 e Experimento
2

Itens MU MUB MR MRB
Experimento 1

Dias de estocagem 360 330

pH 4,05 £0,06 4,33 +0,17 4,03 £0,07 3,93 +0,08

Nitrogénio amoniacal, % da MS 0,10 +0,004 0,14 +0,009 0,13 +0,016 0,14 *0,020

Acido latico, % da MS 2,96 +0,86 2,04 +0,84 3,16 +0,53 3,81 +0,40

Bactérias acido laticas, log ufc/g 4,86 +1,00 4,42 +1,06 550 +1,12 4,93 +0,39

Leveduras, log ufc/g 4,35 £1,16 3,24 +0,94 4,34 +0,90 4,38 +0,65

Fungos filamentosos, log ufc/g 1,36 +0,57 0,60 %0,9 2,06 1,36 1,71 +0,70

Estabilidade aerdbia, h 55 166 239 85 5 19 118 +147
Experimento 2

Dias de estocagem 270 240

pH 4,10 +0,08 4,16 +0,12 4,07 0,05 4,11 +0,06

Nitrogénio amoniacal, % da MS 1,19 +0,269 1,14 +0,270 1,18 +0,295 1,14 0,314

Acido latico, % da MS 2,43 +0,28 2,28 +0,26 2,84 0,25 2,82 0,33

Bactérias acido laticas, log ufc/lg 2,67 +2,04 166 +1,60 143 +1,63 1,80 1,4

Leveduras, log ufc/g 323 £162 148 1,76 1,11 164 1,19 +1,13

Fungos filamentosos, log ufc/g 1,15 +167 045 +£1,00 1,02 £1,43 0,67 =0,96
Estabilidade aerobia, h 39 +59 162 +105 29 24 216 +84
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Analises quimica-bromatoldgicas

As amostras obtidas (ingredientes da dieta, sobras e fezes) foram levadas a estufa de
ventilacdo forcada a 55°C, por 72 horas para estimacao da MS (n° do método 934.01, AOAC,
1995) sendo moidas em moinho com peneira de crivo de 1 mm para posterior estimacdo da
proteina bruta (PB; n°® do método 978.04; AOAC, 1995), extrato etéreo (EE; n° do metodo
920.39; AOAC, 1995), cinzas (MM, n° do método 942.05; AOAC, 1995), amido adaptado de
Bach Knudsen et al. (1984), fibra em detergente neutro (FDN), segundo Mertens et al. (2002)
sem adicao de sulfito de sddio, mas com adicdo de amilase termoestavel no detergente. Para a
caracterizacdo das silagens, foram determinados pH, nitrogénio amoniacal (N-NHzs; Noel e
Hambleton, 1976) e acido latico (Pryce, 1969) obtidos por meio de extrato aquoso (1:10) com
agua destilada. O pH foi medido com potenciémetro (DM-22, Digimed, Sao Paulo, SP, Brasil).
Também foi feita a caracterizacdo microbioldgica, pela contagem de BAL, fungos filamentosos

e leveduras, e do perfil de estabilidade aerdbia (Tabacco et al., 2009).

Analises estatisticas

O Experimento 1 foi constituido em um quadrado latino, e as varidveis analisadas uma
vez em cada periodo pelo modelo: Yijkl = p + Qi + Aj(i) + Pk + MI + eijkl. Em que p = média
geral; Qi = efeito de quadrado (i =1 ou 2); Aj(i) = efeito de animal aninhado em quadrado (j =
1 a10); Pk = efeito de periodo (k = 1 a 5); Ml = efeito de tratamento (I = MU, MUB, MR, MRB
e MSC); eijkl = erro experimental. Os dados obtidos ao longo do tempo (amonia, pH ruminais
e &cidos graxos volateis) foram analisados como medidas repetidas sendo acrescidos os efeitos
de tempo (0, 3, 6, 12 e 18 h) e a interacdo entre tempo e tratamento. As matrizes para cada
variavel foram escolhidas de acordo com o critério BIC (Bayesian Information Criteria). O

Experimento 2 foi constituido de um delineamento em blocos casualisados, e as variaveis foram
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analisadas pelo modelo: Yij = p + Mi + Bj + eij. Em que i = média geral; Mi = efeito de
tratamento (i = MU, MUB, MR, MRB ¢ MSC); Bj = efeito do bloco (j =1 a 6); eij = erro
experimental. As variaveis foram analisadas pelo procedimento MIXED do SAS (2000), e as

médias foram comparadas pelo teste t a 10% de probabilidade de erro.

RESULTADOS

Experimento 1

Os animais que consumiram as silagens de milho (MU, MUB, MR e MRB)
apresentaram menor CMS (P = 0,02) durante os dias de coleta de fezes em relagdo ao animais
consumindo MSC (Tabela 3). As digestibilidades da MS, MO e PB foram maiores (P < 0,05)
para 0s animais consumindo silagens, em média 5,7; 5,2 e 5,0 % respectivamente, em relacdo
aqueles que consumiram MSC. N&o houve diferenca (P = 0,69) entre as dietas na digestibilidade
do FDN. Independentemente da forma com que foi calculada, por coleta total de fezes ou
equacdes, a digestibilidade do amido foi sempre maior (P < 0,01) para os animais que
consumiram silagens em comparacdo com aqueles que consumiram MSC. O consumo das
diferentes dietas ndo alterou (P > 0,10) o balanco de N, a eficiéncia no uso de N, a producéo de
purinas totais e de proteina microbiana no ramen (Tabela 4).

Houve interacdo entre pH e horas apds a alimentagdo (P < 0,01). O pH do conteudo
ruminal foi maior nos animais que consumiram MSC (Figura 1), sendo o menor valor de pH
observado as 12 horas apos a alimentacdo; ja nos animais alimentados com as silagens, 0s
menores valores de pH foram observados as 6 horas. Houve interacdo entre os valores de N-
NH3s e horas apos o consumo (Figura 1). Os animais alimentados com MSC apresentaram

maiores valores de N-NHs, as 3 e 6 horas ap0s a alimentacdo, sendo superior aos teores de N-
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NHs do conteudo ruminal dos animais consumindo silagens. A dieta que continha MU
apresentou menores valores de N-NHz que MSC e MUB, 3 horas apés a alimentagédo e que

todos os outros tratamento 6 horas ap6s a alimentacéo.

Tabela 3. Consumo e digestibilidade de bovinos Nelore terminados em confinamento
alimentados com milho gréo seco moido (MSC), silagem de milho grdo umido (MU), silagem
de milho grdo Gmido inoculado com L. buchneri (MUB; NCIMB 40788 na de 1 x 10° ufc/g),
silagem de milho reidratado (MR), silagem de milho reidratado inoculado com L. buchneri
(MRB; NCIMB 40788 na de 1 x 10° ufc/g)

Itens MSC MU MUB MR MRB EPM P -valor
CMS, kg/dia 690 a 641 b 620 b 639 b 650 b 035 0,02
Digestibilidade da MS, % 76,4 b 806 a 812 a 810 a 803 a 092 0,01
Digestibilidade da MO, % 791 b 832 a 837 a 835 a 827 a 080 <0,01
Digestibilidade da PB, % 774 b 801a 819 a 823 a806a 122 0,03

Digestibilidade da FDN, % 56,6 60,3 60,1 574 581 233 0,69
Digestibilidade do amido®, % 96,1 b 99,8 a 99,7 a 99,0 a 99,8 a 0,32 <0,01

DGA?, % do ingerido 95,1 b 996 a 998 a 99,8 a 99,7 a 0,48 <0,01

DGA3, % 958 b 996 a 99,7 a 998 a 99,7 a 0,34 <0,01
!Digestibilidade no trado digestivo total calculada pela diferenca do ingerido com o excretado
de amido, dividido pelo ingerido; 2DGA = digestibilidade do amido em funcdo da % do
ingerido, calculado pela equacao DGA, % do
ingerido=100x {1-[(0,938—0,497xNF+0,0853xNF?)xAF/AD], onde NF é a % de N fecal, AF
é % de amido nas fezes e AD é a % do amido na dieta (Zinn et al., 2007); *DGA = digestibilidade
do amido, calculado pela equacio DGA, %=99,9—0,413xAF-0,0131xAF? onde AF é % de
amido nas fezes (Zinn et al., 2007); Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem ente
si pelo teste t.

N&o houve interacdo (P > 0,10) entre os tratamentos e horas apds a alimentacdo na
concentracdo de acidos do contetdo ruminal, com excec¢do da relacdo entre acetato/propionato
(A/P; P = 0,02). Os animais alimentados com MSC apresentaram maior razdo A/P, antes do
trato em relacdo aos demais, nao diferindo das silagens de MU e MUB nos demais horarios
(Figura 1). Em geral, MR e MRB apresentaram menor razdo A/P em relacdo aos demais
tratamentos em todos os horérios. Os animais alimentados com MSC apresentaram menor
concentragéo de propionato (P = 0,02) em relagédo ao MU, MR e MRB, e menor concentragdo

de valerato (P = 0,03) em relagéo as silagens de MU e MR (Tabela 5). Nao houve diferencas
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na concentracdo de acetato (P = 0,27), butirato (P = 0,35) e isovalerato (P = 0,24) entre os

tratamentos.

Tabela 4. Balanco de N e producédo de proteina microbiana de bovinos Nelore terminados em
confinamento alimentados com milho grdo seco moido (MSC), silagem de milho grdo umido
(MU), silagem de milho grdo umido inoculado com L. buchneri (MUB; NCIMB 40788 na de
1 x 10° ufc/g), silagem de milho reidratado (MR), silagem de milho reidratado inoculado com
L. buchneri (MRB; NCIMB 40788 na de 1 x 10° ufc/g)

Itens MSC MU MUB MR MRB  EPM P -valor
Balanco de N, g/dia 51,8 47,0 46,0 50,5 58,0 6,89 0,46
Eficiéncia de N, % 40,3 37,9 38,6 38,8 447 3,91 0,53

Excrecdo de derivados de
purinas totais, mmol/L

Proteina microbiana, g/dia 268 327 303 308 290 50,6 0,76

99,0 113 107 108 103 12,0 0,76

N&o houve diferenca (P > 0,10) na contagem de protozoarios no contedo ruminal, com
excecdo do Eremoplastron (Tabela 6), que apresentou maior populacdo nos animais

alimentados com MSC (P = 0,05).

Tabela 5. Acidos graxos de cadeia curta (mmol/L) do rimen de bovinos Nelore terminados em
confinamento alimentados com milho grdo seco moido (MSC), silagem de milho grdo umido
(MU), silagem de milho grdo umido inoculado com L. buchneri (MUB; NCIMB 40788 na de
1 x 10° ufc/g), silagem de milho reidratado (MR), silagem de milho reidratado inoculado com
L. buchneri (MRB; NCIMB 40788 na de 1 x 10° ufc/g)

P —valor!
Itens MSC MU MUB MR MRB EPM Trat H  TraxH
Acetato 59,6 62,4 58,0 62,3 62,3 2,13 0,27 <0,01 0,27
Propionato 199 ¢ 239 ab 216 bc 26,3 a 268 a 260 0,02 <001 045
Butirato 10,6 13,4 12,4 12,8 12,5 1,17 0,35 <0,01 0,61
Valerato 178 a 213 b 191 ab 229 b 204 ab 0,14 0,03 <0,01 0,31
Isovalerato 2,58 2,23 2,15 2,21 2,18 0,17 0,24 097 0,78
Total 945 b 104 a 94 b 106 a 106 a 4,19 <0,01 <0,01 0,24

Trat = efeito de tratamento, H = efeito de horéarios de colheita apds o trato; TratxH = efeito da
interacdo entre tratamento e horarios de colheita apds o trato. Médias seguidas da mesma letra
na linha ndo diferem ente si pelo teste t.
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(b)

Horas

-t~ MSC —fF=—MU —f—MUB :+@-+: MR ---@--MRB

Figura 1. pH (a), nitrogénio amoniacal (N-NHz3) (b) e razéo acetato/proprionato (A/P) (c) no
ramen de bovinos Nelore terminados em confinamento alimentados com milho gréo seco
moido (MSC), silagem de milho grdo Umido (MU), silagem de milho grdo umido inoculado
com L. buchneri (MUB; NCIMB 40788 na de 1 x 10° ufc/g), silagem de milho reidratado (MR),
silagem de milho reidratado inoculado com L. buchneri (MRB; NCIMB 40788 na dose de 1 x
10° ufc/g). (a) EPM = 0,11. Efeito de tratamento, P = 0,02; efeito de horarios de colheita apds
o trato, P < 0,01; efeito da interacdo entre tratamento e horarios de colheita apos o trato, P <
0,01. (b) EPM = 2,02. Efeito de tratamento, P < 0,01; efeito de horarios de colheita apés o trato,
P < 0,01; efeito da interagé@o entre tratamento e horarios de colheita apos o trato, P = 0,01. ()
EPM = 0,48. Efeito de tratamento, P = 0,02; efeito de horas de coleta apds o trato, P < 0,01,
efeito da interacdo entre tratamento e horérios de colheita apos o trato, P < 0,01.
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Tabela 6. Contagem (log) de protozoarios por mililitro de conteddo ruminal de bovinos Nelore
terminados em confinamento alimentados com milho grdo seco moido (MSC), silagem de
milho grdo umido (MU), silagem de milho com alta umidade inoculado com L. buchneri (MUB,;
NCIMB 40788 na de 1 x 10° ufc/g), silagem de milho reidratado (MR), silagem de milho
reidratado inoculado com L. buchneri (MRB; NCIMB 40788 na de 1 x 10° ufc/g)

Itens MSC MU MUB MR MRB EPM P -valor
Total de protozoarios 6,12 591 586 597 6,12 0,17 0,33
Entodinium 6,02 58 583 59 611 0,20 0,52
Dasytricha 153 105 119 0,70 0,70 0,57 0,71
Isotricha 393 414 403 409 398 012 0,53
Metadinium 038 03 03 03 03 037 1,00
Eremoplastron 1,24 000 000 045 000 0,35 0,05
Eudiplodinium 1,75 079 078 110 150 0,66 0,49
Polyplastron 1,14 101 119 158 0,75 0,58 0,89
Epidinium 082 125 073 0,76 045 0,53 0,18
Elytroplastron 1,80 155 0,79 157 146 0,65 0,54

Experimento 2

O CMS foi menor (P < 0,01) para os animais que consumiram silagem em comparagao
aos que consumiram MSC (Tabela 7). A redugdo no consumo dos animais que receberam
silagens iniciou-se proximo aos 13 dias de confinamento, permanecendo durante todo o tempo
de confinamento (Figura 2). Entre as silagens, 0 CMS dos animais consumindo dietas com MU
e MUB foi maior que aqueles que se alimentados com MR e MRB. Animais que consumiram
MSC e silagem de MUB apresentaram maiores GMD (P = 0,09), peso corporal final (P = 0,08),
e peso de carcaca quente (P = 0,06) em relacdo aqueles que se alimentaram com MRB. Animais
consumindo MSC apresentaram maior conversdo alimentar (P < 0,01) e menor eficiéncia
alimentar (P < 0,01) em relacéo aos demais tratamentos.

A digestibilidade do amido calculado pela concentracdo de amido fecal foi maior (P <
0,01) para os animais consumindo dietas contendo MU, MUB, MR e MRB em comparacao
com as dietas que continham MSC (Figura 3) nas duas equag6es. Os animais consumindo MR

apresentaram maior (P < 0,01) ELm e Elg da dieta em comparacdo com aqueles que
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consumiram MU e MSC, quando as equac@es levaram em consideracdo o CMS, GPD e PC, e
maior (P < 0,01) ELMmimno € Elgmino que MUB e MSC, quando as equagdes levaram em
consideracdo a concentracdo de amido fecal (Tabela 8). As dietas contendo MSC apresentaram
menor (P < 0,01) ELm e Elg da dieta e menor (P < 0,01) ELMmiino € Elgmiino €m comparacéo

com as dietas que continham silagem.

Tabela 7. Desempenho e caracteristicas da carcaga de bovinos Nelore terminados em
confinamento alimentados com milho grdo seco moido (MSC), silagem de milho grdo umido
(MU), silagem de milho grdo imido inoculado com L. buchneri (MUB; NCIMB 40788 na de
1 x 10° ufc/g), silagem de milho reidratado (MR), silagem de milho reidratado inoculado com
L. buchneri (MRB; NCIMB 40788 na de 1 x 10° ufc/g)

Variaveis MSC MU MUB MR MRB EPM P -valor
CMS, kg/dia 981 a 788 b 78 b 734 c 732c 024 <0,01
PC inicial, kg 311 310 310 311 310 7,26 0,24
PC final, kg 514 a 505 ab 510 a 505 ab 493 b 7,17 0,08
PCQ, kg 290 a 282 ab 286 a 282 ab 275 b 6,49 0,06
GMD, kg 173 a 166 ab 169 a 164 ab 155 b 0,05 0,09
RC, % 56,3 55,9 56,2 56,0 55,9 0,31 0,84
CA, kg 570 a 476 b 4,67 bc 448 ¢ 4,72 bc 0,12 <0,01
EA 0,176 ¢ 0,211 b 0,215 ab 0,224 a 0,213 ab 0,005 <0,01
AOL, cm? 760b 755 b 780a 796a 753 b 260 <0,01
AOL,cm?100kgPC 150 b 152 b 155 b 162 a 155 b 0,34 0,02
RATIO 0,518 0,533 0,530 0,528 0,515 0,006 0,15
Marmoreio 2,75 2,93 2,85 2,51 2,80 0,12 0,12
EGS, mm 5,55 6,20 581 5,90 5,59 0,21 0,23
EGS, mm/100kgPC 109 b 124 a 116 b 120 ab 115 b 0,04 0,08
EGP8, mm 7,99 7,70 7,77 7,64 7,71 0,31 0,94
Rins, kg 0,827 0,764 0,797 0,778 0,767 0,032 0,57
GRPI, kg 653 a 537 b 593 ab 562b 522b 032 0,06

CMS = consumo de matéria seca; PC = peso corporal; PCQ = peso de carcaca quente; GMD =
ganho médio diario; RC = rendimento de carcaca; CA = conversdo alimentar; EA = eficiéncia
alimentar; EIm = energia liquida de mantenca; Elg = energia liquida de ganho; AOL = area de
olho de lombo; RATIO = razdo entre altura e largura da AOL; EGS = espessura de gordura
subcutanea; EGSP8 = espessura de gordura na altura da picanha; GRPI = gordura renal pélvica
e inguinal. Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste t.
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A AOL (P <0,01) foi maior nos animais consumindo silagem de MR e MUB e a AOL
por 100 kg PC (P = 0,02) foi maior nos animais consumindo silagem MR, em relacdo aos
demais tratamentos. A EGS por 100 kg de PC foi maior (P = 0,08) nos animais alimentados
com MU em relacdo aos alimentados com MSC e silagens de MUB e MRB. Animais
alimentados com MSC apresentaram maior (P = 0,06) GPRI em relacdo aos alimentados com
silagens de MU, MR e MRB. N&o houve diferenca entre as fontes de milho para marmoreio (P

=0,12), RATIO (P = 0,15), EGS (P = 0,23), EGP8 (P = 0,94) e rins (P = 0,57).

11,50
10,50
9,50
8,50
7,50
6,50

5,50 1 g8

Consumo de MS (kg/animal/dia)

450

1 7 13 19 25 31 37 43 49 55 61 67 73 79 85 91 97 103 109 115 121

3,50 -
Dias de confinamento

- & -MSC —8— MU —&— MUB <@+ MR ---@-- MRB

Figura 2. Consumo de MS (kg/dia) de bovinos Nelore terminados em confinamento
alimentados com milho grdo seco moido (MSC), silagem de milho grdo umido (MU), silagem
de milho grdo Gmido inoculado com L. buchneri (MUB; NCIMB 40788 na de 1 x 10° ufc/g),
silagem de milho reidratado (MR), silagem de milho reidratado inoculado com L. buchneri
(MRB; NCIMB 40788 na de 1 x 10° ufc/qg).
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Figura 3. Digestibilidade do amido nas dietas de bovinos Nelore terminados em confinamento
alimentados com milho gréo seco moido (MSC), silagem de milho grdo imido (MU), silagem
de milho grdo Gmido inoculado com L. buchneri (MUB; NCIMB 40788 na de 1 x 10° ufc/g),
silagem de milho reidratado (MR), silagem de milho reidratado inoculado com L. buchneri
(MRB; NCIMB 40788 na de 1 x 10° ufc/g). DGA,% do ingerido = digestibilidade do amido em
funcio da % do ingerido, calculado pela equacdo DGA, % do
ingerido=100x{1-[(0,938—0,497xNF+0,0853xNF?)xAF/AD], onde NF é a % de N fecal, AF
é % de amido nas fezes e AD é a % do amido na dieta (P < 0,01, Zinn et al., 2007); DGA,% =
digestibilidade do amido, calculado pela equagcdo DGA, %=99,9-0,413xAF—0,0131xAF 2 onde
AF é % de amido nas fezes (P < 0,01, Zinn et al., 2007).

Tabela 8. Valores de energia liquida de mantenca e de ganho da dieta e do milho para bovinos
Nelore terminados em confinamento alimentados com milho grdo seco moido (MSC), silagem
de milho grdo umido (MU), silagem de milho grdo imido inoculado com L. buchneri (MUB;
NCIMB 40788 na de 1 x 10° ufc/g), silagem de milho reidratado (MR), silagem de milho
reidratado inoculado com L. buchneri (MRB; NCIMB 40788 na de 1 x 10° ufc/g)

Variaveis MSC MU MUB MR MRB EPM P -valor
Elm?!, Mcal/kg 197 ¢ 230 b 234 ab 244 a 234 ab 005 <001
Elg?, Mcal/kg 132 c 161D 164 ab 1,73 a 1,65 ab 0,05 <0,01
Elmmiine®, Mcal/kg 1,87 ¢ 241 ab 238 b 247 a 244 ab 0,03 <0,01
Elgmiino*, Mcal/kg 123 ¢ 170 ab 167 b 1,76 a 1,73 ab 0,03 <0,01

'Elm= energia liquida de mantenca da dieta (Zinn e Shen, 1998); 2ELg= energia liquida de
ganho da dieta (Zinn e Shen, 1998); *ELgmino= energia liquida de ganho do milho, calculado
pela equacdo ELg=0,877XELMmino—0,41 (Zinn et al., 2007); *ELmmino=energia liquida de
mantenca do milho, calculado pela equagdo ELm=2,49—0,0127xAF—0,000292xAF? (Zinn et
al., 2007), onde AF é a % de amido nas fezes.
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DISCUSSAO

Experimento 1

A reducéo de 7,7% no CMS dos animais consumindo as silagens em comparagdo com
0s que consumiram MSC pode ser associada a maior digestibilidade da MS e MO dessas
silagens. A Unica diferenca entre as dietas é o processamento do milho, MSC, MU e MR,
portanto as diferencas de digestibilidade da MS e MO ocorrem em funcdo da digestibilidade
desses grdos, principalmente da sua fragdo amido. O milho que foi utilizado neste estudo tem
maior porcentagem de endosperma vitreo, sendo classificado como duro. Esse tipo de
endosperma apresenta granulos de amido mais adensados, e a matriz proteica hidrofébica que
recobre os granulos de amido € mais espessa, 0 que reduz a digestdo dos graos de milho, como
foi observado por Correia et al. (2002) e Philippeau et al. (2000) ao comparar milhos com
diferentes vitreosidades de endosperma. 1sso ocorre porgque a matriz proteica é hidrofobica e
impede a chegada das enzimas, dificultando a colonizagdo dos microrganismos ruminais aos
granulos de amido, dificultando sua digestdo (Owens et al., 1986). Contudo, os acidos
produzidos durante o processo fermentativo das silagens podem solubilizar a matriz proteica.
Outro processo comum, durante a ensilagem, € a protedlise advinda das enzimas da prépria
planta ou dos microrganismos da silagem, que pode quebrar a matriz proteica que recobre os
grénulos de amido (Hoffman et al., 2011; Kung et al., 2014). Esses processos podem aumentar
a degradabilidade in situ das silagens de milho grdo Umido e milho reidratado (Silva, dados ndo
publicados — Capitulo 3) e a digestibilidade in vivo, como se pode observar no presente estudo
com o aumento da digestibilidade da MS, da MO e do amido, nas dietas contendo silagens de
gréos em comparacao com a dieta que continha MSC. A digestibilidade total do amido do milho

é correlacionada positivamente com a digestibilidade ruminal do amido (Ferraretto et al., 2013).
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Embora a digestdo intestinal do amido seja mais eficiente energeticamente, devido a reducao
das perdas energéticas em comparagdo com a digestdo no rimen, pela auséncia da producéo de
metano e menor producdo de calor no intestino (Owens et al., 1986; McLeod et al., 2001), o
escape de amido do rumen tem correlacdo negativa com a digestibilidade no trato digestivo
total (Ferraretto et al., 2013). A reducdo na digestdo pds-ruminal do amido em funcéo do
aumento do fluxo de amido no duodeno esta relacionada a alta taxa de passagem atraves dos
intestinos, que leva um tempo insuficiente para completar a hidrolise do amido (Owens et al.,
1986) ou a uma insuficiente atividade da enzima amilase pancreéatica (Huntington, 1997).
Apesar do menor CMS, a reducdo nos valores de pH ruminal dos animais alimentados
com MU, MUB, MR e MRB indica maior fermentacdo ruminal de amido nessas dietas, em
funcdo da maior producdo de &cidos de cadeia curta no rumen dos animais consumindo MU,
MR e MRB. A fermentacdo do amido no rumen ocorreu mais intensamente nas primeiras 6
horas apds o trato e € maior nas dietas contendo silagem, uma vez que o valor mais baixo de
pH para essas silagens ocorre nesse horéario, enquanto a fermentacdo do MSC foi menos intensa,
com ocorréncia de valores mais baixos de pH 12 horas apés o trato, porém superiores aos das
dietas contendo silagens. A velocidade de degradacdo do amido foi maior nas silagens em
funcdo da maior disponibilidade do amido, o que levou a maior queda de pH e ao aumento da
concentracdo de acidos graxos de cadeia curta em menor tempo. Isso se deve a quebra na matriz
proteica constante durante o tempo de estocagem (Silva, dados ndo publicados — Capitulo 3), 0
que aumenta a velocidade de degradacdo do amido. Outro indicio de maior fermentacgdo é que
a concentracdo de propionato foi maior nos animais consumindo silagens em relagéo aos que
consumiram MSC. A reducdo da razdo A:P no rumen dos animais consumindo dietas que
continham silagem ocorreu devido ao aumento da producédo de propionato. A reducdo da razéo

A:P e do proprionato foram maiores para as silagens de MR e MRB. Esses resultados indicam
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que houve maior fermentacdo ruminal de amido nas dietas com silagens, o que refletiu no
aumento da digestibilidade da MS, MO e do amido das dietas. Proprionato e lactato s@o
responsaveis por 62 e 17% do suprimento de precursores gliconeogénicos (Huntington et al.,
2006). Portanto, o aumento da digestibilidade ruminal do amido aumenta o aporte energético
para o animal pelo incremento nos produtos da fermentacdo. O aumento do aporte energético
das silagens foi comprovado no Experimento 2 com o aumento da ELg e ELm das dietas
contendo silagens.

O aumento da digestibilidade ruminal do amido pode aumentar a producéo de proteina
de origem microbiana (Santos et al., 2011). Em animais consumindo silagem, o aumento da
fermentacdo ruminal de carboidratos nas horas iniciais ap6s o trato, fato comprovado pela
reducdo do pH até as 6 horas e pelo aumento do propionato, reduziu a concentracdo de amonia
ruminal as 3 e 6 horas apés o trato. Com a maior disponibilidade de energia para 0s
microrganismos do rumen, houve maior retirada de N-NH3 do meio, uma vez que 41,8% da
proteina da dieta era de origem ndo proteica prontamente disponivel para os microrganismos.
Isso deveria aumentar a producdo de proteina de origem microbiana, entretanto ndo foi
observado no presente estudo diferencas para a producdo de proteina microbiana. Os animais
fistulados utilizados neste estudo tinham PC inicial médio de 602+94 kg e encerraram o
experimento com 60690 kg, o que demostra que o CMS atingiu apenas a exigéncia de
mantenca, ndo imprimindo ganho de peso. Isso pode ser confirmado pela producéo de proteina
microbiana de média de 299 g/dia, proxima a observada para animais recebendo dietas com
nivel de mantenca (Gionbelli, 2010). A melhor utilizagdo do nitrogénio no rumen reduziu a
excrecdo de nitrogénio nas fezes aumentando a digestibilidade da PB para as dietas com 0 uso

de silagens.
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A semelhanca entre as porcentagens de digestdo do amido calculado pela coleta total de
fezes e pelas equagdes demostra que o uso da concentracdo de amido fecal pode ser um bom
parametro para a determinacdo da digestibilidade do amido. Podendo ser usado em
experimentos com baias coletivas, como o Experimento 2 e, futuramente, como métrica de

avaliacdo de grau de processamento em propriedades comerciais.

Experimento 2

A reducédo no CMS para 0s animais consumindo dietas com MU e MR em comparagéo
com MSC de 19,6 e 25,2%, respectivamente, ocorreu devido ao aumento da digestdo do amido
em consequéncia da maior fermentacdo do amido no ramen, como observado no Experimento
1. O aumento da digestdo das dietas com MU e MR levou a um incremento na ELm da dieta de
17,6 e 21,2%, respectivamente, e na ELg da dieta de 23,1 e 27,7%, respectivamente, em relacéo
as dietas contendo MSC. Os valores de incremento nos teores de ELm e ELg da dieta foram
proximos ao da redugdo no CMS. Ruminantes controlam o CMS por meio de dois mecanismos
de regulacdo: metabolico ou fisico. Os animais consomem energia suficiente para suprir suas
exigéncias de mantenca e ganho (regulacdo metabdlica do consumo), momento em que cessam
0 CMS. Com o aumento da ELm e ELg das dietas com silagens os animais reduziram o CMS,
uma vez que o menor CMS atingiu a saciedade quimica dos animais. A reducdo no CMS
também pode ser explicada pelo aumento na producdo de propionato das dietas com silagem.
O propionato é rapidamente absorvido, e taxas elevadas de metabolizagdo podem estimular sua
oxidacdo no figado, aumentando o status energético dos hepatdcitos, gerando um sinal de
saciedade para o término da refeicdo (Allen et al., 2009). O aumento do fluxo de propionato
para o figado, principalmente em periodos curtos, pode levar a reducdo no CMS. Porém a

reducdo do CMS observado neste experimento, apesar de brusca de maneira geral ndo reduziu
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0s ganhos de peso desses animais. Observou-se menor peso corporal final e PCQ nos animais
consumindo dietas com MRB em comparagdo com MUB e MSC de 19,1 e 12,6 Kg,
respectivamente. Ja, entre os animais consumindo MSC em comparac¢do aos que consumiram
MU, MUB e MR, a diferenca média foi de apenas 5,9 kg no PCQ. Reducdo no CMS e com
poucas diferencas no peso corporal final e PCQ foram observados por Ladely et al. (1995) e
Huck et al. (1998) comparando silagem de grdao umido de milho com milho laminado, e Silva
et al. (2007) comparando silagem de milho grdo umido com milho seco moido fino. A reducéo
no CMS na MR e MRB esta ligada a maior fermentacao dessas silagens, como foi observado
no Experimento 1 com aumento da producdo de proprionato, reducdo da razdo A:P e digestao
do amido, em funcdo provavelmente do seu menor tamanho de particula. Ferraretto et al. (2013)
observou aumento da digestibilidade no trato digestivo total de silagens de milho grdo umido
com a reducdo do tamanho de particula; e Silva (dados ndo publicados — Capitulo 3) observou
aumento da degradabilidade in situ das silagens de milho reidratado em comparacdo com as
silagens de milho grdo Umido, quando incubados com tamanho de particula igual ao da
ensilagem.

A EA foi maior para os animais que consumiram silagens em comparagdo com 0s que
consumiram MSC, em funcdo da reducdo no CMS gerado pelo maior ELm e ELg das dietas
contendo silagens. O aumento de EA dos animais consumindo silagens foi de 29,4% em relacdo
aos que consumiram MSC. Essa diferenca é maior do que a apresentada nos trabalhos de Huck
et al. (1998) e Corrigan et al. (2009) comparando silagem de milho imido e milho laminado
seco (3,4 e 12,3%); e Scott et al. (2003) comparando silagem de milho Umido e milho finamente
moido (3,16%). Com relagéo a esses trabalhos, a menor diferenca de EA, quando comparada a
este trabalho ¢é devido a diferenca no tipo de milho, uma vez que o milho utilizado por esses

autores foi 0 milho dentado que apresenta maior digestibilidade dos gréos, o que faz com que
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as diferencas com o processamento sejam menores. Ladely et al. (1995) observaram diferencas
na EA ao compararem dietas com milho laminado ou silagem de grdo imido com hibridos de
milho de lenta (0,147 e 0,167) e alta (0,151 e 0,168) degradacéo, resultados inferiores ao do
presente estudo feito com grdos duros de lenta digestdo. O incremento de EA observado neste
trabalho (29,4%) também é superior ao observado nos trabalhos de Costa et al. (2002), Silva et
al. (2007) e Henrique et al. (2011) (15,1; 21,1 e 6,3%, respectivamente) realizados com milho
duro comparando silagem de milho grdo imido de milho seco moido. Mesmo em trabalhos nos
quais se comparam dietas com milho duro (laminado e grdo inteiro) com dietas em que 0
método de processamento utilizado foi a floculagdo, os ganhos de incremento ainda séo
inferiores aos desse estudo (Carareto et al., 2011; Marques et al. 2011; Peres, 2011; 25,9; 20,7
e 25,5%, respectivamente). Esse grande incremento de EA no presente trabalhos pode estar
ligado ao tempo prolongado de estocagem, 270 dias para MU e MUB e 240 dias para MR e
MRB. Apesar dos maiores ganhos em digestibilidade, devido a quebra da matriz proteica que
recobre os granulos de amido, ocorrerem nos primeiros 30 a 70 dias de estocagem, ganhos mais
baixos na ordem de 0,035 unidades percentuais/dia continuam ocorrendo a partir desses tempos,
fazendo com que ao longo do tempo de estocagem o aumento de digestibilidade continue
ocorrendo (Silva, dados ndo publicados — Capitulo 3). Portanto as diferencas altas de EA das
silagens de grdos de milho em comparacdo com o MSC entdo ligadas a maior digestibilidade
das silagens devido ao tempo prolongado de estocagem. Os ganhos elevados acima do esperado
em ELg para as dietas contendo silagens se deve em parte ao seu menor CMS, uma vez que 0
aumento no tempo de retencéo da dieta, em funcgéo da reducéo da taxa de passagem gerada com
0 menor CMS, contribui para o aumento da digestibilidade da dieta.

Poucas diferengas foram observadas entre a composicao da carcaga: maior AOL nas

dietas com MUB e MR, AOL/100 kg na dieta MR e EGS na dieta com MU, o que demonstra
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que as diferencas de CMS e energia das dietas com MSC e silagens ndo influenciaram a
composicao da carcacga dos animais. Resultados semelhantes foram encontrados por Scott et al.
(2003), Silva et al. (2007) e Henrique et al. (2011). Entretanto foi observado aumento de 15,2%
de GPRI, nos animais consumindo MSC em comparacdo aos que receberam silagens de graos
de milho. Isso pode ser explicado porque a digestdao pés-ruminal do amido que escapa do rimen
na dieta de MSC aumenta o suprimento de glicose no intestino delgado, podendo estimular o
crescimento do tecido adiposo do animal, principalmente de gordura visceral e omental
(McLeod et al., 2001). Pouco se conhece sobre os mecanismos de utilizacdo da glicose digerida
no intestino. Parte da glicose que desaparece do intestino ndo chega a ser recuperada na veia
porta, possivelmente pelo seu uso pelos tecidos viscerais (Huntington et al., 2006) e conversao

a gordura omental e visceral.

CONCLUSAO

Recomenda-se o0 uso de silagens de graos por propiciar melhor eficiéncia alimentar. A
silagem de grédo reidratado de milho é uma alternativa a silagem de milho grdo imido. O uso
do inoculante nas silagens ndo afeta os parametros metabdlicos e o desempenho dos bovinos

Nelore.
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