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RESUMO

BATISTA, Jamille Débora de Oliveira. Universidade Federal da Grande Dourados,
Dourados MS, fevereiro de 2019. Enzimas amiloliticas na ensilagem de milho
reidratado armazenada por diferentes periodos. Orientador: Dr. Jefferson Rodrigues

Gandra; Co-orientador: Dr. Rafael Henrique Tonissi e Buschinelli de Goes.

Com o maior uso de ferramentas tecnoldgicas nos sistemas de producdo animal, a
silagem de milho transformou-se no alimento volumoso de maior ocorréncia e
utilizacdo no Brasil. Mas, apesar das caracteristicas que tornam o milho um alimento
muito utilizado na nutri¢do animal e o principal ingrediente na confec¢édo de silagens, a
maioria dos hibridos cultivados no Brasil possui alta vitreosidade, o que limita a sua
digestibilidade. Por esse motivo, a adi¢cdo de compostos enzimaticos na dieta animal tem
sido utilizada mais frequentemente. Assim, objetivo deste experimento foi avaliar os
efeitos de enzimas amiloliticas e do tempo de armazenamento sobre as perdas
fermentativas, estabilidade aerdbica, composicdo quimico-bromatoldgico, perfil
fermentativo e microbioldgico e atividade enzimética da silagem de milho reidratado.
Foram utilizados 120 silos experimentais, divididos em 3 tratamentos: 1- COM (sem
adicdo de enzima amilolitica); 2- a-AMI (amilase, Kerazyme 3035, atividade
enzimética 300 U mL™); 3- GLU (glucoamilase, Kerazyme 4560, atividade enzimatica
300 U mL1). Todos os silos foram inoculados com L. plantarum (4,0 x 101° UFC g?) e
P. acidipropionici (2,6 x 10'° UFC g*) adicionado a 4 g t™. Os silos foram abertos a
cada 30 dias durante 240 dias de armazenamento. Os dados foram submetidos a anélise
de variancia utilizando-se 0 PROC MIXED do SAS 9.3. Longos periodos de
armazenamento e a adigdo de amilases influenciaram negativamente as perdas
fermentativas, a estabilidade aerobica, reduziu os teores de MS, amido, CNF, DIVMS e
aumentaram as concentracdes de PB, EE, lignina e EB. Houve reducéo do pH, acetado e
butirato e aumento na concentracdo do etanol e lactato comparando os silos acrescidos
de enzimas ao controle. A inclusdo de enzimas ndo aumentou a populacéo de bactérias
acido laticas e ndo estabilizou a populagdo de fungos e leveduras ao longo do tempo.
Dessa forma, ao longo do tempo as modificagdes ocasionadas pela inclusdo das enzimas
alteraram mais de forma negativa os aspectos avaliados do alimento, por isso mais
estudos s@o necessarios para entender o funcionamento desses compostos dentro do silo
e assim poder definir modelos que tonem seu uso mais efetivo.

Palavras-chaves: digestibilidade, ensilagem, amido, amilase
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ABSTRACT

With the greater use of technological tools in animal production systems, corn silage has
become the most prevalent and most prevalent food in Brazil. However, despite the
characteristics that make maize a food used in animal nutrition and the main ingredient
used in the manufacture of silage, most of the hybrids grown in Brazil have high
vitreous, which limits their digestibility. For this reason, the addition of enzyme
compounds to the animal diet has been used more frequently.

This study aimed to evaluate amylolytic enzyme and storage time effects on
fermentative losses, aerobic stability, nutritional value, fermentative and
microbiological profile and enzymatic activity in rehydrated ground corn silage. One
hundred and twenty experimental silos were prepared, divided in three treatments: 1-
CON (without enzyme); 2- a-AMI, (a-amylase, Kerazyme 3035, 300 mL t? of fresh
matter); 3 - GLU, (glucoamylase, Kerazyme 4560, 300 mL t* of fresh matter). All silos
were also inoculated with L. plantarum (4.0x10% ufc g*) and P. acidipropionici (2.6
x10% ufc g) added at 4 g t* of hydrated ground corn. The silos were opened every 30
days during the period of 240 days of storage. Data were submitted to analysis of
variance using the PROC MIXED of SAS 9.3. Long periods of storage and addition of
amylases negatively influenced fermentation losses, aerobic stability, reduced DM,
starch, CNF, IVDMD and increased CP, EE, EB and lignin. There was a reduction of
pH, acetate and butyrate and increase in ethanol and lactate concentration comparing the
silos plus enzymes to the control. The inclusion of enzymes did not increase the
population of lactic acid bacteria and did not stabilize the population of fungi and yeasts
over time. Thus, over time the modifications caused by the inclusion of the enzymes
have altered more negatively the evaluated aspects of the food, therefore more studies
are necessary to understand the functioning of these compounds inside the silo and thus
to be able to define models that take more use effective.

Key-words: digestibility, silage, starch, amylase
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CONSIDERACOES INICIAIS

A importancia econdmica e nutricional do grdo de milho (Zea may) ¢é
caracterizada pelas diversas formas de utilizacdo, as quais incluem desde a alimentagéo
animal até a industria farmacéutica de alta tecnologia (PAES, 2006). Na pecuaria
leiteira 0 grdo de milho é uma das principais fontes energéticas utilizadas nas dietas,
principalmente devido ao alto teor de amido em sua composicdo quimica. No entanto, a
sua digestibilidade varia de 70 a 100% (FIRKINS et al., 2001). Entre os principais
fatores que afetam a digestibilidade do amido de milho estdo o método de
armazenamento, os métodos de processamento de grdos, o tamanho das particulas e o
tipo de endosperma (PHILIPPEAU; LANDRY; MICHALET-DOREAU, 2000;
CORREA et al., 2002; NGONYAMO-MAJEE et al., 2008; ARCARI et al., 2016b).

No Brasil, a maioria dos hibridos de milho cultivados possui alta vitreosidade, ou
seja, sdo do tipo duro ou “flint” (CORREA et al., 2002; PEREIRA et al., 2004). E nos
ultimos anos tém sido demonstrados os beneficios do processamento dos grdos de
cereais, com 0 aumento da digestibilidade do amido, resultando em maior producéo de
AGVs e energia para os animais (Zinn, 1990; Owens et al., 1997).

Entdo, ao visar o melhoramento dos aspectos nutricionais e buscando uma
alternativa para minimizar o problema da dificuldade de armazenamento no periodo da
safra, temos como alternativa de processamento a ensilagem. A adocdo dessa técnica
justifica-se pelo fato de que a armazenagem dos grdos na forma de silagem, em
condicdes de manejo adequado, permite eliminar ou reduzir drasticamente o
desenvolvimento de fungos e, por consequéncia, evitar a contaminacdo da ragdo com
micotoxinas, que € um dos graves problemas que acomete o milho em armazéns (REIS
et al., 2001). Além disso, devido a sua alta produtividade de matéria seca, facilidade de
cultivo, disponibilidade de hibridos adaptados aos diferentes ambientes e,
principalmente, pela facilidade de fermentacdo natural e bom consumo pelos animais,
no Brasil e no mundo, o milho se tornou o tipo mais utilizado para este processamento
(RESENDE et al., 2017).

A utilizacdo de gréos de milho imidos para confecgdo de silagem, que consiste na
colheita e ensilagem dos grédos logo ap6s atingir a maturacdo fisiolégica (teor de
umidade em torno de 25 a 30%) (GOBETTI et al, 2013) apresenta vantagens em

comparagao ao grdo convencional seco, como, por exemplo, a maximizagéo do uso da
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terra, menor tombamento de plantas, menor ataque de insetos e eliminacgdo das etapas de
pré-limpeza e secagem, o que pode garantir uma maior economia em relagéo ao uso de
grdos secos (JOBIM; REIS 2001). Porém, apesar desses aspectos positivos, existem
pontos negativos que acabam dificultando a utilizacdo dos gréos umidos, e neste cenario
a hidratagdo e ensilagem dos gréos de milho em estagio maduro surge como uma opcao.

A silagem de milho reidratado, permite a compra estratégica em momentos de
baixa nos precos do milho, permite também contornar o problema da estreita janela de
colheita dos graos (MORALIS, 2016), assim como minimiza as perdas quantitativas e
qualitativas em funcdo do ataque de insetos e ratos (JOBIM; BRANCO; SANTOS,
2003), além de possuir baixo custo de estocagem (BIAGGIONI et al., 2009). A
ensilagem de gréos reidratados aparece como uma ferramenta importante para aumentar
a digestibilidade dos nutrientes do milho, porém é necessario o entendimento das
peculiaridades dessa fermentagdo (MORAIS, 2016).

Por isso, a utilizagdo de aditivos enzimaticos na dieta animal pode auxiliar no
processo digestivo melhorando a digestibilidade e disponibilidade dos nutrientes
presentes na silagem, com o intuito de melhorar o desempenho dos nutrientes. Assim,
este estudo teve o objetivo de avaliar a acdo de enzimas amiloliticas na ensilagem de

milho reidratado armazenada por diferentes periodos.



CAPITULO |

REVISAO DE LITERATURA



19

1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Importancia do grao de milho

O milho é um dos cereais mais cultivados do mundo e sua importancia esta
relacionada com sua diversidade de utilizacdo, desde a alimentacdo até a industria de
alta tecnologia. Na safra 2017/18 o Brasil ocupou o terceiro lugar na producdo mundial,
alcancando 83 milhdes de toneladas (USDA, 2018). A geracdo de numeros tdo
expressivos incentiva avancos significativos no entendimento de sua composi¢éo, tendo
sido o milho vastamente estudado e melhorado geneticamente para atender ou otimizar
os seus diversos usos finais (PAES, 2006, 2008).

A caracteriza¢do dos potenciais e aspectos limitantes, assim como as estruturas
que compdem o grdo do milho € importante no &mbito da nutricdo animal (PATTON;
PATTON; BOUCHER, 2012). Os grdos do milho sdo, geralmente, amarelos ou
brancos, e o peso individual do grdo varia de 250 a 300 mg. Sua composi¢cao média em
base seca é 72% de amido, 9,5% proteinas, 9% fibra e 4% de 6leo (PAES, 2006). O
grdo de milho é constituido por uma camada fibrosa chamada de pericarpo (5% do
grdo); pelo gérmen ou embrido, rico em proteina (11% do grdo); e pelo endosperma,
constituido de proteinas e amido (75 a 80% do grdo) (BUCHANAN; GRUISSEM;
JONES, 2000).

Tabela 1. Composi¢do quimica média do grdo de milho seco indicado nas estruturas
fisicas especificas do gréo.

Componentes Endosperma Germe (%)  Pericarpo Pedicelo Gréo
do grdo (%) (%) (%) Inteiro (%)
Amido 86,40 8,20 7,30 5,30 71,50
Proteina 9,40 18,80 3,70 9,30 10,30
Oleo 0,80 34,50 1,00 3,80 4,80
Acucar 0,64 10,80 0,34 1,54 1,97
Cinza 0,31 10,10 0,84 1,56 1,44
Inteiro 81,90 11,90 5,30 0,80 99,9

Fonte: Carvalho; Nakagawa (2000).

O amido é o principal carboidrato (CHO) do grdo do milho e representa em torno
de 70 a 80% da matéria seca (MS) na maioria dos grdos de cereais (ZEOULA et al.,
1999; PEREIRA et al., 2004; ARCARI et al., 2015).
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A principal proteina de reserva do milho, que constitui cerca de 60 a 80% das
proteinas totais, sdo as zeinas que estdo localizadas no endosperma do gréo, na forma de
corpos proteicos (GIBBON; LARKINS, 2005) e relacionada com diferencas na dureza
dos gréos de cereais (PRATT et al., 1995).

As zeinas se localizam exteriormente aos granulos de amido no endosperma. Em
milho de endosperma farindceo os grénulos de amido sdo esferas dispersas no
endosperma, enquanto que em endosperma vitreo os granulos de amido séo helicoidais
e adensados. Como a ligacdo entre os granulos de amido e as prolaminas (zeinas) é
muito forte no endosperma vitreo, nem &gua penetra entre os granulos, e nem as
amilases e maltases necessarias para que ocorra a quebra enzimatica do amido a glicose
(MCALLISTER et al., 2001). Assim, quanto maior a vitreosidade do endosperma dos
grdos, maior é a presenca de prolamina envolvendo os granulos de amido e menor a
digestibilidade do amido (PEREIRA, 2012; ANDRADE, 2013;).

Além das caracteristicas de endosperma do milho, o tipo de processamento
também exerce influéncia sobre a digestibilidade do amido (OWENS; ZINN; KIM,
1986; THEURER, 1986). Sendo assim, 0 processamento destes graos apresenta muitos
beneficios, melhorando a eficiéncia de utilizacdo de nutrientes dos alimentos pelos
microrganismos ruminais e pelo trato digestorio total (CORREA et al.., 2002;
PEREIRA, 2012; ANDRADE, 2013).

1.2 Processamento do grédo de milho

O processamento de grdos na alimentacao animal é praticado ha varios anos, com
a finalidade de melhorar o consumo e o aproveitamento dos alimentos pelos animais,
principalmente no caso dos ruminantes (HALE, 1973; MARQUES, 2011), e pode ser
definido como qualquer processo fisico que modifica a composicdo quimica ou a
estrutura fisica dos grédos (THEURER, 1986).

O processamento do grdo 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;), j& que a maior exposic¢ao dos granulos de
amido facilita os processos enzimaticos de degradacdo e digestdo pela microbiota
ruminal (BEAUCHEMIN et al., 1994).
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H& diversos tipos de processamentos de grdos e os métodos podem ser
classificados em processamento a seco — como quebrar, moer, tostar e peletizar — e
processamentos umidos — como flocular, expandir e cozer sob pressao (HALE, 1973).
As melhorias estdo relacionadas a maior area de contato, distirbios na matriz proteica
que circunda os granulos de amido e a desorganizacdo das ligagdes que aumenta o
acesso das bactérias do rumen aos substratos (THEURER et al., 1999). Além da
melhoria da digestibilidade dos alimentos por meio da quebra das barreiras que
impedem 0 acesso enzimatico aos componentes nutricionais, o processamento melhora
0s aspectos de conservacdo e de palatabilidade dos alimentos (POND et al., 1995) e
relacionado a degradacdo ruminal do amido, proporciona aumento na disponibilidade de
energia rapidamente fermentavel no rimen, podendo alterar a producdo de proteina
microbiana e de acidos graxos volateis totais (NOCEK; TAMMINGA, 1991)

Entretanto, a maioria dos processamentos do milho que n&o utilizam calor,
umidade e pressdo ou a combinagdo destes, atuam com pouca efetividade sobre a
barreira imposta pela matriz proteica, que recobre os granulos de amido na regido do
endosperma denominada vitrea (ARCARI et al., 2015).

A producdo de ruminantes no mundo é influenciada, ao longo do ano, pela
quantidade de alimento que o produtor dispde para ser utilizado pelos rebanhos. Em
alguns paises, como o Brasil, grande parte da producdo de ruminantes é a base de
pastagens e acompanha a disponibilidade desta, assim, o uso de alimentos conservados
tem sido amplamente recomendado para serem utilizados nos periodos criticos, desde
que sejam usados de forma adequada para evitar prejuizos no processo de producao, e,
neste cenario, o uso de silagens tém recebido maior énfase por parte dos pecuaristas, por
exigir tecnologia simples e apresentar excelentes resultados (REGO; OLIVEIRA;
SIGNORETT]I, 2015).

Alguns estudos sugerem a hipotese de que a zeina pode ser degradada no processo
de ensilagem (PHILIPPEAU; MICHALET-DOREAU, 1998; JURJANZ; MONTEILS,
2005; DER BEDROSIAN; NESTOR; KUNG, 2012), permitindo assim maior acesso
das bactérias ruminais aos granulos de amido. As zeinas podem, potencialmente, ser
degradadas e/ou solubilizadas no processo de ensilagem por atividade proteolitica
bacteriana ou solubilizagcdo por compostos organicos gerados no processo fermentativo.

Embora este tipo de proteina seja hidrofébica e insoltvel em agua ou liquido ruminal, é
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soltvel em &cido latico e acido acético que sdo encontrados nas silagens como produtos
da fermentacdo (LAWTON, 2002).

A ensilagem do grdo de milho em estagio de maturidade (35 — 38% MYS)
representa uma alternativa ndo s6 para a gelatinizacdo do amido, mas também para a
inducdo a degradacdo da matriz proteica que envolve o granulo de amido (HOFFMAN
et al.,, 2011). A protedlise, devido & acdo de enzimas das plantas ou pela acdo das
proteases das bactérias, € outro mecanismo intrinseco a fermentacdo de silagens de
milho com alta umidade, que pode induzir a degradacdo de proteinas (VIERSTRA,
1996). Porém, a confeccdo da silagem de grdo Umido pode apresentar limitagdes tanto
operacionais quanto climéticas. Dessa forma, uma saida seria a reidratacdo do milho
colhido com elevado teor de MS, processado por moagem, reidratado e ensilado. Esta
técnica permite flexibilizar e viabilizar as eventuais limitacdes ligadas a falta de
equipamentos eficazes para colher milho com umidade alta, necessidade de
processamento mais intenso, atrasos na colheita, adversidades climéaticas ou a
impossibilidade de producdo do grdo na propriedade. A reconstituicdo do milho é o tipo
de processamento utilizado, principalmente, em sistemas de confinamento de bovinos
(BENTON et al., 2005; ARCARI et al., 2015).

1.3 Milho reidratado e ensilado

A reidratacdo do milho integra o grupo de processamentos Umidos (FRANZONI,
2012). Através dessa técnica ocorre o reumedecimento dos grdos secos até o teor de
umidade adequado para ensilagem, ou seja, devolve-se aos grdos maduros, secos e
moidos umidade entre 30 e 40% da MN, (ANDRADE FILHO et al., 2010), suficiente
para que essa massa seja apta a fermentar e ser conservada pelo processo da ensilagem
(DEFFOR; BROWN; OWENS, 2006). Nessa situacdo, é possivel encontrar melhor
digestibilidade da MS e degradabilidade da proteina (BENTON et al., 2005).

Os graos de milho, ao alcancarem a maturidade fisiologica com uma concentracéo
de umidade em torno de 34% no milho dentado e 37% no milho duro, ndo sofrem mais
alteracdo nos seus teores de amido (PHILIPPEAU; LANDRY; MICHALET-DOREAU,
2000). Isso demonstra que o milho colhido com alta umidade e o reidratado,
provavelmente véo ter concentragdes de amido semelhantes (ARCARI et al., 2016a).
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O processo de reconstituicdo do milho pode representar uma alternativa viavel,
agregando beneficios aos pecuaristas. Os sistemas tradicionais de armazenagem de
milho seco sdo suscetiveis ao ataque de varios insetos e roedores e a tendéncia € que
ocorram, apos alguns meses de acondicionamento impréprio, significativas perdas
qualitativas e quantitativas (LOPES et al., 2005). De acordo com Lazzari; Lazzari
(2001) os insetos mais comuns que atacam o milho seco armazenado sdo os carunchos
(Sitophilus zeamais, Sitophilus oryzae), besouros (Rhyzopert hadominica, Tribolium
castaneum, Oryzaephilus surinamensis, Cryptolestes ferrugineous) e as tragas-de-
cereais (Sitotroga cerealella, Plodiainter punctella). Estes insetos n&o séo encontrados
na silagem de grdos Umidos por raz6es de auséncia de oxigénio (O-) e acidez do meio.

A producéo da silagem de gréos reidratados se inicia com a moagem bem fina dos
grdos e adicdo de agua (30%) realizando-se mistura bem homogénea, formando uma
pasta que sera colocada no silo. Adiciona-se entdo o inoculante para silagem e realiza-se
a compactagéo e fechamento hermético do silo. Durante a ensilagem ocorre
protedlise da matriz proteica que envolve os granulos de amido pelas enzimas
microbianas, aumentando a digestibilidade ruminal do amido (FRANZONI, 2012).

E importe ressaltar que uma pratica fundamental para a qualidade da silagem de
grdo reidratado é a homogeneizacdo da &gua ao grdo moido. Caso a agua seja
incorporada ao milho moido por mistura ndo vigorosa, a hidratacdo do grdo ndo sera
perfeita, e pode resultar em perda do ensilado por crescimento de fungos (ANDRADE,
2013).

A reconstituicdo de grdos vem sendo utilizada como alternativa para garantir a
manutencdo da qualidade nutricional nas propriedades rurais, em funcdo das

dificuldades de armazenagem do gréo seco (SILVA et al., 2014).
1.4 Perfil microbioldgico da silagem

Diversos fatores influenciam a qualidade final da silagem, dentre eles o material
ensilado, o processo de ensilagem e o perfil fermentativo — que esta relacionado com a
capacidade tamponante, o conteudo de MS e CHO sollveis e com a atividade
microbiana (DRIEHUIS; VAN WIKSELAAR, 2000). A populacéo epifitica presente na

forragem é bastante variavel e afeta diretamente a dinamica da fermentacdo (MUCK,
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2010). Classes tipicas de microrganismos e a faixa de suas populac¢fes na ensilagem sdo
mostradas na Tabela 2.

Tabela 2. Populagdes tipicas de grupos bacterianos e flngicos em plantas antes da
ensilagem

Grupo Populacéo
(UFC/g forragem)
Bactérias aerobias totais >10.000.000
Bacteérias do &cido latico 10 - 1.000.000
Enterobactérias 1000 — 1.000.000
Leveduras e fungos semelhantes a leveduras 1000 — 100.000
Fungos filamentosos (bolores) 1000 - 10.000
Clostridios (endosporos) 100 — 1.000
Bacillus (enddsporos) 100 - 1.000
Bactérias do &cido acético 100 - 1.000
Bactérias do &cido propiénico 10 —1.000

Adaptado de Pahlow et al., (2003)

Basicamente, o perfil microbioldgico da silagem pode ser dividido em dois
grandes grupos de microrganismos: 1) desejaveis, aqueles que os produtos obtidos
durante a fermentacdo sdo favoraveis a manutencdo da qualidade da silagem; e 2)
indesejaveis, que vao atuar na degradacdo da silagem, (OUDE ELFERINK et al., 1999a;
MOMBACH, 2014).

1.4.1 Microrganismos desejaveis

As bactérias do acido latico (BAL) sdo microrganismos que crescem em
condigdes microaerdfilas ou em meios anaerdbico (KLEIN et al.., 1998) e representam
o principal grupo de individuos que atuam no processo fermentativo. Os principais
géneros que compde este grupo e que sdo regularmente associados a silagem sdo:
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus e Streptococcus (PAHLOW et
al., 2003).

A principal caracteristica das BAL € a producdo do acido latico como unico ou o
principal produto de seu metabolismo, e conforme essa produgéo podem ser dividas em
trés grupos de acordo com o metabolismo de carboidratos: 1) homofermentativas
obrigatdrias — metaboliza as hexoses pela via da glicdlise, produzindo apenas acido
lactico; 2) heterofermentativas obrigatdrias — metaboliza as hexoses e pentoses pela via

da fosfocetolase e forma lactato e etanol ou acetato e 3) heterofermentativas facultativas
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— metaboliza as hexoses via glicolise e pentoses atraves da via da fosfocetolase (OUDE
ELFERINK et al. 2001; PAHLOW et al., 2003).

Alguns géneros de microrganismos heterofermentativos tém como produtos da
fermentacdo o propionato, o acetato e o CO2 e por isso recebem a denominagdo de
bactérias do &cido propiénico (BAP), obtendo energia por meio da fermentagdo tanto de
acucares quanto do préprio &cido latico presente no meio (MOON, 1983). No geral, a
producdo desses compostos se da através do consumo de CHO soluveis da forragem
(MUCK, 2010), e pode resultar na producdo de gases e na perda de MS e energia
(BACH, 2015).

De todo modo, os produtos do metabolismo das BAL, agem sobre o pH da
silagem, reduzindo para abaixo de 4,0 em silagens de milho e estando o pH
suficientemente baixo, os principais competidores das BAL em condi¢des anaerdbias
(enterobactérias, clostrideos e bacillus), sdo inibidos (MUCK, 2010). J& os produtos das
BAP sdo bastante eficientes na reducdo das perdas associadas a instabilidade aerdbia em
funcdo de sua acdo antifingica, que consegue inibir os principais microrganismos de
deterioracdo aerobia (leveduras e fungos filamentosos) (DRIEHUIS; OUDE-
ELFERINK; VAN WIKSELAAR, 2001). Por isso, de acordo com Pahlow et al.,
(2003), a microbiota epifita é essencial para a fermentacdo das silagens. Ela esta
presente na forragem fresca em estado dormente e os procedimentos da colheita que
laceram a planta culminam com a ativacdo desses microrganismos. Entretanto, estas
também podem ser adicionadas por meio de inoculantes, com o objetivo de melhorar as
caracteristicas fermentativas (HENDERSON, 1993).

1.4.2 Microrganismos indesejaveis

Os microrganismos desse grupo estdo associados a perdas durante todas as fases
do processo de ensilagem, estando relacionados a 1) deterioragdo anaerdbia —
apresentando elevado consumo de nutrientes (Enterobactérias e os Clostridium spp.), ou
2) deterioracdo aerobia — leveduras, fungos filamentosos, Bacillus spp. e Listeria spp.
Esses individuos além de consumirem os CHO em competi¢cdo com as BAL e as BAP,
degradam as proteinas. Eles podem estar presentes na cultura ou ser oriundos de

contaminacdo. Além disso, sdo bactérias patogénicas, que podem afetar os animais e as



26

pessoas que tém contato com a silagem (McDONALD; HENDERSON; HERON,
1991).

As enterobactérias sdo anaerobias facultativas, gram-negativos e muitos dos seus
efeitos negativos na silagem ocorrem em condig¢des anaerobias (MOMBACH, 2014). As
bactérias desse género sdo as principais competidoras com as BAL pelos agUlcares
disponiveis e o produto final de sua fermentacdo é o &cido acético e ndo o latico
(MUCK, 2010). A presenca de enterobactérias é também um indicativo de protedlise,
que causa ndo s6 uma reducdo no valor nutricional da silagem, mas também podem
levar a producdo de compostos toxicos que reduzem a aceitabilidade do alimento
(McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991).

Os clostrideos sdo bactérias gram-positivas, esporulantes, normalmente moveis,
estritamente anaerobios, que fermentam acucares, acidos organicos ou proteinas
(NETO, 2012). Sua presenca na silagem geralmente é resultado da contaminagdo de
solo (McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991; MUCK, 2010) e seu crescimento é
estimulado pela alta temperatura de estocagem (>30°C), baixo teor de MS (<30%),
baixo teor de CHO e alta capacidade de tamponamento (PITT et al., 1990). Segundo
Oude Elferink et al. (1999) uma silagem com tipica atividade clostridiana é
caracterizada por altas concentracfes de acido butirico (>5 g kg-1 MS), alto pH (> 5),
baixos teores de MS e alto teor de aménia e amina.

As leveduras sdo microrganismos eucarioticos unicelulares, anaerobios
facultativos e heterotréficos. Sua importancia no processo fermentativo da silagem esta
relacionada com as perdas durante a fermentacdo e a deterioragdo aerdbia durante a fase
de abertura (MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991). No silo fechado, esses
microrganismos fermentam os aclcares — produzindo acido butirico, acido acético,
hidrogénio (Hz) e CO2 — e 0s amino&cidos — produzindo amonia, aminas e CO> —
diminuindo a quantidade de CHO disponiveis para as BAL como também o valor
nutritivo da forragem, que reflete em uma menor ingestdo pelos animais (MUCK,
2010).

Os principais géneros de fungos filamentosos que tém sido isolados de silagens
séo sobretudo Aspergillus, Fusarium e Penicillium e o seu crescimento em silagens esta
associado a locais onde hé& penetracdo de ar durante a fase de armazenamento, mas,
principalmente, durante a fase de abertura do silo (EL-SHANAWANY; EMAN
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MOSTAFA; BARAKAT, 2005). Os fungos sdo microrganismos eucariotos,
estritamente aerobios (OUDE ELFERINK et al., 1999) que além de consumir o
conteddo celular podem produzir micotoxinas que afetam negativamente o metabolismo
animal (REIS et al., 2008).

Os bacillus sdo microrganismos aerdébios ou anaerdbios facultativos e assim como
os clostridios formam esporos. O principal efeito desses microrganismos na silagem esta
relacionado ao avanco na deterioracdo aerdbia da silagem (MOMBACH, 2014).
Segundo Muck (2010) depois da atuacdo de leveduras e das bactérias formadoras de
acido acético, sdo os bacillus que atuam elevando o pH e a temperatura nos silos.

A presenga de bactérias do género Listeria também tem sido relatada em silagens
associadas a deterioracdo aerGbia. S&o microrganismos aerébios ou anaerdbios
facultativos (DRIEHUIS; OUDE ELFERINK, 2000) e seu crescimento e sobrevivéncia
na silagem sdo determinados pelo grau de anaerobiose e 0o pH da mesma — sob
condicBes estritamente anaerdbias e a baixos valores de pH, essas bactérias perdem
rapidamente a viabilidade (OUDE ELFERINK et al., 2001).

Por todas as acdes indesejaveis ocasionadas no silo por microrganismos, 0 uso de
aditivos no processo de ensilagem ganhou o mercado no intuito de: inibir o crescimento
de organismos aerdbios; retardar o crescimento de microrganismos anaerobios
indesejaveis; fornecer nutrientes para estimular o crescimento de microrganismos
benéficos para que estes possam dominar a fermentacdo; assim como melhorar a

recuperacdo de nutrientes e de MS, entre outros (KUNG JR et al., 2003) .
1.5 Inoculantes na silagem de gréos

Silagens de gréo, por apresentarem altos teores de acido latico e CHO soluveis
remanescentes do processo de fermentacdo, os quais séo utilizados como substrato para
o crescimento de leveduras e fungos filamentosos, apos a abertura do silo, estdo sujeitas
ao processo de deterioragdo (SEBASTIAN et al., 1996). Neste aspecto, o conceito do
uso de culturas bacterianas como inoculante, para melhorar o perfil de fermentacdo no
processo de ensilagem, é conhecido desde o inicio do século XX (REGO; OLIVEIRA;
SIGNORETT]I, 2015).

As bactérias utilizadas como inoculante no processo de ensilagem, podem ser

divididas basicamente em dois grupos, segundo o produto final formado durante a fase
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de fermentacdo: 1) homofermentativas — que produzem &cido latico (BAL) e 2)
heterofermentativas — produtoras de acidos organicos (WEINBERG; MUCK, 1996;
REGO; OLIVEIRA; SIGNORETTI, 2015).

A utilizacdo de inoculantes bacterianos na ensilagem sempre foi baseada em
microrganismos homolaticos, apresentando como principais caracteristicas a répida
reducdo do pH e alta producéo de &cido latico, minimizando as perdas de matéria seca e
acelerando o processo de acidificacdo da silagem (ANDRADE, 2013). No entanto,
problemas relacionados a estabilidade aerdbia levaram a buscas por microrganismos
com caracteristicas distintas (FILYA; SUCU; KARABULUT, 2004).

Abaixo, na Tabela 3 estdo listados os microrganismos que tém sido estudados
como inoculantes em silagens, com destaque para 0s géneros Lactobacillus e para

Propionibacterium, que tém sido amplamente utilizados.

Tabela 3. Microrganismos estudados como inoculante em silagens

Bactéria Classificacao Principal produto final
Lactobacillus plantarum Homofermentativa Acido latico
Pediococcus acidilactici Homofermentativa Acido latico

Enterococcus faecium Homofermentativa ) Acido latico
Lactobacillus buchneri Heterofermentativa Acido latico, acetico,

propanediol, CO>

Propionibacterium Acido propiénico, acético,

T L Heterofermentativa
acidipropionici ) COz
Proplonlbactg_rlum Heterofermentativa Acido propibnico, acético,
shermanii CO,

Fonte: Régo; Oliveira; Signoretti, (2015)

O género Lactobacillus é caracterizado por bactérias Gram-positivas, nao
formadoras de esporos, estritamente fermentativas, anaerGbias e que apresentam
complexa exigéncia nutricional (HAMMES; VOGEL, 1995). L. plantarum tem a
capacidade de acelerar a acidificagdo da silagem e reduzir as fermentagdes secundarias,
0 que proporciona menor perda de energia. Ja L. buchneri, além de produzir o &cido
acético, tem a capacidade de realizar a assimilacdo anaerobia de &cido latico a acido
acético, e esse acido organico exerce efeito antifingico na silagem (MOON, 1983).

O género Propionibacterium € caracterizado pela producao dos &cidos acetico e
propidnico durante a fermentacdo de CHO sollveis e do acido latico (McDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991), e por isso, asseguram um controle da deterioracdo das
silagens apos abertura dos silos (MOON, 1983).
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As silagens de grdos umidos representam um substrato de alto valor nutricional
para o desenvolvimento dos microrganismos indesejaveis, relacionados a estabilidade
aerobia, por isso, a associacdo de aditivos microbianos com vias metabdlicas diferentes,
no intuito de promover aumento da taxa de fermentacdo e da estabilidade aerdbia das
silagens, torna-se condig@o importante para assegurar uma adequada fermentagéo aliada
a preservacao do silo apds abertura e exposi¢do ao ar (MORAIS, 2016).

Os efeitos dos inoculantes sobre o perfil microbiano das silagens, possivelmente
pode influenciar a degradacdo de amido nas silagens de milho reidratado (SILVA et al.,
2019). Contudo, ainda sdo poucas as informagfes sobre o perfil fermentativo e a
estabilidade aerdbia das silagens de milho reidratado (REZENDE et al., 2014).

1.6 Enzimas na alimentagdo animal

Enzimas sdo substancias organicas especificas compostas por polimeros de
aminoacidos envolvidas nos processos bioquimicos, que dentre outras fungdes, sdo
capazes de quebrar moléculas complexas em unidades menores, como carboidratos em
acucares (SOARES et al.,, 2010), ou seja, atuam como catalisadores bioldgicos ao
aumentarem a velocidade de reacBes quimicas no organismo, sem serem alteradas
durante o processo (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2006).

As enzimas sdo classificadas pelos substratos com que reagem e por sua
especificidade de reacdo. Embora a maioria das enzimas sejam endocelulares, algumas
sdo exocelulares e sdo secretadas para fora da célula viva. Grande parte das enzimas
utilizadas nas industrias, por exemplo, sdo enzimas extracelulares de origem microbiana
(SPIER, 2005).

A utilizacdo de aditivos enzimaticos na nutricdo animal € feita com o intuito de
auxiliar o processo digestivo, melhorando a digestibilidade e disponibilidade dos
nutrientes presentes na dieta. Assim, a sua incorporacdo, tem sido realizada com a
intencdo de melhorar o desempenho e a rentabilidade dos alimentos e podem ser
classificadas como: 1) enzimas que complementam quantitativamente as enzimas
digestorias enddgenas dos animais — proteases, amilases e fitases e 2) enzimas
complementares, que 0 organismo nao possui capacidade de sintetizar e/ou sintetizam
em pequenas quantidades — pB-glucanas, pentosanas e a-galactosidases
(CAMPESTRINI; SILVA; APPELT, 2005).
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A utilizagdo de suplementos enzimaticos para dietas de ruminantes tem crescido,
porém a maioria das pesquisas faz uso principalmente de celulases e hemicelulases,
enquanto o processo de digestdio do amido ainda tem sido pouco explorado
(TRICARICO; JOHNSTON; DAWSON, 2008).

1.6.1 Enzimas amiloliticas

A produgdo das enzimas amiloliticas iniciou-se em decorréncia da ampla
distribuicdo do amido na natureza, e possibilitou que tais compostos pudessem ser
encontrados na industria devida a grande aplicacdo do amido e de seus derivados em
processos industriais (KAMEDA et al., 2007).

O termo amilase indica a acdo sobre o amido (amilo), que contém dois tipos de
polissacarideos: a amilose (15-20%) e a amilopectina (80-85%). Assim, as enzimas
amiloliticas sdo capazes de degradar a molécula de amido em monossacarideos como a
glucose, dissacarideos como a maltose e oligossacarideos como as dextrinas (SPIER,
2005), apresentando importancia biotecnoldgica nas mais diversas areas (AQUINO et
al., 2003; GUPTA et al., 2003).

De acordo com Gupta et al. (2003) as amilases podem ser divididas em dois
grupos de acordo com o tipo de ligacdo que hidrolisam: 1) endoamilase, que catalisam
de forma aleatéria as hidrolises no interior da molécula de amido, causando a formacao
de ramos lineares de oligossacarideos, em diferentes comprimentos; e 2) exoamilases,
que realizam a hidrolise a partir das extremidades ndo-redutores, resultando em
produtos finais pequenos.

Ja segundo Kulp (1975) as amilases podem ser divididas em trés grupos: 1) as a-
amilases, as quais rompem as ligacdes no interior do substrato (endoamilases); 2) as p-
amilases, que hidrolisam unidades das extremidades ndo redutoras do substrato
(exoamilases); e 3) as glucoamilases (amiloglucosidases), as quais liberam unidades de
glicose do terminal n&o-redutor das moléculas do substrato.

Abaixo segue um esquema (Figura 1) para identificar e classificar as enzimas

amiloliticas:
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Figura 1 - Classificagdo das enzimas amiloliticas

Na nutricdo de ruminantes, especialmente em sistemas de alta producao, a taxa de
incluséo de silagem de milho e de milho em grdo na dieta vem crescendo, seja pelos
fatores comerciais e caracteristicas nutricionais, ou pela propria aceitabilidade do
alimento. Porém nem todo o amido é digerido no processo de digestdo, e no intuito de
tornar o alimento mais eficiente, estudos tem sido feito para verificar a viabilidade das
enzimas amiloliticas.

Atualmente, grandes quantidades de amilases microbianas estdo disponiveis
comercialmente e tém aplicacdo quase completa na hidrolise do amido (GUPTA et al.,
2003). Neste cenario, esta linha de pesquisa tenta aliar as vantagens do uso das enzimas,
sua especificidade e eficiéncia catalitica, a metodologias viaveis que regulem sua
instabilidade e reduza os custos de sua produgdo, tornando o seu uso mais efetivo
(FREITAS et al., 2018).

2 HIPOTESE

A adicdo de enzimas amiloliticas vai reduzir as perdas fermentativas e a contagem
de fungos e leveduras e aumentar a estabilidade aerdbia e a contagem de BAL, melhorar
a composicdo quimico-bromatolégica da silagem, assim como vai modificar
positivamente o perfil fermentativo da silagem de grédo de milho reidratado armazenada

por diferentes periodos.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

No contexto apresentado, o presente estudo teve o objetivo avaliar a acdo de
enzimas amiloliticas na ensilagem de milho reidratado armazenada por diferentes

periodos.
3.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste estudo foram avaliar os efeitos do tempo de
armazenamento e a adi¢do de enzimas amiloliticas sobre:

1) As perdas fermentativas e a estabilidade aerobia ap06s a abertura dos silos;
2) A composicdo quimico-bromatologica da silagem de milho reidratado;

3) O perfil fermentativo (producdo de acidos organicos e aménia);
4) Variagdo da populacdo microbiana na silagem;

5) A atividade de amilases ao longo do periodo experimental.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo de enzimas amiloliticas na ensilagem de milho
reidratado armazenadas por diferentes periodos. Foram utilizados 120 silos
experimentais, divididos em trés tratamentos: 1- CON (sem adicdo de enzima
amilolitica); 2- o-AMI (amilase, atividade enzimatica 300 U mL%); 3- GLU
(glucoamilase, atividade enzimatica 300 U mL™). Para cada tonelada de silagem foram
adicionados 300 ml de enzima. Todos os silos foram inoculados com L. plantarum (4,0
x 1010 UFC g?) e P. acidipropionici (2,6 x 1010 UFC g!) adicionado a 4 g t*. Os silos
foram abertos nos dias 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 de armazenamento. Os dados
foram submetidos & anélise de variancia utilizando-se 0 PROC MIXED do SAS 9.3. Ao
longo dos diferentes periodos de armazenamento, a adicdo de enzimas aumentou as
perdas fermentativas totais em relacdo ao controle, reduziu o teor de MS, amido, CNF,
DIVMS e aumentou o teor de PB, EE, lignina e EB. A adicdo de enzimas reduziu o pH,
a concentracdo de acetato e butirato, porém aumentou a concentracdo de lactato. A
inclusdo de enzima ndo aumentou a populacdo de bactérias acido laticas e ndo
conseguiu estabilizar a populacdo de fungos. A acdo de enzimas amiloliticas na
ensilagem de milho reidratado influenciou negativamente as perdas fermentativas, o
valor nutricional e ndo refletiu sobre a contagem de BAL, assim mais estudos devem ser
feitos para se adequar o uso dessa tecnologia a este tipo de alimento.

Palavras-chaves: digestibilidade, ensilagem, amido, amilase

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the action of amylolytic enzymes on
rehydrated ground corn silage stored for different periods. One hundred and twenty
experimental silos were prepared, divided in three treatments: 1-CON (without
enzyme); 2- a-AMI, (a-amylase, kerazyme 3035, 300 ml t of fresh matter); 3-GLU,
(glucoamylase, kerazyme 4560, 300 ml t* of fresh matter). All silos were also
inoculated with L. plantarum (4.0x10% ufc g*) and P. acidipropionici (2.6 x10% ufc g
1y added at 4 g t* of hydrated ground corn. The silos were opened on days 30, 60, 90,
120, 150, 180, 210, 240 of storage. Data were submitted to analysis of variance using
the proc mixed of SAS 9.3. For fermentation losses, there was an increase in 51.33 (a-
ami) and 61.43% (glu) in total losses in the control. The effect of the inclusion of
enzymes over time reduced to a-AMI and GLU, respectively, compared to control, DM


mailto:jamilledeboraob@gmail.com

42

(6.37 and 8.02%), starch (13.75 and 19.15%), NFC (1.30 and 2.00%) and 1IVDMD (1.42
and 2.16%), as well as increased CP (10.37 and 12.55%), EE (35.48 and 34.53%), lignin
(22.29 and 33.94%) and GE (2 and 1%). During the different storage periods, the
addition of enzymes increased the total fermentation losses in relation to the control,
reduced DM, starch, NFC, IVDMD, and increased CP, EE, lignin and EB. Addition of
enzymes reduced pH, acetate and butyrate concentration, but increased lactate
concentration. The inclusion of enzyme did not increase the population of lactic acid
bacteria and failed to stabilize the fungal population. The action of amylolytic enzymes
on rehydrated maize silage negatively influenced fermentative losses, nutritional value
and did not reflect on the BAL count, so more studies should be done to adapt the use of
this technology to this type of food.

Key-words: digestibility, silage, starch, amylase

1. INTRODUCAO

Os carboidratos néo-fibrosos, especialmente o amido, s&o a principal fonte de
energia para ruminantes de alta producdo (THEURER et al., 1999), e em sua maior
parte é fornecido por grdos de cereais, principalmente pelo milho. Entretanto, a maioria
dos hibridos de milho cultivados no Brasil possui alta vitreosidade (PEREIRA et al.,
2004), o que torna fundamental otimizar a eficiéncia de utilizagdo do amido nas dietas
para maximizar a producdo (PIRES et al., 2008), mas a otimizacdo de sua digestdo
permanece um desafio na nutricdo de ruminantes (OLIVEIRA et al., 2019).

Aplicar ao grdo uma forma de processamento tem a finalidade de romper as
estruturas internas aos granulos de amido, que por consequéncia vai refletir sobre sua a
digestibilidade. Assim, quando o grdo é processado esta sujeito a gelatinizacdo (perda
irreversivel de sua estrutura original) (NOCEK; TAMMINGA, 1991), que compromete
a integridade da matriz proteica e deixa o amido cada vez mais acessivel (BARON;
STEVENSON; BUCHANAN-SMITH, 1986; HOFFMAN et al., 2011).

O milho de alta umidade substitui 0 milho laminado a seco em dietas ruminantes
devido suas caracteristicas que melhoram relativamente a degradacéo ruminal do amido,
associada a solubilizacdo da zeina durante a fermentacdo da silagem (HOFFMAN et al.,
2011). Essa degradacdo do amido é especialmente melhorada, quando os gréos de milho
tém uma proporc¢édo relativamente alta de endosperma vitreo (CORREA et al., 2002;
FERRARETTO et al.,, 2013, 2015). Entretanto, o uso do milho de alta umidade,
apresenta limitacdes, como a disponibilidade limitada de maquinario e 0 excesso de

chuvas durante o periodo de colheita (causando uma colheita atrasada e consequente
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aumento no teor de MS) (BENTON et al., 2005), por isso a reidratacdo do milho moido
se torna uma prética mais viavel, especialmente no Brasil (OLIVEIRA et al., 2019).

Porém, as silagens de grdo umido sdo materiais mais instaveis, e no intuito de
melhorar a utilizacdo dos alimentos pelos animais, estudiosos tem se atentado cada vez
mais para 0 uso de enzimas na nutrigdo animal. Neste contexto, as enzimas tém sido
usadas para aumentar a degradacdo das paredes celulares das plantas, melhorar a
fermentacdo e fornecer acUcares para as bactérias do &cido lactico, o que aumenta
coletivamente o valor nutritivo da silagem (MUCK et al., 2018).

A enzimas amiloliticas quebram a cadeia de amido na presenca de agua em uma
reacdo hidrolitica. As a-amilases, por exemplo, sdo capazes de hidrolisar as ligacGes
glicosidicas a-1,4 presentes na parte interna da molécula de amido, sendo o produto
final de sua acdo oligossacarideos ramificados de tamanho variados e dextrinas. A sua
acdo sobre a cadeia de amilose ocorre de forma ndo seletiva sobre varios pontos da
cadeia simultancamente. Além das ligagdes a-1,4, existem algumas a-amilases que
também podem hidrolisar as liga¢des glicosidicas a-1,6 (PANDEY et al., 2005) e para
que a sua atividade seja maxima e estavel é necessaria a presenca de Ca*® para a
preservacao da enzima na conformacéo ideal (SPIER, 2005).

As glucoamilases (glicoamilases; amiloglucosidase) sdo enzimas de acdo
extracelular que rompem as ligacbes a-1,4 a partir da extremidade ndo redutora
liberando glicose (LIN; FELBERG; CLARK, 1993). Elas também podem agir sobre as
ligagdes a-1,6 das ramificagcbes da amilopectina, embora mais lentamente
(NOROUZIAN et al., 2006). Além das fragdes amilose e amilopectina do amido, outras
moléculas como maltose, dextrinas e glicogénio sdo hidrolisadas pela enzima, que atua
também sobre as liga¢des a-1,3. Segundo ZANIN (1989), a origem da glucoamilase é
essencialmente fungica (Aspergillus e Rhizopus).

A adicdo de enzimas amiloliticas na dieta de ruminantes podem aumentar a
digestibilidade ruminal de amido e de outros carboidratos (DILORENZO et al., 2011;
TRICARICO; JOHNSTON; DAWSON, 2008). Porém, no cenario da conservacdo de
alimentos ainda sdo poucos 0s estudos sobre esses compostos e ainda € necessario
definir modelos viaveis que regulem a utilizacdo e a instabilidade de tais produtos,
reduzindo os custos de sua producéo e tornando seu uso mais efetivo. Entdo, partindo da

premissa que a adicdo de compostos enzimaticos pode modificar positivamente as
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caracteristicas da silagem ao longo do tempo, o objetivo deste estudo avaliar a acdo de
enzimas amiloliticas na ensilagem de milho reidratado armazenadas por diferentes

periodos.

2. MATERIAIS E METODOS

Este experimento foi conduzido no periodo de abril a dezembro de 2017, no setor
de Nutricdo de Ruminantes e Forragens Conservadas pertencente a Faculdade de

Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados, Unidade II.
2.1. Preparo da silagem

O grédo de milho (hibrido DKB 330 PRO3, Dekalb, Monsanto, St. Louis, MO)
usado neste experimento foi colhido durante a safra 2016/2017. Apds colheita, os graos
de milho foram moidos em moinhos de facas (4 mm), reidratados, na proporcao de 30
litros de &gua para cada 100 quilos de milho, e homogeneizados. Os silos experimentais
foram feitos em tubos de polietileno de 40 cm de altura e 30 cm de diametro. No fundo
dos silos, foi colocado areia seca (2 kg) separada da forragem por um tecido de nailon
(50 mesh — porosidade) para quantificacdo do efluente produzido.

Cento e vinte silos experimentais foram preparados e distribuidos aleatoriamente
em trés tratamentos: CONTROLE (sem a adicdo de enzima amilolitica); a-AMI
(amilase, Kerazyme 3035, atividade enzimatica 300 U mL™); GLU (glucoamilase,
Kerazyme 4560, atividade enzimatica 300 U mL™). Para cada tonelada de silagem
confeccionada, 300 mL de enzima comercial foram utilizadas. O inoculante bacteriano,
Kerasil Grdo Umido® (Kera Nutricdo Animal, Bento Gongalves, Brasil) —
Lactobacillus plantarum 4*10'° UFC g + Propionibacterium acidipropionici 2.6*10°
UFC g! — foi adicionado a uma dose de 4 g t* de matéria fresca em todos os
tratamentos.

Antes do preparo dos silos experimentais, retirou-se uma amostra de cada silo
(porcdo superficial, meio e inferior) que foram homogeneizadas para formar uma
amostra composta e encaminhados para analise de atividade enzimatica no laboratorio
de enzimologia, pertencente a Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais (FCBA-

UFGD). A composi¢do quimica da silagem de milho reidratado consta na Tabela 1.
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2.2. Perdas fermentativas

A cada 30 dias de fermentacdo, os silos foram novamente pesados para
determinacdo das perdas por gases e, em seguida, abertos. As perdas por gases foram
calculadas de acordo com a equacdo a seqguir:

_ (PSi - PSf)
G = W x 100

em que: PG = perda por gases (% da MS); PSi = peso do silo cheio e fechado (kg), PSf
= peso do silo no momento da abertura (kg); e MSE = matéria seca ensilada (quantidade
em kg x teor de MS).

Apos a retirada da silagem, o conjunto silo, areia e tecido de nailon foram pesados
para quantificacdo do efluente produzido. A determinagéo da producdo de efluente foi
calculada pela equacéo:

PSAf — PSAi
E=—"A

MNE X 1000

em que: PE = producdo de efluente (kg de efluente/tonelada de matéria natural
ensilada); PSAf = peso do conjunto silo, areia, tela de nailon apos a abertura (kg); PSAI
= peso do conjunto silo, areia, tela e néilon antes da ensilagem (kg); e MNE =
quantidade de forragem ensilada (kg).

A recuperacdo da MS (RMS) foi calculada conforme a equacéo:

RMS = ML 100
- MSf

em que: MSt = quantidade de MS final; MS; = quantidade de MS inicial (JOBIM
et al., 2007).

2.3. Estabilidade aerdbia

Apbs a abertura dos silos, as amostras foram colocadas em baldes plasticos,
pesadas e armazenadas em temperatura ambiente para avaliagdo da estabilidade aerdbia.
A mensuracdo de temperatura no interior das silagens (0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48,
54, 60, 66, 72, 78, 84, 90, 96, 102, 108, 114 e 120 horas) foi feita com termémetro
digital de infravermelho. Também foram registradas a temperatura ambiente e a

umidade relativa do ar atras de termo-higrometro digital. A estabilidade aerdbia foi
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calculada como o tempo gasto, em horas, para a massa de forragem elevar em 1°C em
relacdo a temperatura do ambiente (DRIEHUIS; OUDE ELFERINK; VAN
WIKSELAAR, 2001). A determinacdo do pH das silagens foi feita com uso de
potenciémetro nos tempos 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas (KUNG JR et al., 1984). Para a
MS retirava-se +100g do material ensilado nas horas 0, 24, 48, 72, 96 e 120 que
posteriormente foram colocados em estufa a 105° por 24 horas (método 950.15; AOAC,
2000). As perdas na massa ensilada foram calculadas pela diferenca no contetudo de
MS inicial e final dos silos, em relacdo a quantidade de MS da forragem ensilada,

conforme equacdo descrita por Jobim et al., (2007).
2.4. Valor nutricional

Apds abertura dos silos, amostras compostas foram levadas para pré-secagem em
estufa de ventilacdo forcada a 55° C por 72h e apds este periodo foram moidas em
moinho do tipo Willey a 1 mm, e secas por 8h em estufa a 105° C para determinar a
matéria seca (MS, método 950.15), cinza (método 942.05), matéria organica (MO,
1000-cinzas), proteina bruta (PB, N x 6.25, método Kjeldahl 984.13) extrato de etéreo
(EE, método 920.39), fibra em detergente acido (FDA) e lignina (método 973.18),
(AOAC, 2000). Os teores de fibra em detergente neutro (FDN) foram obtidos conforme
método descrito por Van Soest; Robertson; Lewis (1991) e o teor de amido conforme
metodologia descrita por Hendrix (1993). As concentracbes em carboidratos ndo-
fibrosos (CNF) foram obtidas a partir da equacdo: CNF = 100 — (%PB + %EE +
%cinzas + %FDN).

Amostras de cada silo foram utilizadas para realizar a digestibilidade in vitro da
MS segundo metodologia de Tilley; Terry (1963) modificada por Holden (1999), onde
aproximadamente 0,5 g de amostra foram pesados em sacos de filtro Ankom F57,
Ankon®, em triplicata. O fluido ruminal foi amostrado manualmente a partir de 2
bovinos machos canulados no rdmen, pouco antes da alimentacdo matinal. Apos
amostragem, o inoculo foi coado e enviado para o laboratério em garrafas térmicas. No
equipamento juntamente com as amostras, sacolas vazias foram utilizadas como
controle. A energia bruta foi obtida através de bomba calorimétrica. Os valores de
energia foram calculados da seguinte forma: Energia digestivel (Mcal.kg™') =

Energia bruta (EB) X DIVMO. A energia metabolizavel foi calculada pela formula:
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EM (Mcal.kg™') = 1,01 X ED — 0,45. A energia liquida para lactacdo foi calculada
pela formula ELL = 0,0245 X NDT (%) — 0,12. O NDT foi obtido pela formula
NDT (%) = dCNF + dPB + (dEE X 2,25) + dFDN, em que “d” representa a
digestibilidade aparente dos diferentes componentes (NRC, 2001).

2.5. Perfil fermentativo

Apds a abertura dos silos, a silagem foi homogeneizada e uma amostra (200 g) de
cada silo experimental foi coletada para através de presséo fazer a extragdo do suco da
silagem. Para mensuracdo do pH 10 g de amostras foram homogeneizadas em 50 mL de
agua destilada e deixada em repouso por 30 minutos. A leitura foi feita com
potenciémetro digital (MB-10, Marte, Santa Rita do Sapucai, Brasil). Para analise dos
acidos organicos foi utilizada metodologia de Erwin et al. (1961). Quanto ao nitrogénio
amoniacal, a analise foi feita por meio de um método colorimétrico como descrito por
Kulasek (1972) e adaptado por Foldager (1977). As analises de acidos graxos de cadeia
curta, etanol e é&cido latico foram realizadas no Departamento de Quimica na
Universidade Federal de Sdo Carlos, Campus Araras, segundo os métodos descritos por
Rodrigues et al. (2012). A concentracao lactica foi avaliada por cromatografia liquida de
alta performance (sistema HPLC LC-10ADVP Shimadzu, Shimadzu Inc., Kyoto,
Japdo), como descrita por Ding et al. (1995).

2.6. Analise microbioldgica

As anélises microbiol6gicas foram realizadas de acordo com Silva et al., (1997),
com adaptacdes. As amostras de silagem de milho reidratadas (10 g) foram diluidas em
solucdo de cloreto de sddio esterilizada (9 g / I, 90 ml). A partir desta suspensdo
bacteriana, foi obtida a diluicdo de 107, retirando uma aliquota de 1 mL e adicionando
em um tubo de ensaio contendo 9 mL de solucdo salina (cloreto de sodio 0,9%) e
homogeneizado em VORTEX. O processo foi repetido até a dilui¢io de 10°.

A contagem de microrganismos foi realizada em triplicata através de dilui¢fes
decimais em placas de Petri. Para as bactérias do acido latico foi utilizado o método de
plagueamento em profundidade (pour plate) no meio de cultura MRS (De Man, Rogosa
e Sharpe), as placas foram incubadas em estufa a 35 °C por 48 horas. Para anéalise de

bactérias aerdbias, foi utilizado o método de plaqueamento em gotas (drop plate) e para
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as anaerdbias facultativas o método utilizado foi de plaqueamento em profundidade
(pour plate) no meio de cultura PCA (Plate Count Agar). As placas foram incubadas em
estufa a 34 °C por 48 horas, para 0s microrganismos aerobicos e a 37° C por 48 horas,
para 0s microrganismos anaerébicos facultativos. Para fungos totais, foi feito
plagueamento em superficie (spread plate) no meio de cultura Batata Dextrose Agar
(BDA), e as placas foram incubadas em estufa a 26° C por 120 horas.

Apbés o tempo de incubacdo, realizou-se a contagem dos microrganismos.
Considerando apenas as placas que apresentaram contagem entre 30 e 300 unidades
formadoras de colbnias. Realizou-se a média aritmética. Os valores absolutos foram
obtidos a partir de UFC e depois transformados em log. Todas as analises acima

citadas, foram realizadas no primeiro dia de abertura dos silos.
2.7. Analise enzimatica

A andlise da atividade enzimatica foi realizada em nove tempos diferentes. Cada
tempo de andlise representa a quantidade em dias em que o material estava ensilado,
indo de 0 a 240 dias, sendo t0 0 momento do fechamento dos silos.

A determinacdo da atividade enzimatica e a quantificacdo de acucar redutor total
foi realizada segundo modelo de Miller (1959) com adaptacbes. Para avaliagcdo da
atividade enzimatica, as amostras (5 g) foram constantemente agitadas a 1000 rpm por 1
h, com agua destilada (50 mL).

Para quantificar a atividade enzimatica, 5 g de amido de milho foi pesado, com
auxilio de uma proveta, adicionou-se 50 mL de tampdo acetato de sédio que foi
aquecido em micro-ondas. Transferiu-se 900 puL da solucdo de amido para tubos de
ensaio, que foram colocados em banho-maria por 3 minutos a 50°C. Ainda no banho-
maria, adicionou-se 100 pL da solucdo enzimética diluida (5x e 10x), passados 10
minutos, adicionou-se 1 mL do reagente DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) e os tubos
foram transferidos para o banho de ebuli¢do por 10 minutos a 80°C. Assim que 0s tubos
foram retirados do banho de ebuli¢do eles foram colocados em banho gelado por + 3
minutos, apds, adicionou-se 8 mL de agua destilada para entdo realizar a leitura de
glicose em espectrofotdometro a 540 nm.

Para a quantificacdo do acgucar redutor, foi adicionado 40 mL de agua destilada

em 5 g de silagem proveniente dos diferentes tratamentos. Apds adicdo da agua as
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amostras foram mantidas em agitacdo por 1 hora a 100 rpm a 25°C. Posteriormente,
todo conteudo foi filtrado em tecido sintético (nylon) e centrifugado a 1500 x g por 5
min. O sobrenadante foi utilizado para determinacdo de agucar redutor. A quantificacao
de acucar redutor total foi realizada utilizando acido 3,5-acido dinitrosalisilico (DNS).
Em cada tubo foram adicionados 1 mL de amostra e 1 mL de DNS. A referida mistura
foi mantida a 100°C por 10 minutos. Em seguida foram resfriados em banho de gelo,
adicionado 8 mL de agua destilada e levados para leitura em espectrofotbmetro a
540nm. O acucar redutor foi calculado a partir de uma curva de calibracdo utilizando
glicose como padrdo. Os ensaios foram realizados em “duplicatas” e os resultados

representam suas respectivas médias.
2.8. Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando o PROC MIXED

(versdo 9.3, SAS Institute, Cary, NC), de acordo com o seguinte modelo:
Yijg =+ E +T; + E; XTj + e

Com e;;, = N (0, 67); onde Yix é o valor da variavel dependente; u é a média
geral; Ei é o efeito fixo da enzima; T; é o efeito fixo do tempo (abertura dos silos); EixT;
é um termo de interago; eijx € o erro residual; N representa distribuicdo gaussiana e o7 é
a variancia associada a cada tratamento. Os graus de liberdade foram corrigidos pelo
método de Rogers (1997).

O efeito dos tratamentos foi decomposto em dois contrastes ortogonais: (1) os 2
tratamentos enzimaticos versus o controle; e (2) a-AMI vs GLU. Outras comparacfes
foram feitas usando LSD protegido por Fisher. O nivel de significancia foi estabelecido
em P < 0,05 e tendéncia entre 0,051 a 0,10.

3 RESULTADOS

3.1. Perdas fermentativas

Com excecdo (P= 0,664) das perdas por gases, expressas na matéria natural,
houve interacdo entre os efeitos de enzimas e tempo de armazenamento (P <= 0,050)
para todas as variaveis relacionadas as perdas fermentativas (Tabela 5). De maneira

geral, as enzimas amiloliticas aumentaram (P < 0,001) as perdas por gases, efluentes e
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totais da silagem. Comparando as duas enzimas, GLU tendeu a aumentar (P = 0.069) as
perdas totais, em relagdo a a-AMI.

Para as perdas por gases, foi observado nas avaliacdes realizadas 30 e 60 dias apds
a ensilagem, que GLU aumentou (P < 0,05) as perdas em relacdo aos demais
tratamentos, que ndo diferiram entre si (P > 0,05). A partir de 90 dias de ensilagem, as
enzimas aumentaram (P < 0,05) as perdas por gases, em relacdo a CON. Ademais, a-
AMI apresentou (P < 0,05) maiores perdas por gases que GLU, nas avaliaghes
realizadas aos 150 e 180 dias ap0ds a ensilagem, ndo diferindo (P > 0,05) nos demais
tempos de avaliacdo (Figura 2).

Para as perdas totais, foi observado nas avaliacdes feitas 30 e 60 dias apds a
ensilagem, que GLU aumentou (P < 0,05) as perdas em rela¢do aos demais tratamentos.
Aos 90 dias de ensilagem, as enzimas ndo diferiram entre sim (P > 0,05) e praticamente
nao mudaram ao longo do periodo experimental, exceto aos 150 dias quando a-AMI
apresentou (P < 0,05) maiores perdas totais que GLU. Entre os 60 e 210 dias de
ensilagem o controle apresentou as menores médias, mas aos 240 dias as médias de
todos os tratamentos foram estatisticamente iguais (P > 0,05) (Figura 3).

De acordo com a equacdo de regressdo polinomial simples y=102,78+0,91x-
0,005x72; r"2=0,19, o tempo ideal de utilizacéo do silo, de acordo com as perdas totais,

seria até 91 dias (Figura 4).
3.2. Estabilidade aerdbia

A inclusédo de enzimas influenciou a estabilidade aerdbica. A concentracdo de MS
(g kg1) das massas ensiladas no periodo de exposicdo ao oxigénio em relacdo aos
tempos de abertura foi influenciada pela enzima (P = <0,0001), tempo (P = <0,0001) e
interacdo (P = <0,0001), e quando o efeito dos tratamentos foi decomposto, a
concentracdo de MS foi significativo para o C1 (P = <0,0001;Figura 5). Aos 30 dias de
ensilagem a-AMI apresentou a menor média (P < 0,05) e o tratamento CON e GLU nao
apresentarem diferenga (P > 0,05). Aos 60 dias de ensilagem, os trés tratamentos foram
estatisticamente iguais (P > 0,05), e a partir deste periodo até o final das observacdes o
CON foi o tratamento que apresentou as maiores médias (P < 0,05) para a concentragdao
de MS. a-AMI e GLU apresentaram médias estatisticamente iguais (P > 0,05) aos 90,

150 e 240 dias de ensilagem.
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Os valores de pH no periodo de exposi¢do ao oxigénio em relagdo aos tempos de
armazenamento de acordo com os tratamentos experimentais (Figura 6), também foram
influenciados pelas enzimas, pelo tempo e pela interacdo (P = <0,0001) e foi
significativo para o C1 (P = <0,0001). Dos 30 para os 60 dias foi verificada uma queda
nos valores desta variavel para os trés tratamentos, sendo estatisticamente iguais (P >
0,05). Contudo, a partir dos 60 dias de ensilagem o CON manteve as medias mais altas
(P <0,05) e GLU e a-AMI néo diferiram mais entre si (P > 0,05) ao longo do periodo
experimental.

A variacao da temperatura (°C) no periodo de exposicdo ao oxigénio em relacéo
aos tempos de armazenamento de acordo com 0s tratamentos experimentais (Figura 7)
foi significativa para efeito de tempo e de interagdo (P = <,0001), tendo sido maior no
CON (P < 0,05) aos 30 e 60 dias apds a ensilagem, e apds os 60 dias de ensilagem nao
diferiu mais entre os tratamentos (P > 0,05). Aos 30 a diferenca entre a temperatura da
silagem e a temperatura ambiente para o tratamento CON foi de 5,05°C e GLU
apresentou At superior a a-AMI (3,35 °C contra 1,42 °C). Aos 60 dias, o At do CON foi
de 1,66 °C.

O teor de MS (g kg™) no periodo de exposicdo ao oxigénio de acordo com 0s
tratamentos experimentais foi influenciado pelas enzimas, tempo e interacdo (P =
<0,0001;Figura 8) e foi significativo também para o C1 (P = <0,0001). Da primeira a
ultima hora o teor de MS foi maior no tratamento CON (P < 0,05) e ndo diferiu entre os
dois tipos enzimaticos (P > 0,05), e foi aumentando ao longo do das 120 horas de coleta
(Figura 9). A concentracdo de pH no periodo de exposicdo ao oxigénio de acordo com
0s tratamentos experimentais demonstrou 0 mesmo comportamento observado para MS,
ou seja, ndo diferiu entre as enzimas (P > 0,05) e foi superior no tratamento CON (P <
0,05), apresentando aumento a medida que o tempo passava.

Para as mudancas na temperatura (°C) ao longo das horas de coleta, ndo houve
efeito significativo das varidveis analisadas (P > 0,05), porém estabelecendo o limite de
até 2°C de diferenga entre a temperatura da silagem e a temperatura do ambiente, o-
AMI manteve a temperatura do silo dentro da normalidade por maiores periodos,
seguida pela GLU e CON (Figura 10).
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3.3. Valor nutricional

Os silos tratados com enzimas apresentaram maiores (P < 0,021) teores de PB,
EE, lignina e EB e menores de MS e amido do que os silos do tratamento CON (Tabela
6). Com excecao da lignina (P = 0,393) houve efeito do tempo para todas as variaveis
relacionadas ao valor nutricional. Ndo houve interacdo (P > 0,304) entre os efeitos de
enzimas e tempo de armazenamento para CNF, FDN, FDA, NDT e para os tipos de
energia calculas. Comparando a-AMI + GLU ao controle, a inclusdo de enzima
diminuiu (P < 0,05) os teores de MS, amido, CNF e a DIV e aumentou a PB, o EE, a
lignina e a EB. Comparando as duas enzimas, GLU teve maior reducdo (P < 0,028) de
MS e amido.

Para a MS, foi observado nas avaliacOes realizadas 30 e 60 dias apds a ensilagem,
que a-AMI diminuiu (P < 0,05) a MS em relagdo aos demais tratamentos, que nao
diferiram entre si (P > 0,05). A partir de 90 dias de ensilagem, o tratamento CON
manteve as maiores médias (P < 0,05). Nas avalia¢des realizadas aos 90, 120, 210 e 240
dias apds a ensilagem a-AMI e GLU ndo diferiram (P > 0,05), porém aos 150 e 180 dias
a-AMI aumentou a MS em relagdo a GLU (Figura 11).

Para o amido, foi observado aos 30 dias de ensilagem médias diferentes (P < 0,05)
para os trés tratamentos. Dos 60 aos 240 dias apo6s a ensilagem, o tratamento CON
aumentou (P < 0,05) o teor de amido com exce¢do dos 120 dias, quando CON e a-AMI
que ndo diferiram entre si (P > 0,05). Aos 60 dias GLU e a-AMI apresentaram médias
estatisticamente iguais (P > 0,05). Entre os tempos 150 a 210 a-AMI foi o tratamento
com as menores (P < 0,05) médias (Figura 12).

De acordo com a equacdo de regressao polinomial simples y=924,08+0,685x-
0,004x72; r2=0,33, levando em consideracdo a digestibilidade in vitro, o tempo ideal

de utilizacdo do silo seria até 86 dias (Figura 13).
3.4. Perfil Fermentativo

Os silos tratados com enzimas apresentaram menores (P < 0.046; Tabela 7)
concentragdes de pH, N-NHzs, acetato, propionato, butirato e totais e aumentou o etanol,
lactato e o isobutirato. Com exce¢do do N-NHz houve efeito do tempo (P = 0,438) e da
interacdo (P = 0,128) para todas as variaveis relacionadas ao perfil fermentativo.

Comparando os dois tipos enzimaticos ao controle, a inclusdo de enzima diminuiu (P <
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0,013) o pH, N-NH3, acetato, propionato, butirato e os totais e aumentou o etanol,
lactato e o isobutirato. Comparando as enzimas, a-AMI tendeu a reduzir (P < 0,098) o
acetato, propionato e totais.

Aos 60 dias, o pH de todos os tratamentos foi estatisticamente igual (P > 0,05),
mas a partir deste periodo, o tratamento CON se manteve acima de 4 até o final do
periodo experimental, e a-AMI e GLU néo diferiram (P > 0,05) entre si (Figura 14).

Para o etanol, nas avaliacdes realizadas entre 30 e 150 dias apds a ensilagem o0s
trés tratamentos diferiram entre si (P < 0,05), com o CON apresentando as menores € o-
AMI as maiores médias até os 120 dias de avaliacdo. A partir dos 150 dias, GLU
apresentou médias superiores (P < 0,05), mas aos 210 ndo diferiu (P > 0,05) do
tratamento o-AMI. Aos 180 e 240 dias a-AMI e CON apresentaram medias
estatisticamente iguais (P > 0,05) (Figura 15).

Até os 60 dias, a concentracdo de lactato se manteve estatisticamente igual (P >
0,05) nos trés tratamentos. Aos 90 dias de ensilagem, a-AMI teve a maior média (P <
0,05) e CON e GLU néo diferiram (P > 0,05). Aos 120, 150 e 210 dias apds a
ensilagem, o CON apresentou a menor (P < 0,05) concentracdo de lactato e a-AMI e
GLU néo diferiram (P > 0,05). Na avaliacdo feita aos 180 dias de ensilagem, todos 0s
tratamentos apresentaram médias diferentes (P < 0,05), e ao final do periodo
experimental, a-AMI foi 0 tratamento com a maior média (P < 0,05) (Figura 16).

Até os 60 dias, a concentracdo de acetato foi estatisticamente igual nos trés
tratamentos (P > 0,05), e a partir deste periodo CON manteve as maiores médias até o
final do periodo experimental. Aos 90 e 120 dias, a-AMI e GLU tiveram médias iguais
(P > 0,05). Porém, nas avaliactes feitas aos 150, 180 e 210 dias GLU apresentou as
maiores médias (P < 0,05), e aos 240 as médias dos trés tratamentos foram diferentes
(P<0,05) com GLU apresentando a menor média (Figura 17).

O propionato manteve médias iguais (P > 0,05) nos trés tratamentos até os 90
dias. Nas avaliagdes feitas aos 120, 150, 210 e 240 dias o CON apresentou as maiores
médias (P < 0,05) e a-AMI e GLU néo diferiram entre si (P>0,05). Aos 180 dias, a
concentragdo de propionato ndo diferiu (P > 0,05) entre 0 CON e a-AMI e aos 240 dias
ndo diferiu entre a-AMI e GLU (Figura 18).
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3.5. Microbiologia

As contagens de BAL, anaerdbias, aerdbias e fungos e bolores das silagens foram
influenciadas pela adicdo de enzimas, tempo, observando-se efeito de interacdo (P =
<,0001;Tabela 7). De maneira geral, as enzimas amiloliticas diminuiram (P = < 0,001) a
contagem de todos os microrganismos avaliados. Comparando as duas enzimas, a-AMI
aumentou (P = <,0001) BAL, anaerébias e fungo, e reduziu aerébicas em relacdo a
GLU.

Aos 30 dias de avaliacdo, GLU apresentou menor (P < 0,05) media para BAL, e
CON ¢ a-AMI néo diferiram (P > 0,05). Aos 60 e 120 dias, todos os tratamentos
diferiram (P < 0,05) com o CON apresentando as maiores médias. A partir dos 150 dias,
a-AMI e GLU ndo diferiram (P > 0,05) e a contagem desses tratamentos ficando abaixo
do CON (Figura 19).

O crescimento dos fungos e bolores sofreu intensas modificacdes ao longo do
tempo. Aos 30 dias foi igual (P > 0,05) em todos os tratamentos. Aos 60 e 90 dias, CON
e a-AMI nao diferiram (P >0,05), e entre os dias 120 ¢ 150 a-AMI e GLU apresentaram
médias estatisticamente iguais (P >0,05). Aos 180 dias a-AMI apresentou um pico (P <

0,05) na média para os fungos (Figura 20).
3.6. Atividade enzimatica

A atividade amilolitica efeito das enzimas e do tempo, e foi significativa para 0s
dois contrastes (P = <.0001;Figura 21). Comprado as enzimas, a-AMI apresentou 0s
maiores indices de atividade, apresentando um comportamento sempre crescente ao
longo de todo o periodo. Esse fato justifica a presenca superior de aglcar redutor nos
silos tratados com a-AMI, que foi significativo para os efeitos de enzima, tempo e para

os dois contrastes (P = <.0001;Figura 22).

4. DISCUSSAO

4.1. Perdas fermentativas

Teoricamente, a adi¢do da enzima deve estimular a quebra dos carboidratos mais
complexos para que estes possam ser utilizados pelos microrganismos, promovendo

maior acdo sobre a matriz proteica dos grdos de milho e também uma maior e mais
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répida producdo de &cido latico (Tabela 7), liberando agucares soluveis prontamente
disponiveis para fermentacdo. Entretanto, neste trabalho, ao longo do tempo de
armazenamento todos os silos que receberam as enzimas amiloliticas apresentaram
reducao na recuperacdo da MS e aumento nas perdas fermentativas.

Oliveira et al (2019) ao avaliarem os efeitos da incorporacdo de enzimas
amiloliticas sobre as perdas fermentativas na silagem de milho reidratado observaram
que a inclusdo das enzimas aumentou a producdo de gas, efluente e as perdas totais da
silagem, e diminuiu a recuperacdo da MS, concordando com os dados obtidos neste
trabalho. Lopes (2016) ao avaliar o efeito de enzimas sobre as perdas na MS da silagem
de grédo de milho reidratado encontrou que cerca de 60% das perdas em silos
experimentais de tubo de plastico armazenados por 81 dias, ocorreu pela maior
producdo de efluentes e degradacdo aerébia da MS durante o estagio inicial da
ensilagem.

Além disso, maiores perdas podem estar relacionadas a seletividade nas
populacdes microbianas, feita pela combinacdo do inoculante com as enzimas ao longo
do tempo. Neste estudo, as enzimas aumentaram a concentracdo de cido latico (Tabela
7), 0 que pode ter ocasionado a selecdo de microrganismos no silo, com consequente
aumento da protedlise da zeina. A degradacdo da zeina durante a fermentacdo da
silagem estd associada a atividade microbiana e a producdo de acidos organicos
(HOFFMAN et al., 2011; JUNGES et al., 2017), e quanto maior for a presenca de
carboidratos fermentéveis no silo (silagem de milho moido, silagem de cana-de-agucar e
silagem de milho reidratado), maior serd a atividade microbiana e maiores serdo as
perdas fermentativas (PEDROSO et al., 2005). Dependendo das vias fermentativas dos
microrganismos e dos compostos formados a partir delas, as perdas podem ser
influenciadas. Vias heterofermentativas tém como um dos produtos finais da
fermentagdo de agucares a producdo CO2, que consequentemente levo ao aumento das
perdas (DRIEHUIS; OUDE ELFERINK; SPOELSTRA, 1999; DRIEHUIS; OUDE
ELFERINK; VAN WIKSELAAR, 2001).

Outro fator que contribui para o aumento das perdas, foi o teor de umidade.
Senger et al. (2005) comprovaram este aspecto ao avaliarem silagens de milho com
diferentes niveis de umidade e constatando uma maior producédo de efluente onde o teor

de umidade era maior. Dessa forma, silagens produzidas com maior teor de umidade séo
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susceptiveis a compactagdo (RABELO et al., 2012), que combinada a inclusdo da
enzima levou ao rompimento da membrana das células e ao vazamento do contetdo

celular, resultando em perdas substanciais de nutrientes.
4.2. Estabilidade aerobia

A deterioracdo aerodbia esté associada com diminuicdo dos carboidratos soliveis e
acido latico; aumento do pH, do ndmero de leveduras e fungos filamentosos
(WEINBERG et al., 1993) e da temperatura (PAHLOW et al., 2003).

Oliveira et al. (2019) observaram, ao avaliarem os efeitos da incorporacdo de
enzimas amiloliticas a silagem de milho reidratado, que apds a exposicdo aerdbia as
silagens tratadas com a-amilase apresentaram maior teor de MS em relacdo ao
tratamento controle. Dados que ndo concordam com os valores encontrados no presente
estudo, em que o tratamento controle foi o que manteve o maior teor de MS ao longo do
tempo Figura 5.

Morais et al. (2012) ao inocularem silagem de grdo Umido de milho com
Lactobacillus plantarum mesofilo, Lactobacilus plantarum terméfilo, Pediococcus
acidofilo e Propionibacterium acidofilo (100bilhdes UFC.g?), 25% de glicose e 50% de
enzimas amilolitica, ndo encontraram diferenca entre os tratamentos. Porém, as enzimas
amiloliticas em nosso trabalho foram adicionadas em uma propor¢do maior a utilizada
pelos autores, 300 mL. T, e este fato aliado ao processo de reidratacdo do milho pode
ter ocasionado a reducdo da MS ao longo do periodo em que a silagem foi exposta
novamente ao oxigénio (Figura 5).

Com relacdo ao pH, o uso das enzimas foi efetivo no controle deste parametro,
deixando-o dentro dos parametros desejaveis, 3,8 — 4,2 (McDonald et al., 1991).
Oliveira et al (2019) verificaram que apds 48h de exposi¢cdo aerObica o tratamento
controle apresentou os maiores valores de pH até o final do periodo de avaliacdo.
Quando Ferraretto; Fredin; Shaver, (2015) combinaram a inoculacdo microbiana a
ensilagem eles encontraram um menor valor de pH (3,99 vs. 4,40 em média) devido a
maiores concentragdes de &cido lactico, do mesmo podemos associar os niveis de pH a
concentracdo de lactato no presente estudo (Tabela 7). Kung Jr, (2001) afirma que a
variacdo do pH durante o periodo de exposi¢do ao ar pode ser um indicativo préatico de
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que a silagem esta sendo deteriorada devido ao contato com o ar e 0 uso de inoculantes
bacterianos ou enziméticos reduz a susceptibilidade & deterioracéo.

Com relacdo a At Driehuis; Oude Elferink; Van Wikselaar (2001) estabeleceram
que a quebra da estabilidade aerdbia é definida como o tempo que a temperatura da
silagem exposta ao ar demora a atingir 1°C acima da temperatura do ambiente. J& Kung
Jr et al. (2003) consideram que a quebra da estabilidade ocorre quando ha o aumento de
2°C acima da temperatura do ambiente. De todo modo, esse aumento é causado devido
ao crescimento de leveduras e fungos filamentosos no silo (WOOLFORD, 1990).
Quando a massa ensilada foi exposta novamente ao O essas populagdes que estavam
adormecidas encontraram facilidade para voltar a se desenvolver. Weinberg et al.
(2011) salientam que as leveduras sdo 0s microrganismos mais relacionados a
deterioracdo das silagens, quando expostas ao Oz, 0 que deprecia consideravelmente o
valor nutritivo do alimento e contribui para o decréscimo da sua digestibilidade. E além
desse fator, 0 aumento da temperatura pode se dar em virtude do balanco entre a taxa de
calor produzida pela atividade microbiana e as perdas de calor, o que esta diretamente
relacionado a oxidacdo da MS, que provoca perdas na forma de dioxido de carbono
(CO) (HILL; LEAVER, 2002).

A associacdo das mudancgas na temperatura, quantidade de MS e na concentragéo
do pH estdo intimamente relacionados a selecdo de microrganismos ao longo do tempo
em consequéncia a adi¢do das enzimas. Em determinados periodos, o incremento na MS
pode ter sido resultado da alta fermentacdo homolética, que disponibilizou substratos —
acido lactico — ao desenvolvimento, principalmente, das leveduras (MUCK, 2010) e, em
um segundo momento, dos fungos filamentosos, que ao consumir o produto da
fermentacdo, além de CHOs sollveis residuais, ocasionou 0 agquecimento da massa
devido ao processo de respiracdo desses microrganismos (RABELO et al., 2012) e
consequentemente, modificou o pH. A qualidade da silagem e a estabilidade s&o
aspectos inversamente proporcionais, assim quanto maior for a estabilidade, menor sera
a qualidade das silagens (SANTOS et al. 2010).

4.3. Valor nutricional

Na avaliacdo do valor nutricional das silagens, o controle apresentou maior teor de

MS (585,35 g kgl), seguida pela silagem com a-AMI (550,28 g kg™) e silagem com
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GLU (541,89 g kg™). Morais et al. (2012) ndo encontraram efeito significativo sobre o
teor de MS quando utilizaram o aditivo enzimatico bacteriano. Ferraretto; Fredin;
Shaver (2015) encontraram teor de MS maior no tratamento de grdo de milho seco do
que nos tratamentos em que os grdos foram reidratados ou reidratados e ensilados (P =
0.001). Ja4 Kung Jr et al. (2007) ao avaliar a inoculagdo com L. buchneri (6,6 x 10°
UFC.g?), mistura de enzimas — B-glucanase (EC 3.2.1.78), a-amilase (EC 3.2.1.1) e
xilanase (EC 3.2.1.8) — associacdo de LB com ENZ ou a adi¢do de um inibidor de bolor
liquido a 0,1% (LMI), verificaram diferenca significativa nos teores de MS entre a
silagem de grdos umidos com relacéo ao controle, mas ndo consideraram este resultado
biologicamente significante.

Oliveira et al. (2019) observaram que a adi¢cdo de enzima amiloliticas sobre a
silagem de milho reidratado aumentou o teor de MS na silagem. Lopes (2016) verificou
que em relacdo ao controle a adicdo de a-amilase induziu a um pequeno aumento no
teor de MS (+0,4% unidades) enquanto glucoamilase reduziu a MS (-1,8% unidades).
No presente estudo, independentemente do tipo enzimatico adicionado a massa ensilada,
ocorreu reducdo do teor de MS (6,37 e 8,02%, a-AMI e GLU respectivamente). A
diferenca no teor de MS provavelmente esta relacionada a perda de MS durante a
respiracdo aerdbia ou a fase de fermentacdo (MCDONALD et al.., 1991). A adicdo de
amilases a silagem de grao de milho reidratado em uma proporcéo superior (300 mL.T"
1) também pode ter contribuido, ao longo do periodo de armazenamento, com as
modificacbes a MS, ja que aumentaram a diluicdo e homogeneizacdo dos nutrientes no
silo, modificaram o processo fermentativo da silagem e reduziram o teor de MS, devido
a producao da “agua de metabolismo” (RODRIGUES et al., 2002).

Para a PB, menor teor foi observado no controle, e valores significativos foram
encontrados tanto para a adi¢do de enzimas quanto para o tempo, ndo diferindo entre os
silos tratados com enzimas. Lopes (2016) avaliando amilases de diferentes origens
fangicas encontrou valores numericamente superiores para as silagens de grdo de milho
reidratado em relag&o ao controle (de 10,5% no controle para 10,7 e 10,8% nas silagens
tratadas) e ao comparar silagens ndo tratadas com enzimas glucoamilase, protease e
fibrolitica achou maior teor de PB para a enzima glucoamilase. Ferraretto; Fredin;
Shaver (2015) observaram uma tendéncia de a PB ser maior no tratamento que o milho

seco foi reidratado e ensilado em relagcdo ao milho de alta umidade.
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Neste caso, a inclusdo de a-AMI e GLU levaram ao incremente da PB em 10,37 e
12,55% quando confrontada as médias dos tratamentos ao controle. O que pode ter
ocorrido, da interacdo entre o uso da enzima e o tempo de armazenamento, é que a
solubilidade da proteina tenha sido alterada, levando ao aumento de seu teor. Dessa
forma, o consumo dos carboidratos sollveis elevou a concentragdo de PB nos silos
tratados.

Para o teor de amido, comparando a inclusdo das enzimas com o controle, ocorreu
uma reducdo do valor, em 13,75 e 19,15% para a-AMI e GLU, respectivamente,
concordando com os dados de Chen et al.. (1995), que relataram menor teor de amido
mesmo quando a MS, MO, PB e FDN foram superiores quando o grdo foi tratado com
enzimas amiloliticas. Lopes (2016) encontrou acentuada reducdo na concentracdo de
amido induzida pela enzima glucoamilase (-7,4% unidades). As zeinas sdo intensamente
hidrofobicas e insoliveis em agua e liquido ruminal, mas s&o sollveis em &cido lactico
e 4cido acético (LAWTON, 2002). Deste modo, como a fermentacéo da silagem produz
acido lactico e acético, as zeinas que formam a matriz amido-proteina foram
solubilizadas e, adicionalmente, a protedlise € também um mecanismo intrinseco da
fermentacdo, o que resulta em degradacdo de proteinas do endosperma (BARON;
STEVENSON; BUCHANAN-SMITH, 1986). Tais processos, caracteristicos da
fermentacdo, podem ser considerados fatores de aumento da exposicdo do amido a acéo
das enzimas.

Assim, a reducdo do amido é explicada pelo processo de ensilagem e também pela
presenca de enzimas que, por serem capazes de hidrolisar os componentes da parede
celular, aumentaram o substrato disponivel para a fermentacdo latica. E o amido,
durante a fermentacdo, também pode sofrer alteracdes promovidas pela acidificacéo,
podendo apresentar maior degradacdo, formando glicose (CHEN; STOKES;
WALLACE, 1994; KUNG JR et al.,, 1993). A reducdo deste componente, estd
intimamente relacionada a atividade enzimaética, que deixou este componente mais
exposto para ser utilizado nas etapas de fermentacéo no silo.

Oliveira et al. (2019) observaram que a adicdo de enzima aumentou a
digestibilidade in vitro da MS. Por sua vez, Rodrigues et al. (2002) encontraram reducgéo
da DIVMS quando fizeram o uso do inoculante que continha em sua composi¢do

amilase. Chen et al. (1995) ao adicionarem um complexo enzimatico derivado de fungos
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com atividades amiloliticas e proteoliticas a grdos de sorgo (floculados ou laminado a
seco) na dieta de vacas em lactacdo constataram que a digestibilidade da MS, MO, PB e
FDN foi aumentada por essas enzimas, embora o tratamento ndo tenha afetado a
producdo de leite ou o consumo de MS. Em contraste, as enzimas amilase ndo afetaram
a digestibilidade dos nutrientes no trato total nos estudos de Tricarico et al. (2005) e
Hristov et al. (2008). N&o existe uma conformidade nos resultados sobre a inclusdo de
amilases exogenas, sabe-se que elas tém o potencial de aumentar a ingestdo e melhorar
a producdo de leite, mas 0 mecanismo exato de como isso ocorre ainda é desconhecido
(KLINGERMAN et al. (2009).

4.4. Perfil fermentativo

Os menores valores de pH dos silos tratados podem ser explicados devido ao
menor teor de MS, uma vez que silagens com maior teor de MS, como o CON, tendem
a estabilizar o processo fermentativo em pH mais elevado, devido a menor producdo de
acidos em funcdo do aumento na pressao osmaética (MCDONALD et al., 1991). Morais
et al. (2012), utilizando o inoculante microbiano composto por Lactobacillus plantarum
mesofilo, Lactobacilus  plantarum  termofilo,  Pediococcus  acidéfilo e
Propionibacterium acidéfilo (100bilhdes UFC/g), mais 25% de glicose e 50% de
enzimas amiloliticas em silagem de grdo imido de milho, encontraram reducdo no pH
ao comparar os silos tratados ao controle. Andrade (2013), ao avaliar a silagem de milho
reidratado com soro de leite e inoculada com Enterococcus faecium e Lactobacillus
plantarum (1,0 x 10'° UFC.g?); Pediococcus acidilactici (1,0x10° UFC.gl) e enzimas
amiloliticas (1,5%), celuloliticas (1,5%) e proteoliticas (2,0%), observou que os valores
de pH reduziram, em decorréncia da combinacdo do inoculante com a reidratacédo feita
com soro de leite, o que foi associado ao aumento da disponibilidade de substrato para o
crescimento de BAL, resultando em maior producdo de acidos organicos
(principalmente acido latico). Da mesma forma, neste trabalho as enzimas atuaram
modificando as vias de fermentacdo, favorecendo a producéo de lactato e reduzindo os
valores de pH das silagens tratadas em relacéo ao controle.

Encontrou-se um aumento com relagdo a concentracdo de etanol na propor¢éo de
320 e 327% para a-AMI e GLU, respectivamente, em relagcdo ao controle (5,49 para

23,07 e 23,44) nas silagens tratadas. Ferraretto; Fredin; Shaver (2015) encontraram
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concentragdes de etanol reduzidas com inoculagdo microbiana associada a reidratagéo e
ensilagem. No geral, a inoculagdo com bactérias produtoras de lactato reduz o pH e
desloca a fermentacdo para acidos laticos em vez de acidos acético e propidnico em
diversos alimentos ensilados, mas as respostas podem ser variaveis (MUCK, 2010).
Rodrigues et al. (2002) mesmo ndo achando alteracdo para a concentragdo do acido
acético, propionico, butirico e latico, bem como o pH ou a concentragdo do nitrogénio
amoniacal nas silagens tratadas com inoculante + enzima, encontraram incremento nos
niveis de etanol em seu estudo de 1,23 unidades percentuais. O que pode ter acontecido,
nos dois casos, é que o inoculante + enzimas pode ter causado a rapida acidificacéo e
assim favoreceu o desenvolvimento de leveduras ndo sensiveis ao baixo pH e levou,
portanto, a fermentacdo de acgUcares residuais a etanol, dificultando a interpretacdo de
resultados experimentais (CHAMBERLAIN, 1987). O alto teor de etanol pode estar
ligado a intensa atividade de leveduras, que € mais critica em silagens com altos teores
de acucares, como a de grdo umido, o que indica grande risco de agquecimento na
abertura do silo afetando a sua estabilidade.

O incremento no nivel de lactato nos silos tratados com enzimas amiloliticas, esta
associado a acdo das BAL, que geralmente atuam em uma faixa de pH mais baixa (entre
45 e 3,8 do que os demais microrganismos presentes na massa ensilada
(WOOLFORD, 1984), utilizando a glicose disponivel no meio para formar acido latico
na proporcdo 1:2 (KUNG JR et al.., 2003) como produto final da sua fermentacao
(FILYA, 2003), Além disso, o proprio tempo de armazenamento modifica o perfil
fermentativo. Arcari et al. (2016), ao avaliar o efeito do tempo de ensilagem do gréo de
milho moido e reidratado observou que a concentracdo de acido latico com base na MS
foi aumentada cerca de 3,45 vezes no periodo de ensilagem correspondente a 330 dias
em relacdo ao periodo de 3 dias de ensilagem. Comparativamente, neste trabalho foi
possivel observar um aumento no teor de lactato em 45 e 59% para a-AMI e GLU,
respectivamente, em relagéo ao controle.

Os acidos graxos de cadeia curta, geralmente possuem acdo fungistatica. Dentre
estes &cidos, 0 acético e propionico, principalmente o propiénico, por ter agédo
antifungica mais potente. Propionibacterium é um microrganismo eficiente na
utilizacdo do &cido lactico para producdo de acido propidnico e acético, e foi utilizado

na inoculacdo dos tratamentos. Os niveis de acido acético nos silos tratados com
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enzimas foram reduzidos (em 281 e 131% para a-AMI e GLU, respectivamente)
comparados ao controle, o que pode estar relacionado a condi¢do inadequada para o
desenvolvimento de bactérias heterolaticas (produtoras de acido acético além de
produzirem o acido latico) e/ou das enterobactérias e clostridios, que sdo 0s principais
competidores das BAL pelos agUcares disponiveis (MUCK, 2010) e dentro do silo sdo
os principais produtores de &cido acético (McDonald, 1991). A inclusdo de enzimas
também reduziu os niveis de propionato (134% e 85%, para a-AMI e GLU,
respectivamente) em relacdo ao controle. Mendes, (2013) e Jobim et al.. (1999)
registraram a auséncia de propionato em silagens de grdo imido de milho, inoculadas
com Propionibacterium.

Da mesma forma, o butirato teve uma menor concentracdo nos silos que foram
adicionadas as enzimas (315 e 218% para a-AMI e GLU, respectivamente, em relacéo
ao controle). Um ponto importante é que a via de fermentacdo butirica leva a uma
reducdo do pH mais demorada, pois o produto desta fermentacdo ¢ um &cido fraco, e
acaba estendendo o processo fermentativo, e seqgundo Oude Elferink et al. (1999) uma
silagem com tipica atividade clostridiana € caracterizada por altas concentracbes de
acido butirico, o que ndo seria recomendando pensando na qualidade e biosseguridade
do alimento.

Durante a fase de estabilidade do processo fermentativo, ocorre entdo a
diminuicdo da fermentacdo de forma que as BAL se tornam os individuos dominantes
na massa ensilada devido a produgdo dos acidos organicos, em sua maioria o latico
(MACEDO et al., 2017). Silagens com altas concentracdes deste &cido e de aguicares
remanescentes sdo mais afetadas pela deterioracdo aerébia (WEINBERG; MUCK,
1996). Os fungos, as leveduras e algumas espécies de bactérias promovem a assimilacao
aerobia de lactato da silagem, reduzindo o seu potencial de conservagdo (PAHLOW et
al.., 2003), e a presenca do acetato, neste aspecto, é positivo pois ele realiza o controle
de microrganismos deterioradores ap0ds a abertura do silo.

Segundo Mahanna (1994), a concentracdo de acetato deve ser menor que 0,1%, de
propionato entre 0 e 1%, e de butirato menor que 0,1% na MS, para que a silagem de
grdos Umidos apresente boa estabilidade ap6s a abertura dos silos. Elevadas
concentragfes passam a ser um indicativo de que houve alteragdes indesejaveis no
processo de ensilagem (TOMICH et al.., 2003).
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4.5. Microbiologia

A contagem de bactérias laticas foi superior no controle (7,06 UFC logio?). As
taxas mais elevadas de lactato nos silos tratados (Tabela 7), podem estar relacionadas ao
declinio da populacdo de BAL, devido a acidez promovida por esse &cido. Entdo, ao
mesmo tempo que a presenca do &cido latico tem papel fundamental no processo de
ensilagem inibindo o crescimento de microrganismos deterioradores, promovendo uma
taxa de fermentacdo mais rapida, menor proteélise, menores teores de acidos acético e
butirico (SILVA et al., 2011) ele também é um aspecto que regula a acdo das BAL,
quando suas concentracdes alteram o pH para valores muito abaixo de 4 (MACEDO et
al., 2017).

A enzima GLU teve bons parametros quando observamos a populacdo de fungos,
que foram 30% mais baixas ao longo do tempo, seguido de a-AMI que teve reducéo em
1% quando comparados ao controle. Este fato relaciona-se com a concentragdo de acido
acético desses silos, ja que este &cido ¢ principal produto do metabolismo das bactérias
heterolaticas que utilizam &cido latico e glicose como substrato para producdo de acido
acetico e propidnico, os quais sao efetivos no controle de fungos, sob baixo pH (SILVA
etal., 2011; WOOLFORD, 1976).

A inoculacdo com bactérias homofermentativas produtoras de &cido latico pode
melhorar a qualidade das silagens promovendo rapida e eficiente producdo de acido
lactico e reducdo do pH (RODRIGUES et al.., 2004). No entanto, alta concentracédo de
acido lactico nem sempre tem efeito positivo sobre a estabilidade aerdbia e a inibicdo do
crescimento de leveduras (WOOLFORD, 1976).

O uso de inoculantes microbianos no alimento tém sido realizado com uma maior
frequéncia no intuito de entender o seu funcionamento. Neste trabalho, apesar de as
enzimas utilizadas néo terem refletido no aumento da populacdo das BAL elas foram
eficientes na manutencdo do ambiente dentro do silo para a populacédo de fungos néo se
sobressaisse as demais. A presenca de fungos nos silos altera a concentracdo de
nutrientes das silagens, principalmente em relagdo a concentragdo de carboidratos
soluveis e vitaminas (SILVA et al.., 2011).
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4.6. Atividade enziméatica

As enzimas necessitam de condigdes especificas para desenvolverem suas
atividades, e as reacdo enzimatica aumentam ou reduzem conforme as caracteristicas do
meio. Geralmente, as amilase mantem mais de 60% de sua atividade catalitica, quando
incubadas em valores extremos de pH como 3,0 e 10,5, confirmando a elevada
estabilidade estrutural dessas enzimas (GIANNESI et al.., 2006). A atuacdo em uma
ampla faixa de pH é uma vantagem para a inddstria, uma vez que um menor ajuste do
pH seria necessario entre os tratamentos sequenciais de liquefacdo e sacarificacdo do
amido (MICHELIN et al.., 2008).

Para a temperatura, devido a caracteristica termoestavel da amilase a hidrdlise de
alguns amidos (milho, mandioca, amido sollvel e batata) é realizada a temperaturas de
60°C e 70°C (CARVALHO et al., 2008), mas entre 30°C e 50°C, geralmente as
amilases conseguem manter a estabilidade. Porém, em temperaturas superiores a 50°C
as vezes é observada uma queda acentuada da atividade catalitica (OLIVEIRA et al.,
2015). De todo modo a maior atividade enzimatica, com consequente incremento na
quantidade de acgUcar redutor mostra que as enzimas exogenas ndo foram inativadas

durante o processo fermentativo no silo.

5. CONCLUSAO

Longos periodos de armazenamento e a adicdo de amilases influenciaram
negativamente as perdas fermentativas, diminuiu o teor de MS, amido, carboidratos n&o
fibrosos e a digestibilidade in vitro e aumentou a PB, o EE, e a energia bruta.

De acordo com os dados obtidos neste trabalho, o ideal seria utilizar os silos em
até 89 dias.
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CONSIDERACOES FINAIS

A silagem do grdo de milho reidratado € um alimento que tem ganhado cada vez
mais espago nos sistemas de producdo de ruminantes, especialmente na bovinocultura
leiteira. Aparece como uma ferramenta importante para o driblar as questdes
relacionadas a vitreosidade dos grdos produzidos no Brasil, e também como uma
alternativa as dificuldades de utilizacdo do gréo de alta umidade.

Entretanto, é importante ressaltar que é necessario o entendimento das
peculiaridades de fermentagdo que ocorrem nesse alimento, para que ele seja utilizado
de forma eficaz, conciliando boas préaticas de fabricacdo e de armazenamento com a
conservacao do material a ser utilizado.

Por isso, a utilizagdo de aditivos enziméticos tem sido cada vez mais recorrente no
ambito da conservacao de alimento, porém ainda sdo necessarios estudos para o melhor
entendimento sobre o funcionamento destes componentes sobre o alimento, e assim
melhorar a utilizacdo dos nutrientes e contribuir com o desenvolvimento das cadeias

produtivas.



ANEXOS

Tabela 4. Composi¢do quimica do milho reidratado e ensilado (g kg™ MS).
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Item

Matéria seca (g/kg material natural)
Matéria organica

Proteina bruta

Extrato etéreo

Fibra em detergente neutro

Amido

Fibra em detergente acido

Lignina

Cinzas

Energia liquida de ganhio?

625
983
120
50.0
95.0
688
47.0
14.3
17.3
2.02

ICalculado de acordo com o NRC (2001).



Tabela 5. Perdas fermentativas de acordo com os tratamentos experimentais

Item Tratamentos® EPM? Valor de P3
CON a-AMI GLU Enzima Tempo Interacéo C1 C2
g kg
Gases (MN) 27,43 38,85 41,58 1,92 0,003 0,001 0,664 0,001 0,522
Gases (MS) 122,27 191,68 206,57 5,38 <0001  <,0001 <,0001 <,0001 0,678
Eflu.* (MN) 2,22 2,75 2,78 0,57 <0001  <,0001 0,030 <,0001 0,678
Eflu.* (MS) 19,8 22,82 23,32 0,47 0,001 <,0001 0,050 <,0001 0,593
Total (MS) 142,07 215,00 229,34 5,41 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 0,069
Rec.® (MS) 850,23 770,66 785,00 5,41 <0001  <,0001 <,0001 <,0001 0,069

73

ICONT (Controle), a-AMI (amilase, Kerazyme 3035, atividade enzimatica 400 U mL1); GLU (glucoamilase, Kerazyme 4560, atividade enzimatica 300 U mL™1).
2EPM (erro padrédo da média). *Contrastes ortogonais C1 (CON vs a-AMI + GLU); C2(a-AMI vs GLU).*Efluente. *Recuperagio.



Tabela 6. Valor nutricional de acordo com os tratamentos experimentais
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Item Tratamentos® EPM? Valor de P3
CON a-AMI GLU Enzima Tempo Interacdo C1 C2
g kgt MS
MS 585,35 550,28 541,89 3,09 <,0001 <,0001 <,0001 0,001 <,0001
MO 984,12 984,93 985,29 0,50 0,326 <,0001 <,0001 0,152 0,659
PB 75,77 83,63 85,28 1,11 <,0001 <,0001 0,003 <,0001 0,431
EE 14,77 20,01 19,87 0,70 <,0001 0,002 <,0001 <,0001 0,918
Amido 626,04 550,36 525,44 6,89 <,0001 <,0001 0,006 <,0001 0,028
CNF 774,78 764,84 759,59 3,11 0,021 <,0001 0,338 0,009 0,333
FDN 119,46 116,45 120,54 2,57 0,655 <,0001 0,304 0,809 0,377
FDA 84,96 81,95 86,04 2,57 0,655 <,0001 0,304 0,8094 0,377
Lignina 18,53 22,66 24,82 0,64 <,0001 0,393 0,041 <,0001 0,127
Cinzas 15,88 15,06 14,71 0,50 0,326 <,0001 <,0001 0,152 0,659
NDT* 876,07 881,71 868,66 9,33 0,477 <,0001 0,320 0,923 0,226
DivMS 934,43 921,34 914,66 5,28 0,118 <,0001 0,008 0,050 0,490
Mcal .kg? MS

EB 412 4,20 4,17 0,03 0,015 <,0001 0,796 0,007 0,261
ED® 3,85 3,87 3,88 0,04 0,477 <,0001 0,320 0,923 0,226
EM® 3,44 3,47 3,41 0,04 0,466 <,0001 0,314 0,909 0,219
EL.’ 2,02 2,04 2,00 0,02 0,488 <,0001 0,311 0,946 0,232

ICONT (Controle), a-AMI (amilase, Kerazyme 3035, atividade enzimatica 400 U mL?); GLU (glucoamilase, Kerazyme 4560, atividade enzimatica 300 U mLY).
2EPM (erro padrdo da média). *Contrastes ortogonais C1 (CON vs a-AMI + GLU); C2(a-AMI vs GLU). *Nutrientes digestiveis totais. SEnergia digestivel. SEnergia
metabolizavel. "Energia



Tabela 7. Perfil microbiano e fermentativo de acordo com os tratamentos experimentais

Item Tratamentos? EPM? Valor de P?
CON  o-AMI GLU Enzima Tempo Interacdo C1 C2

Contagem microbiana (logio)
BAL* 7,06 5,20 4,63 0,12 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001
Aerobias 7,35 5,21 5,70 0,11 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001  <,0001
Anaerobias 7,43 5,65 513 0,13 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001  <,0001
FUNQOS (totais) 6,60 6,53 5,08 0,12 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001  <,0001
Perfil fermentativo
pH 4,06 3,54 3,52 0,04 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 0,381
N-NH3 (mg dL?) 11,34 8,21 8,04 0,63 0,046 0,438 0,128 0,013 0,910
mmol
Etanol (g kg MS) 549 23,07 23,44 1,23 <,0001 0,007 0,005 <,0001 0,859
Lactato (g kgt MS) 4,37 6,35 6,94 0,28 <,0001 <,0001 0,006 <,0001 0,205
Acetato (g kg MS) 31,69 831 13,74 1,69 <,0001 <,0001 0,008 <,0001 0,070
Propionato (g kg* MS) 0,96 0,41 0,52 0,05 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 0,098
Butirato (g kgt MS) 1,91 0,46 0,60 0,14 <,0001 0,008 0,005 <,0001 0,582
Isobutirato (g kgt MS) 0,26 0,30 0,28 0,007 0,007 <,0001 <,0001 0,001 0,029
Valerato (g kgt MS) 0,54 0,54 0,54 0,01 0,971 <,0001 0,003 0,930 0,823
Isovalerato (g kgt MS) 0,56 0,58 0,57 0,01 0,532 <,0001 <,0001 0,335 0,565
AGCR*(g kgt MS) 1,40 1,43 1,38 0,03 0,739 <,0001 <,0001 0,851 0,452
Totais (g kgt MS) 35,96 10,60 16,24 1,81 <,0001 <,0001 0,002 <,0001 0,067

ICONT (Controle), a-AMI (amilase, Kerazyme 3035, atividade enzimatica 400 U mL?); GLU (glucoamilase, Kerazyme 4560, atividade enzimatica 300 U mL1).
2EPM (erro padréo da média). *Contrastes ortogonais C1 (CON vs a-AMI + GLU); C2(a-AMI vs GLU). “AGCR (Totais de acidos graxos de cadeia ramificada).
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Figura 2. Perda de gases (g kg*MS) em funcéo dos tratamentos ao longo do
periodo experimental.
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Figura 3. Perdas totais (g kgMS) em funcdo dos tratamentos ao longo do

periodo experimental.
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Figura 4. Regresséo polinomial simples das perdas totais (g kg-1MS) em
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Figura 5. Teor de MS (g kg™) no periodo de exposicdo ao oxigénio em relagio

aos tempos de armazenamento de acordo com o0s tratamentos
experimentais.
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Figura 6. Concentracdo de pH no periodo de exposicdo ao oxigénio em relagédo
aos tempos de armazenamento de acordo com o0s tratamentos
experimentais.
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Figura 7. Variacdo da diferenca de temperatura (°C) da silagem e do ambiente,
no periodo de exposicdo ao oxigénio, em relagdo aos tempos de
armazenamento de acordo com os tratamentos experimentais.
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Figura 8. Teor de MS (g kg™) no periodo de exposicdo ao oxigénio de acordo
com os tratamentos experimentais.

BmCON OGLU @ma-AMI
Tratamento P= <.0001

6  TempoP=0,021
Interacdo P= <.0001
C1P=<.0001 a a a a
S | c2p=0357 .
a b
4 b ; b p b p b b b p " -
B — ——
T 3 B3 _I_
o
2
1
O 1 1 1 1 1 J
0 24 48 72 96 120

Periodo de avaliagdo (Horas)
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com os tratamentos experimentais
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Figura 10. Variacdo da temperatura (°C) no periodo de exposicdo ao oxigénio
de acordo com os tratamentos experimentais.

—e— CON —O0—GLU @ g-AMI Tratamento P = <.0001
Tempo P =<.0001
_ Interagdo P = <.0001

640 C1P=0,001
) L
=
< 600
o
=
2580
3
@ 560
n
8
= 540
<
= 520 -

500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 )

30 60 90 120 150 180 210 240
Periodo experimental (dias)

Figura 11. Teor de MS (g kg MS) ao longo do periodo experimental.
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Figura 13. Regressdo polinomial simples da DIVMS (g kg!) em relagdo ao

tempo de armazenamento da silagem de grdo de milho reidratado
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Figura 14. Concentracdo de pH nos tratamentos ao longo do periodo
experimental.
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Figura 15. Niveis de etanol (mmol g kg MS) ao longo do periodo
experimental.
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Figura 16. Niveis de lactato (mmol g kg® MS) ao longo do periodo
experimental.
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Figura 17. Niveis de acetato (mmol g kg? MS) ao longo do periodo
experimental.
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Figura 18. Niveis de propionato (mmol g kg® MS) ao longo do periodo

experimental.
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Figura 19. Populacdo de BAL (logio) ao longo do periodo experimental.



Fungos e bolores (log,,)

85

—e—CON —0—GLU @ g-AMI Tratamento P=<.0001
Tempo P=<.0001

10 ¢ Interagdo P= <.0001
9 | C1P=<.0001
C2 P=<.0001
8 r T a
a
7 -

a o a4 SN\~ N 5 e/
6, b
5 -

4
3 1 1 1 1 1 1 1 1 J

30 60 90 120 150 180 210 240
Periodo experimental (dias)

Figura 20. Populacao de fungos (logio) ao longo do periodo experimental.
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Figura 21. Atividade amilolitica (Ul g) ao longo do periodo experimental.



——CON —o—GLU

@ g-AMI

—~ 16 Tratamento P=<.0001

% Tempo P= <.0001

o 14+ Interagdo P= 0,886 a a i a

) . ClP=<0001 T . e

> 12 Gy, { ....... a a { ...... 1}

E 10 L T } } .......

S s

>

K=}

2 6

I

g4

< 2 M c ¢ ¢ c c c c c
O #. 1 ° 1 Py 1 Py 1 Py 1 ° 1 ° 1 rY

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Periodo experimental (dias)
Figura 22. Teores de acucar redutor (mg glicose) ao longo do periodo

experimental.

86



