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ADICAO DE ENZIMAS AMILOLITICAS E CELULOLITICAS EM SILAGEM DE
MILHO

RESUMO: Objetivou-se avaliar a interacdo de diferentes classes de enzimas e efeito na
silagem de milho. Utilizaram-se 40 silos experimentais em arranjo fatorial 2x2 compondo 4
tratamentos, com 10 silos por tratamento. Os tratamentos foram: 1- Controle (silagem de
milho sem adi¢do de enzimas); 2- AMG (adicdo de 300 mL de enzima amilolitica); 3-
Celluloclast (adi¢do de 300 mL de enzima celulolitica); 4- AMG + Celluloclast (150mL de
enzima amilolitica e 150 mL enzima celulolitica). As massas de forragens ensiladas foram
inoculados com KERASIL (Lactobacillus plantarum: 4x10'° ufc/gy + Pediococcus
acidilactici: 4x10%° ufc/g) na proporgdo de 4g/t. As silagens de milho acrescidas de CEL
(tratamento com adicao de enzima celulolitica) apresentaram maior perda por efluente e maior
valor de digestibilidade em relacdo aos demais tratamentos. Em relagdo ao pH, foi observado
maior estabilidade para os tratamentos CEL e GLU+ CEL (tratamento com adicéo de enzima
amilolitica e celulolitica) em relacdo aos demais. Observou-se maior atividade enzimatica da
celulose na silagem que recebeu o tratamento CEL. Para amilase, obteve-se maior atividade
para o tratamento GLU (tratamento com adi¢do de enzima amilolitica), seguido do tratamento
GLU+CEL tanto para celulose e amilase. Observou-se menor contagem se BAL para o
tratamento GLU, comparativamente ao GLU+CEL, porém, nédo foi observado diferencas para
os tratamentos CEL e CON (tratamento controle). A interacdo entre as enzimas glucoamilase
e celulase afetaram po/sitivamente o valor nutritivo e a estabilidade aerébia, mas afetaram

negativamente a fermentacdo e as perdas na silagem de milho.

Palavras-chave: amido, perdas, estabilidade aerébia, Zea mays

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the interaction of different enzyme
classes and effect on corn silage. 40 experimental silos were used in a 2x2 factorial
arrangement, composing 4 treatments, with 10 silos per treatment. The treatments were: 1-
Control (corn silage without addition of enzymes); 2-AMG (addition of 300 mL/t of
amylolytic enzyme); 3- Celluloclast (addition of 300 mL/t of cellulolytic enzyme); 4-AMG +
Celluloclast (150 mL/t amylolytic enzyme and 150 mL/t cellulolytic enzyme). The ensiled
materials were inoculated with KERASIL (Lactobacillus plantarum: 4x10%° cfu/g +
Pediococcus acidilactici: 4x10%° cfu/g) in the ratio of 4g/t. The corn silages plus CEL

(Celluclast) showed higher losses per effluent and higher digestibility values in relation to the



other treatments. In relation to pH, greater stability was observed for the CEL and GLU +
CEL treatments in relation to the others. It was observed higher cellulose enzymatic activity
for the CEL treatment and for amylase greater activity was obtained for GLU treatment,
followed by GLU + CEL treatment for both cellulose and amylase. In the evaluation of lactic
acid bacteria, lower counts were observed for GLU treatment compared to GLU + CEL,
however, no differences were observed for CEL and CON treatments. The interaction
between the glucoamylase and cellulose enzymes positively affected the nutritive value and

the aerobic stability and negatively affected the fermentation and losses of corn silage.

Keywords: Starch, losses, aerobic stability, Zea mays



1 - INTRODUCAO

Devido as particularidades climaticas do Brasil Central, existe uma variacdo sazonal
inerente ao clima tropical e subtropical, assim, as flutuacbes entre épocas de aguas e secas
serdo sempre uma constante, tém-se periodos em que é possivel observar abundéncia de
forragem com elevada qualidade e épocas de escassez tanto quantitativa quanto qualitativa.
Isto resulta em ganho de peso durante a época das aguas e perda no periodo de estiagem. Com
isso 0 animal permanece por mais tempo na propriedade aumenta o custo de producdo e o
periodo de terminagdo. Para que a estacionalidade de produgdo das plantas forrageiras néo
afete 0 ganho de peso do animal e este possa ser constante, suplementa-se com feno, silagem
e aditivos (acidificantes diretos, inibidores de fermentacdo, estimulantes de fermentacdo e
nutrientes) como estratégias nutricionais para suprir estas exigéncias durante esses periodos.

Em funcéo da fenacdo envolver uso de maquinas mais complexas, com custo mais alto
e condi¢Oes climaticas adversas (ocorréncia de chuvas, falta de ventos ou umidade relativa
alta) algumas vezes a producdo de feno é prejudicada, tornando a conservacdo na forma de
silagem uma alternativa mais atraente e a ensilagem o processo de conservacao mais utilizado
no Brasil (Cruz & Pereira, 2009).

Entre as varias espécies de forrageiras utilizadas para ensilagem podendo citar: sorgo
(Sorghum bicolor L. Moench), cana-de-acUcar (Saccharum officinarum), aveia branca (Avena
sativa L.) e trigo (Triticum aestivum L.) o milho (Zea mays L.) destaca-se por ter flexibilidade
na época de semeadura, alta producdo de matéria seca (MS) por hectare, bons padrdes
fermentativos, facilidade de colheita mecénica, alto valor nutritivo, baixo teor de fibra e 6tima
concentracdo de energia. Para maximizar o aproveitamento das silagens de milho, tem-se
pesquisado 0 uso de inoculantes microbianos com destaque para as amilases e celulases,
devido aos altos teores de amido e celulose encontrados nas mesmas (Paziani et al., 2009;
Zopollatto et al., 2009).

Segundo Pereira (2012) as enzimas sdo catalizadores que diminuem a velocidade das
reacOes, tornando mais rapida a obtencdo do produto. A atuacdo enzimatica é muito
especifica, pois cada uma tem seu mecanismo de catalise, assim as amilases fazem a
degradacéo do amido e as celulases fazem a degradacéo da celulose, tornando-os mais facil de
serem absorvidos o0 que resultard em um aumento da digestibilidade e conversédo alimentar.

Tendo em vista 0 exposto, objetivou-se conduzir o estudo para avaliar a interacdo de

diferentes classes de enzimas e efeito na silagem de milho.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Ensilagem de plantas tropicais

A adequada nutricdo dos animais ao longo do ano é fundamental, ndo apenas para a
manutencdo do peso corporal, como para aumentar taxas de ganho de peso, producéo de leite,
sanidade e eficiéncia reprodutiva (Andrade, 1995; Fontaneli et al., 2011).

Quando ¢ adotado sistema de producdo baseado somente na utilizacdo de pastagens
naturais ou cultivadas, fornecidas através de pastoreio, a producdo animal ocorre de forma
mais pratica e econbémica. Porém, devido a estacionalidade de producdo de forragens, a
adocdo exclusiva desses sistemas torna-se inviavel (Jobim et al., 2005). Segundo Fontaneli &
Fontaneli (2009) este periodo € caracterizado pela perda de peso dos animais e reducdo na
producao.

A utilizacdo de alimentos conservados, principalmente da silagem, é de extrema
importancia dentro do contexto de sistemas pecuarios, independentemente se 0 mesmo €
voltado para a producdo de carne ou leite. Tal alimento poderad ser utilizado como fonte
alimentar para épocas de estiagem das pastagens ou como alimento constante de dietas (Vieira
etal., 2013).

Silagem é o produto de uma fermentacdo anaerdbia controlada de determinada
forragem verde, armazenada em uma estrutura denominada silo, enquanto que, ensilagem é o
conjunto de operacdes destinadas ao enchimento do silo (corte, picagem, transporte,
compactacao e vedacgdo). O processo de producdo de silagem envolve a acidificacdo da massa
ensilada pelos produtos da fermentagdo (acidos orgéanicos, principalmente o acido latico) de
acucares presentes na planta (Pereira, 2008).

Os tipos e as quantidades de &cidos dependem do conteddo de umidade da cultura na
época da ensilagem e da populacdo relativa de diferentes espécies de bactérias presentes na
cultura, conhecida como microflora epifitica (Wilkinson et al., 2003). O processo de
ensilagem é complexo, devido ao grande nimero de microrganismos envolvidos, e pode ser
considerada uma metabiose, ou seja, ocorre 0 desenvolvimento simultdneo e sucessivo de
microrganismos de diversos géneros e especies, que necessitam principalmente do pH, do
potencial de oxirreducdo e do tipo e quantidade de substratos presentes no meio (Pereira;
Santos, 2006).



Uma adequada acidificacdo é essencial para o éxito de preservacdo da massa ensilada,
especialmente quando a concentracdo de umidade da cultura € relativamente alta, devido a
acidez prevenir o desenvolvimento de microrganismos deterioradores, que ndo toleram as
mesmas condicdes acidas do que as bactérias produtoras do &cido latico (BAL) (Woolford,
1984; McDonald et al., 1991).

As caracteristicas que uma cultura deve apresentar para producdo de silagem séo as
elevadas concentracdes de proteina bruta (PB), energia e teor de MS com pouca concentragdo
de fibra em detergente neutro (FDN) no ponto de colheita para beneficiar a fermentagédo
(Paziani, 2009).

As silagens de gramineas sdo consideradas de qualidade satisfatoria se quando
apresentam pH inferiores a 4,2, associadas a concentracfes de 4 e 6% de acido latico na MS,
acido butirico inferior a 0,2% na MS e nitrogénio amoniacal (N-NH3) inferior, ou igual, a 11-
12% do nitrogénio total. Pequenas quantidades de acetato e propionato sdo aceitaveis nessas
silagens. Os valores de carboidratos sollveis tornam-se baixos ap6s a fermentacdo, sendo
inferiores a 2% na MS (Castro, 2002).

Todas as espécies forrageiras podem ser utilizadas para o processo de ensilagem.
Porém, as culturas de milho e sorgo parecem ser as espécies mais adaptadas ao processo de
ensilagem, devido a consideravel producdo de MS, altos rendimentos e boa qualidade das
silagens associado ao adequado conteudo de nutrientes para promover boa fermentacao dentro
do silo. As gramineas tropicais comumente cultivadas na forma de pastagem (Brachiaria ssp.;
Panicum maximum e Cynodon spp) ou capineira (Pennisetum spp.; Saccharum officinarum),
sdo utilizadas para a producéo de silagem no Brasil em funcdo de suas elevadas produgdes de
biomassa ensilavel, as quais diluem os custos de producgdo (Melo, 2004).

A silagem de sorgo pode atingir 85 a 90% do valor nutritivo da silagem de milho
(Zago, 1991). Os cultivares de sorgo disponibilizados, principalmente os de duplo propésito
(forragem e gréo) tém proporcionado, além, de alta producdo de MS desempenho animal
semelhante as cultivares de milho (Fernandes et al., 2010). Fernandes et al., (2007)
verificaram 6,6 kg de MS/kg ganho de peso de novilhos confinados, alimentados com silagem
de sorgo, semelhante ao observado com os novilhos alimentados com silagem de milho que
foi 5,39 k/g de MS/kg de ganho.

Dentre as forrageiras mais utilizadas para a ensilagem, o capim-elefante (Pennisetum
purpureum Schum) tem se destacado. Contudo, o alto teor de umidade, os reduzidos teores de
carboidratos soluveis associados ao elevado poder tampao, limitam a obtencdo de silagem de

qualidade no momento em que a planta atinge seu equilibrio nutritivo, ou seja, boa producéo



de MS por érea associado ao bom valor nutritivo (Régo et al., 2011). Tém sido realizadas
pesquisas visando o emprego de aditivos com elevados teores de matéria seca e assim
melhorar o padréo fermentativo (Gongalves et al., 2004; Neiva et al., 2006; Sa et al., 2007,
Régo et al., 2010).

No Brasil, a producéo de cana-de-aglcar (Saccharum officinarum) é elevada, e sua
ensilagem representa alternativa ao processo de corte diario para fornecimento do material in
natura. No entanto, ao se considerar a possibilidade de ensilagem da cana-de-acgUcar, deve-se
levar em consideracdo que esta apresenta fermentacdo alcodlica, em consequéncia da intensa
atividade de leveduras que convertem os agucares da forragem a etanol, carbono (CO») e &gua.
Teores de etanol de 8 a 17% da MS foram relatados em cana-de-agUcar ensilada sem o uso de
aditivos, acompanhados por perdas gasosas de até 15,9% da MS (Pedroso et al., 2005;
Siqueira et al., 2007) e perdas totais de MS de até 32,5% (Siqueira et al., 2007). Este tipo de
fermentacdo pode causar reducGes de 44 a 68% no teor de aglcares, aumento de componentes
da parede celular e reducdo de 28% na digestibilidade da cana-de-agucar conservada (Pedroso
et al., 2005).

Os principais problemas das gramineas tropicais como espécies para serem ensiladas
se referem ao seu alto poder tampdo dentro do silo, o baixo teor de MS e o baixo nivel de
carboidratos soltveis no momento do corte. O baixo teor de MS (abaixo de 28%) colabora
para dificultar a conservagdo e diminuir a qualidade da silagem, proporcionando condi¢fes
para o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis como fungos, leveduras e bactérias
do género Clostridium produtoras de acido butirico. O elevado poder tampéo dificulta a
reducdo do pH da massa ensilada, aumentando o que propicia de microrganismos indesejaveis
sobre a estabilidade da silagem. O baixo teor de carboidratos solUveis é insuficiente para
producdo de niveis adequados de &cido latico, que € o principal acido organico de silagens de
boa qualidade e valor nutritivo (Demarchi, 2000).

No processo de ensilagem de gramineas forrageiras tropicais devem ser considerados
alguns cuidados, como realizacdo de emurchecimento e/ou utilizacdo de aditivos. As silagens
de capim apresentam menor custo de producdo quando comparadas as silagens de milho e
sorgo, entretanto, ndo significa que a produgdo de carne e/ou leite sera de menor custo, pois
poderdo exigir maior quantidade de concentrado na dieta (Melo, 2004).

Os principais motivos da utilizacdo de enzimas fibroliticas como aditivos estimulantes
de fermentacdo em silagens de capim tropicais é primeiramente, porque estas enzimas
poderiam participar na degradacdo da parede celular (celulose e hemicelulose),

disponibilizando os acUcares soliveis que poderiam ser fermentados pelas bactérias laticas



homofermentativas, reduzindo rapidamente o pH, limitando também, a degradacéo,
deaminacdo protéica e reduzir a producdo de aménia. Consequentemente, estimularia a
fermentacdo da silagem, devido a alta concentracdo de &cido latico e da relacdo dos acidos
latico: acético, além da reducdo na perda de MS. Segundo, a degradacdo parcial da parede
celular poderia aumentar a taxa de digestibilidade da matéria orgénica (MO) da forragem
(McDonald et al., 1991; Henderson, 1993; Kung Jr, 1997). Assim, para a realizacdo desses
processos, é importante que a hidrolise da celulose coincida com o crescimento inicial das
bactérias laticas e que haja degradacdo dos componentes da parede celular para melhorar a
digestibilidade (Kung Jr, 1997).

2.2 — Silagem de milho

O milho (Zea mays L.) em funcgéo do seu potencial produtivo e valor nutritivo € um
dos mais importantes cereais cultivados e consumidos no mundo, devido a sua multiplicidade
de aplicacOes, tanto na alimenta¢cdo humana quanto no animal, este assume relevantes papéis
socioecondmicos, além de ser indispensavel matéria-prima para os diversificados complexos
agroindustriais (Lana et al., 2012). Também possui fundamental papel entre as plantas
forrageiras, pois apresenta alto rendimento de massa verde por hectare e alta qualidade
nutricional (Arcanjo Jr et al., 2016).

Esta espécie € considerada como a mais importante opcdo alimentar na forma de
silagem para a alimentacdo animal, visto que, se bem realizada, produz grande quantidade de
alimento com alto valor nutritivo, garantindo reducdo nos custos de producdo e economia na
utilizacdo de racdo concentrada. Entre os motivos da preferéncia dos produtores pelo uso do
milho como forrageira para silagem estdo a alta producéo e a facilidade para a formacéo das
lavouras e para o ensilamento, além da boa aceitabilidade pelo gado (Nussio et al., 2001).
Outro fator que faz com que o milho seja utilizado na confecgéo de silagens é o fato da sua
composi¢do bromatoldgica atender alguns requisitos necessarios que sdo: teor de MS entre
30% a 35%, producdo de MS acima de 15 toneladas por hectare, no minimo de 3% de
carboidratos soluveis na MO, baixo poder tampdo, alto conteudo energético, alta
aceitabilidade, grdos de facil processamento e propicia uma boa fermentacdo microbiana
(Paziani et al., 2009; Allen, 2010).

Entretanto, para que as caracteristicas favoraveis sejam alcancadas, as etapas da
confeccdo da silagem devem ser rigorosamente cumpridas para garantir um alimento de

qualidade. Uma das primeiras etapas da ensilagem esta na escolha do hibrido adequado, pois



cada cultivar tende a apresentar um comportamento agrondmico e nutricional distinto com
base em seu grau de adaptacdo as condi¢des da regido de cultivo (Zopolatto et al., 2009).

Para ter a otimizacdo de recursos e a producdo de silagem de alta qualidade, é
necessario observar, dados produtivos e qualitativos, caracteristicas que definem a escolha
mais assertiva de hibridos, que consequentemente impliguem em melhores resultados
econémicos (Vieira et al., 2013). De acordo com Reinehr et al., (2012) a utilizacdo de
hibridos que possuem caracteristicas de boa produtividade, alta participacdo de grdos na MS,
e menores teores de FDN, na confecgdo da silagem, ira contribuir para que o animal ingira
maior quantidade de alimento com maior aporte energético e maiores respostas em
produtividade.

Neumann et al. (2017) em seu experimento para dados de biomassa verde e biomassa
seca, em hibridos de milho, sendo estes: LG 6038 PRO, LG 6036 PRO e SG 6030 YG,
observaram valores de 87.588 e 29.457, 85.888 e 28.089 e 79.663 kg ha* de matéria verde e
25.609 kg ha™ de biomassa seca, respectivamente. Segundo Neumann et al. (2007), hibridos
para silagem devem ter uma producdo de biomassa verde dentro da amplitude de 37.000 a
75.000 kg ha para que apresentem uma adequada bioeficiéncia econémica. A producéo de
biomassa verde por hectare € um dos parametros importantes para a avaliacdo, pois afeta
diretamente o dimensionamento de silos e toda a logistica de producdo de silagens, além de
ser determinante na diluicdo dos custos de implantacdo pela elevacdo da produtividade
(Paziani et al., 2009). Ja a producdo de biomassa seca, indica a producdo propriamente dita,
que evidencia a adaptacdo dos cultivares e a expressdo de seu potencial produtivo, além de
estabelecer relagdo com diversas varidveis, como a produtividade e qualidade do milho para
silagem (Ferrari Jr et al., 2005).

Mittelmann (2005) avaliou hibridos de milho e determinou teor de proteina bruta (PB)
entre 7,0 a 8,2%, FDN de 52,6 a 57,1% e o digestibilidade in vitro da MS de 64,2 a 67,6%.
Reinehr et al. (2012) estudaram cinco hibridos de milho, quando observaram que somente o
hibrido BG-7060 HG se mostrou inferior aos demais avaliado quanto aos nutrientes
digestiveis totais (NDT) (65,07%). O NDT esta relacionado o quao energético é um alimento,
sendo que no caso das silagens de milho este se encontra em sua maior parte nos graos, o que
significa que o mesmo tem correlacdo direta com a contribuicdo dos gréos na silagem. Cabral
et al. (2002) avaliaram silagens de milho com diferentes propor¢des de grdo na MS e
encontraram maiores valores de NDT, quando a introducdo destes foi de 60% no alimento
fermentado, obtendo-se NDT de 81,4%. O mesmo hibrido teve variagdo estatistica

significativa para energia liquida de lactagdo, se mostrando inferior aos demais (1,391



Mcal/kg da MS), tendo este valor ligagdo com a percentagem de NDT presente na silagem do
mesmo.

O principal componente energético do grdo de milho é o amido, que, nos ruminantes,
pode ser fermentado no rimen ou no intestino grosso ou digerido enzimaticamente no
intestino delgado. A digestibilidade total do amido do milho € geralmente superior a 90% em
bovinos (Owens et al., 1986), mas, em algumas situacdes, envolve a digestdo do amido no
intestino grosso, resultando em menores beneficios para o animal. A digestdo microbiana do
amido no ramen ocasiona a producao de &cidos graxos volateis, que sdo a principal fonte de
energia dos ruminantes. A quantidade de energia extraida do amido depende principalmente
da taxa de digestdo no rumen (Theurer, 1986).

O consumo de MS esta relacionado a fatores de efeito quimico, podendo ser atraves de
regulacao pelo hipotdlamo, a temperatura corporal, e temos o hipotalamo controla também o
apetite, onde temperaturas mais baixas estimulam o consumo do animal, o efeito gastrico
influéncia diretamente na diminuicdo do apetite pelos detectores de &cidos graxos volateis na
parede dorsal do ramen e por ultimo o limite fisico causado pela quantidade de fibra contida
no alimento (Lana, 2005). Sendo assim, sabe-se que a FDN € limitadora de consumo, além de
diluir a quantidade de energia presente no alimento (Detmann et al., 2003). O valor relativo
do alimento pode ser definido como uma estimativa do valor nutricional da forragem, onde o
mesmo combina o consumo estimado através da FDN concomitantemente a digestibilidade do
alimento representada pela fibra em detergente acido (FDA), sendo que este valor deve ser
usado para comparacao somente entre forrageiras (Rasby, 2011).

A utilizacdo de aditivos nas silagens de milho visa uma melhor degradacdo de
nutrientes como demostraram Cysneiros et al. (2013) em ensaio de digestibilidade, quando
verificaram interacdo entre niveis enzimaticos e periodos de incubagdo no rimen. Para 12; 24;
48 e 96 horas de incubacdo, 10 mL do complexo enzimatico aumentou a digestibilidade em
10,58; 12,52; 9,05 e 6,81%, em relacdo ao controle e concluiram que o fungo Humicolagrisea

é produtor de enzimas de interesse na alimentacdo de ruminantes.

2.3 — Uso de aditivos na confecgéo de silagens

Embora a produgdo de silagem seja um processo natural, iniciado pela populagéo
microbiana epifitica presente nas plantas por ocasido da colheita, inoculantes comerciais para

silagem, consistindo de culturas puras ou mistas de BAL homolaticas sédo frequentemente
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adicionadas pelos produtores por ocasido da ensilagem, visando favorecer a fermentagdo
homolaticas e garantir uma silagem de alta qualidade (Bolsen et al., 1996).

As BAL, geralmente presentes em menor quantidade na forragem colhida (101 UFC/g
MS), assim como as enterobactérias, sdo anaerdbicas facultativas. Esses microrganismos
fermentam o agucar de ocorréncia natural (principalmente glicose e frutose) a uma mistura de
acidos, prevalecendo o &cido latico. O &cido latico produzido, tanto na forma dissociada ou
ndo, eleva a concentracdo de ion hidrogénio, reduzindo o pH do meio e impedir o
desenvolvimento das bactérias indesejadas (McDonald et al., 1991).

Dessa forma, as caracteristicas quimicas e microbioldgicas de uma silagem estével, de
qualidade, incluem altos teores de acido latico relativo a acido acético e acido butirico, baixo
pH, menores teores de amonia e nitrogénio volatil e reduzida contagem de microrganismos
anaerdbicos formadores de esporos, que garantem que a massa estocada se mantenha estavel
sem maiores perdas advindas do processo de fermentacédo (Vieira et al., 2004).

Quanto aos assuntos relacionados a conservacao de forragens, a utilizacdo de aditivos
na producdo de silagens, ha algum tempo, tem sido o mais estudado. Varias substancias,
organicas ou inorganicas, bidticas ou abidticas, sao pesquisadas com objetivo de modificar o
processo fermentativo, diminuir perdas e/ou melhorar o valor nutricional das silagens. No
processo de ensilagem, os aditivos devem elevar a recuperacdo de nutrientes e energia da
forragem, beneficiando o desempenho dos animais (Kung Jr, 2009).

Estes tem sido usados para melhorar a fermentacdo e evitar a producdo de acido
butirico na silagem Umida, reduzir as perdas de MS e preservar os nutrientes durante ou apés
a fermentacdo, além de outros beneficios, tais como: inibir o crescimento de microrganismos
aerobios; impedir o crescimento de organismos indesejaveis anaerobio; evitar a atividade
microbiana da planta, proteases e desaminasses; melhorar o fornecimento de substratos
fermentaveis para bactérias acido lacticas; adicionar microrganismos benéficos para dominar
a fermentacdo; fornecer ou liberar nutrientes para estimular o crescimento de microrganismos
benéficos; alterar as condi¢bes de ensilagem para otimizar a fermentacdo (absorventes);
formar produtos finais benéficos que estimulam o consumo e a produtividade animal;
melhorar a recuperacdo de nutrientes e de MS (Jaster, 1994; Kung Jr et al., 2003; Lala et al.,
2010).

Whittenbury (1961) estabeleceu as caracteristicas para que uma determinada espécie
ou cepa seja considerada um potencial inoculante para silagem. Dentre as condicOes, a
bactéria deve fermentar os principais agtcares, como glicose e frutose, e ndo acidos vindos da

fermentagdo, proliferar em materiais de baixa umidade, em diferentes amplitudes de
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temperatura, ser acido tolerante e capaz de suportar pH inferior do que 4,0. Dentre as
espécies, o Lactobacillus plantarum foi considerado um dos mais prospero, com bons
resultados de reducdo do pH, dos teores de amdnia e acido acético e elevada producdo de
acido latico nas silagens inoculadas (Gibson et al., 1988). Atualmente, utilizam-se espécies,
como Streptcoccus, Pediococcu, Propionibacteria sp., Enterococcus e Bacillus sp.

Diversas formas sdo relatadas na teoria que visa classificar aditivos para silagem, que
considera suas caracteristicas fisico-quimicas, finalidade de uso ou agdo esperada. O “aditivo
ideal” é aquele que fornece Seguranca no seu manuseio, beneficia na reducdo de perdas de
MS, melhora da qualidade higiénica da silagem, que limita fermentagcBes secundarias,
aumenta o valor nutritivo e melhora a estabilidade aer6bia. No mais, oferece o maior retorno
na producdo animal em relacdo ao seu custo (Henderson, 1993). No entanto, dificilmente
todas essas caracteristicas podem ser encontradas em um Unico aditivo.

Para McDonald et al. (1991), a classificagdo dos aditivos para silagem séo em cinco
principais grupos: estimulantes de fermentacdo que agem por meio de uma adicao de culturas
bacterianas e fontes de carboidratos; inibe de fermentacdo (acidos e outros); inibi a
deterioracdo aerobia controlando a deterioracdo da silagem em exposi¢do ao ar; nutrientes que
sdo adicionados no material para aumentar o valor nutricional da silagem; e absorventes que
sdo adicionados principalmente nas forragens com alto teor de MS para reduzir perdas de
nutrientes por efluentes e obter menor poluicdo ambiental. Dentro da divisdo proposta por
esses autores, alguns produtos podem estar em mais de uma categoria, algumas vezes com
acOes antagbnicas em diferentes etapas do processo. De forma mais simples, Nussio &
Schmidt (2004) classificaram os aditivos mais frequentemente usados no Brasil em trés
grupos: aditivos quimicos, aditivos microbianos e sequestrantes de umidade. Nessa
classificacdo, o grupo dos aditivos quimicos tem maior indicacdo para aplicacdo em silagens
de cana-de-agucar, enquanto os sequestrantes de umidade sdo recomendados para aplicacao
em forragens Umidas, como os capins tropicais e de clima temperado. J& os aditivos
microbianos cobrem uma vasta gama de possibilidades.

Woolford (1984) afirmou que a procura por aditivos é devido a dificuldade em se
atingir o “teor ideal de MS” durante a ensilagem, em funcéo das variagOes climéticas, e a
anaerobiose em funcgéo dos tipos de silos usados. Segundo este autor a pesquisa com aditivos
seguiu distintas fases de “modismos” nas classes dos produtos investigados. A classificacao
proposta por esse autor é apresentada na Tabela 1. Com base nela podemos afirmar que os

estimulantes da fermentacdo séo os principais aditivos aplicados em silagens na atualidade.



Tabela 1. Classificagdo dos aditivos para silagens
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Classe Subclasse Modo de acdo Exemplos
Acidificantes Acidos inorganicos Reduzir o pH da silagem no Acidos sulfdrico e
diretos inicio do processo e induzir hidroclérico, &cidos
mudancas  qualitativas na formicos e acrilico.
microflora.
Acidos organicos Acidos acético e
propiénico.
Inibidores  da Esterilizantes de acdo Inibir a microflora em geral, Formaldeido e
fermentacéo direta imediatamente  ou ap6s a hexaminas.
Esterilizantes de acdo liberacéo do principio ativo.
indireta
Estimulantes da Substratos Estimular a microflora pelo Melaco, cana de
fermentacéo fornecimento de substrato. acucar, agucar, fontes
de amido ou pectina.
Enzimas Aumentar a disponibilidade de Enzimas celuloliticas
substratos a partir de e amiloliticas.
componentes nao Xilanases,
fermentesciveis. hemicelulases e
pectinases.

Culturas microbianas

Estabelecer a dominancia de
bactérias acido-laticas eficientes.

Lactobacillus.
Pediococcus,
Propionibacterium,
Enterococcus

Antimicrobiano

Antibioticos

s especificos

Desencorajar o crescimento de
microrganismos espoliadores.

Bacitracina,
Estreptomicina.

Antibioticos sintéticos Bronopol.
Outros agentes Natamicina.
Antimicrobianos

Nutrientest Energia Melhorar o valor nutricional da Amido, cereais,

Nitrogénio e minerais

silagem.

farelos e subprodutos
agricolas.

Ureia, carbonato de
célcio.

tAlguns aditivos nutrientes também podem ser classificados como estimulantes da fermentag&o.
Fonte: Adaptado de Woolford (1984).

A correta aplicacdo das técnicas de ensilagem resulta em um adequado processo
fermentativo com manutengdo do valor nutritivo da massa ensilada até o fornecimento aos
animais, tornando-se uma pratica eficiente e rentavel. Porém, possiveis falhas durante o
processo de producdo e fermentacdo da silagem podem comprometer a qualidade desse
alimento e elevar as perdas fermentativas. Da mesma forma, as perdas na fase posterior a
abertura do silo podem ser elevadas e os produtos secundarios decorrentes da degradagéo

aerobia interferem na manutencdo da qualidade da silagem. Nesse aspecto, tecnologias
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microbioldgicas, como os aditivos microbianos especificos para silagens, sdo desenvolvidas
em laboratério e aplicados a campo como forma de reduzir as perdas fermentativas e
proporcionar silagens de elevada qualidade (Junges, 2012). Na ensilagem do milho, o uso de
aditivos tem como objetivo garantir que bactérias lacticas dominem a fermentacao, resultando
em uma silagem bem conservada (McDonald et al., 1991).

Em sintese o uso de enzimas durante a confeccdo de ensilagens permite
principalmente, quando o substrato para a fermentacdo € limitado, promover maior teor de
acucares, melhorar o processo de fermentacgdo, resultar em silagens de menor pH e maior teor
de &cido latico. Caso a adicdo de enzimas promova a hidrolise de por¢des consideraveis de
parede celular, espera-se também a reducdo do teor de fibra resultando em maior

digestibilidade e desempenho dos animais alimentados (Sousa et al., 2011).

2.3.1 — Aditivos microbianos

Os inoculantes microbianos, basicamente, dividem-se em dois grupos principais de
microrganismos: as bactérias homofermentatitivas (ou heterofermentativas facultativas), e as
bactérias heterofermentativas. O primeiro grupo representa microrganismos capazes de
aumentar a producdo de &cido latico, taxa de fermentacdo mais rapida, reduzir proteoélise,
reduzir os teores de acido acético, butirico, etanol e acelerar a queda no pH das silagens. As
principais bactérias homolaticas utilizadas em silagens sdo L. plantarum, Pedioccoccus spp. e
L. acidophilus. O segundo grupo representa microrganismos capazes de produzir outros
acidos além do latico, com foco em alcangar melhor a estabilidade das silagens expostas ao ar,
sdo eficazes no controle de fungos e demais microrganismos deterioradores em meio de baixo
pH (McDonald et al., 1991; Zopollatto et al., 2009; Junges, 2012; Schmidt et al., 2014). Estes
inoculantes sdo produtos seguros, faceis de serem manuseados, ndo corrosivos e nado
poluentes, sendo considerados produtos naturais (Filya et al., 2000).

Aditivos inoculantes apresentam em sua formulacdo uma associacdo de bactérias
laticas e enzimas derivadas de subprodutos microbianos. Microrganismos como 0s dos
géneros Bacillus e Aspergillus produzem celulases, hemicelulases, amilases, glicoamilases e
proteases que podem promover a digestdo de carboidratos estruturais e ndo estruturais como
no caso do amido, produzindo agulcares soltveis utilizados como substrato para a fermentacéo
latica (Patrizi et al., 2004).

A adic&o de culturas microbianas tem como objetivo atingir quantidades suficientes de

bactérias homo fermentativas 0 mais rapido possivel, para reduzir o tempo em que
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quantidades suficientes de &cido latico sejam produzidas e a silagem se estabilize. (Watson;
Nash, 1960).

O uso de BAL como inoculantes tem sido o principal objetivo das pesquisas de
aditivos para silagens de milho. A inoculacdo com BAL homofermentativas, teoricamente,
resulta em um processo fermentativo mais eficiente, com menor perda de MS, superior teor de
acido latico e menores teores dos &cidos acéticos, propidnico e butirico. Como esses acidos
possuem maior efeito antifungico em relacdo ao &cido latico, essas silagens tendem a
apresentar menor estabilidade aerdbia. A bactéria homolatica (heterofermentativa facultativa)
mais estudada na ensilagem de milho é o Lactobacillus plantarum, seja como inoculante
Unico ou combinado com BAL homo ou heterofermentativas (Schmidt et al., 2014).

A BAL heterofermentativa mais avaliada em pesquisas nos ultimos anos foi o
Lactobacillus buchneri, com foco principal em elevar a estabilidade aerdbia das silagens, pois
produz &cido acético que € um agente antifungico (Danner, 2002). A estabilidade aerobica é o
tempo apos abertura do silo em que a temperatura da silagem permanece até no maximo 2°C
acima da temperatura ambiente (Kung Jr. et al., 1998). A perda da estabilidade aerdbica
reflete a presenca de microrganismos oportunistas, como as leveduras Sacharomyces,
Candidas, Cryptococcus e Pichia, assimiladoras de &cido latico, e, em menor grau, fungos e
bactérias assimiladoras de acido acético e latico. Esses microrganismos consomem tanto os
acidos organicos produzidos durante o periodo fermentativo quanto os acucares
remanescentes, provocam a deterioracdo e diminuicdo do valor nutritivo da silagem
(Woolford, 1990).

Schmidt et al. (2014) encontraram durante uma revisdo que dentre os 15 artigos
analisados a estabilidade aerdbia de silagens de milho inoculadas com Lactobacillus buchneri,
13 obtiveram efeitos positivos para esta variavel, que é decorrente da maior concentracdo de
acido acético, e menor contagem de leveduras nas silagens. Em apenas um de 12 artigos, este
aditivo melhorou substancialmente a qualidade das silagens (Huisden et al., 2009), e, em
apenas um de 10, obteve reducdo da perda de MS (Reich & Kung Jr., 2010). Dois trabalhos
avaliaram o desempenho de animais, e um apresentou resultados positivos em consumo de
MS e ganho de peso em cordeiros (NKkosi et al., 2009). Driehuis et al. (1999) concluiram que a
adicdo de inoculantes contendo Lactobacillus buchneri eleva a estabilidade aerobia de
silagens de milho por meio da redugédo do crescimento e sobrevivéncia de leveduras.

Kristensen et al. (2010) pesquisaram em um experimento de campo em 39 fazendas e
demostraram que inoculantes de BAL heterofermentativas melhoraram a estabilidade aerdbica

e modificam o padrdo de fermentagdo das silagens de milho, enquanto a adicdo de BAL
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homofermentativas ndo foram consideradas interessantes para essas silagens, pois néo
pareceram superar a flora epifitica da planta, ou alterarem a fermentacdo. No entanto, 0s
tratamentos ndo afetaram a producdo de leite, e mesmo as silagens mais estaveis obtiveram
producdes similares as silagens homofermentadas menos estaveis.

Nsereko et al. (2008) mostraram que algumas bactérias heterolaticas (Lactobacillus
buchneri, Lactobacillus brevis) produzem tambem ferulato-esterases, enzimas que podem
aumentar a degradacdo da parede celular, liberando mais carboidratos sollGveis para a
fermentacdo ou utilizacdo pelas bactérias do ramen, e de acordo com Moon (1983), a maior
vantagem da utilizacdo da Lactobacillus brevis e Lactobacillus buchneri em silagens, esta no
pos-abertura dos silos, quando a acdo do acetato é considerado eficiente no controle
indesejavel de leveduras e fungos filamentosos. Driehuis et al. (1999), constataram que 0s
nameros de leveduras diminuiram em silagens de milho tratadas com bactérias heterolaticas
(Lactobacillus buchneri) com o aumento do tempo de armazenamento.

A elevacéo da solubilizagdo da celulose nas silagens de milho favorece diretamente a
maior preservacdo dos nutrientes e ocorre influéncia na producdo de acidos organicos das
silagens. Isso indica que a utilizacao de aditivos microbianos em silagens ricas em graos e que
possuem altos teores de carboidratos solUveis € justificavel, por assegurar a maior preservacdo
da massa ensilada por meio da solubilizagéo tardia de alguns substratos, que estdo diretamente
relacionados as adequadas manutencGes do meio (por exemplo, pH) e dos microrganismos
desejaveis (Kung Jr., 2001).

2.3.2 — Enzimas

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos, sendo, em sua maioria, polimeros constituidos
por aminoacidos ligados por ligacGes peptidicas covalentes. Os catalisadores atuam
diminuindo a energia requerida para a ativacdo de uma determinada reagéo, tornando, assim,
mais rapida a obtencdo do produto. As reacdes ndo catalisadas requerem mais energia para
serem iniciadas e, por isso, sua velocidade € menor que as reacOes catalisadas (Leningher,
2006).

Desde que os primeiros isolamentos e utilizagdo de enzimas foram realizados, a
tecnologia para identificar, extrair e produzir em escala comercial tem progredido
dramaticamente e atualmente sdo utilizados nos mais diversos processos quimicos. Elas
provaram serem melhores, menos dispendiosas e prejudiciais ao meio ambiente que produtos

quimicos. Enzimas microbianas também tém sido utilizadas na industria de detergentes,
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alimentos, bebidas, racdo animal, industria téxtil, papel e celulose, couro, produtos quimicos e
biomédicos, além da biorremediacdo de residuos. Assim sendo, a produgdo enzimatica
tornou-se, hoje, um negdcio amplamente rentavel, com rendimento anual de bilhdes de
ddlares (Daniel et al., 2010; Pereira, 2012).

Os aditivos podem conter apenas uma enzima como um complexo ou uma combinacéo
de complexos de enzimas, além da combinacdo de enzimas e inoculantes microbianos. As
enzimas que degradam fibra (celulases e hemicelulases) sdo os aditivos enzimaticos mais
comuns e as variedades de enzimas que digerem fibra e amido séo utilizadas atualmente como
aditivos para ensilagem de forrageiras (White et al., 1993).

A forma mais racional do uso de enzimas estd na melhoria do valor nutritivo dos
alimentos. Todos os animais utilizam enzimas no processo de digestdo, que podem ser
produzidas pelo proprio animal, pelos microrganismos presentes no trato digestério, ou
mesmo por fontes exdgenas. O uso de fontes exdgenas tem como objetivo: degradar fatores
anti-nutricionais dos alimentos, melhorar digestdo de alimentos por animais jovens, com trato
digestorio imaturo ou com producdo enddgena insuficiente, elevar a disponibilidade de
nutrientes dos alimentos consequentemente aumentando o desempenho dos animais. Pode-se
também associar os efeitos benéficos no processo digestivo a menor excre¢do de nutrientes
provenientes da criacdo de animais e reduzir a poluicdo ambiental relacionada a criacdo de
animais e promover a producéo de alimentos mais seguros (Sousa et al., 2011).

A utilizacdo de enzimas para ruminantes se dividiu em duas vertentes. A primeira, do
uso de enzimas para aumentar a capacidade de digestdo dos carboidratos presentes na parede
celular dos alimentos, sendo adicionada diretamente a dieta. E a segunda utilizagéo,
tecnologia em grande crescimento, o uso de enzimas na ensilagem de forrageiras. Enzimas
fibroliticas exdgenas que degradam a parede celular de plantas tém sido adicionadas a
forragens no momento da ensilagem para potencializar a degradacdo dos polissacarideos
fibrosos (celulose e hemicelulose) da parede e disponibilizar acUcares juntamente com as
enzimas produzidas pelos microrganismos do ramen, estimulando a digestéo total e a taxa de
degradacéo (Sheperd; Kung Junior, 1994; Newbold, 1997).

Em alguns estudos, observou-se que as enzimas fibroliticas aumentaram a
degradabilidade da MS e FDN, a producdo de leite e 0 ganho de peso em bovinos, podem
alterar a utilizacdo dos alimentos pelos ruminantes por meio de efeito direto sobre a fibra ou
pelo aumento da digestdo ruminal e/ou pos-ruminal, ocorrendo sinergismo com 0s
microrganismos do ramen (Beauchemin et al., 1995; Feng et al., 1996; Schingoethe et al.,

1999; Hristov et al., 2000). De fato, estas formas de acdo estariam interligadas, de modo que



17

as alteragdes mediadas pelas enzimas antes do consumo refletiriam nas digestdes ruminal e
pos-ruminal dos nutrientes (McAllister et al., 2001).

Dentre as enzimas mais utilizadas na ensilagem de milho destaca-se as amilases,
devido as altas concentragcdes de amido no gréo, sendo que estas enzimas sdo responsaveis
pela conversdo do amido em glicose; e celulases que hidrolisam a celulose que é o
componente mais importante da parede celular das plantas (Lin et al., 1997; Gupta et al.,
2003; Moraes, 2004; Guo et al., 2008).

No caso das celulases, trés enzimas fazem parte desse grupo, elas recebem 0s nomes
de endoglucanases, exoglucanases e beta-glicosidases. As endoglucanases agem na regiéo
interna da fibra de celulose e liberam compostos menores formados por poucas unidades de
glicose, os chamados oligossacarideos. As exoglucanases agem nas extremidades das fibras
de celulose e liberam unidades de glicose (livres) ou celobiose, que sdo compostos menores,
formados por duas unidades de glicose. As beta-glicosidases quebram a ligacdo quimica
existente entre as duas unidades de glicose que formam a celobiose, liberando unidades de
glicose (livres) (Zanchetta, 2010).

Devido as silagens de grao de milho apresentam alta quantidade de &cido latico, o que
as tornam mais susceptiveis a deterioracdo ap0s a abertura (Bernardes et al., 2012). A adi¢éo
de amilase reduz a temperatura média das silagens ao longo do dia, indicando melhor perfil de
fermentacdo do milho, disponibilizando maior quantidade de carboidratos solUveis para as
bactérias do acido lactico (Rotz; Muck, 1994). Gimenes et al., (2006) afirmaram que silagens
de milho inoculadas com bactérias homolaticas e enzimas apresentaram maior estabilidade
aerdbia quando comparada as silagens ndo inoculadas.

O uso de inoculantes no momento da ensilagem pode aumentar a estabilidade aerdbia
durante o fornecimento ao animal no cocho (Mendes et al., 2008). Justificando assim sua
aplicacdo como uma alternativa para a preservacdo do material quando exposto ao ar, pois
confere vantagens aos produtores sendo que o fornecimento de silagem deteriorada pode
resultar em reducdo no consumo de MS e reducdo do desempenho do animal (Dolce et al.,
2011).

3 - MATERIAL E METODOS



18

O experimento foi realizado nas dependéncias do setor de Zootecnia da Faculdade de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados - FCA/UFGD, latitude de
22°14’S, longitude de 54°49°W e altitude de 450 m, no periodo de Junho a Outubro de 2016.

Para a producdo das silagens, utilizou-se o milho hibrido DKB 353 proveniente da
fazenda experimental da UFGD, colhido mecanicamente aos 110 dias apds o plantio, quando
0s grdos se apresentavam no estadio farindceo. As plantas foram trituradas em picadora
estacionaria, com o tamanho de particulas de 10 mm.

O delineamento experimental utilizado era em um arranjo fatorial 2x2 compondo 4
tratamentos, com 10 silos por tratamento, onde os tratamentos foram: 1- Controle (silagem de
milho sem adi¢do de enzimas); 2- AMG (adicdo de 300 mL/t de enzima amilolitica); 3-
Celluloclast (adicdo de 300 mL/t de enzima celulolitica); 4- AMG+ Celluloclast (150mL/t de
enzima amilolitica e 150 mL/t enzima celulolitica). As matérias ensiladas foram inoculadas
com KERASIL (Lactobacillus plantarum: 4x10'° ufc/g + Pediococcus acidilactici: 4x10%°
ufc/g) na proporcéo de 4g/t.

ApOGs a aplicacdo dos inoculantes e/ou aditivos, a forragem foi amostrada trés vezes
para cada tratamento. Cada amostra foi fragmentada em duas subamostras: a primeira foi
utilizada para determinacéo da capacidade tampdo, segundo metodologia descrita por Playne
& McDonald (1966), e do pH, segundo Silva & Queiroz (2002); e a outra pesada e levada
para estufa de ventilacdo forcada a 55°C durante 72 horas. Obteve-se uma amostra do material
antes de ser ensilado que foi enviado para o isolamento de bolores e levedura, bem como
contagem bacteriana total (CBT).

Os silos experimentais usados eram compostos de baldes de polietileno de 40 cm de
altura e 30 cm de didmetro, com tampas com valvulas de Bunsen para permitir o escape dos
gases. No fundo dos silos, foi colocado areia seca (2kg) separada da forragem por uma tela e
um tecido de nailon para quantificacao do efluente produzido.

A compactacdo do material picado foi realizada com bastdes de ferro objetivando
atingir densidade de 650 kg/m3 de forragem no volume de cada silo experimental. Para
calcular o espago ocupado pela areia, descontou e pesou a quantidade de forragem necessaria
para obtencdo da densidade desejada. ApOs a compactacdo da forragem, os silos foram
fechados com a tampa, vedados com fita adesiva, pesados e armazenados em temperatura
ambiente.

Aos 60 dias de fermentacdo, os baldes foram pesados para determinagdo das perdas
por gases e em seguida 0os mesmos foram abertos. Apds a abertura, realizou-se a retirada da

silagem e em seguida a homogeneizag&o. Retiraram, duas amostras de cada silo, uma delas foi
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preparada segundo metodologia descrita por Kung Jr. et al., (1984) para determinacdo do pH
em potencidmetro (Silva & Queiroz, 2002) e da outra amostra utilizou-se 10 gramas de cada
amostra para 90 mL de solucdo salina esterilizada para a diluicdo seriada de 10! até 10 em
tubos de ensaio. A quantificacdo dos microrganismos foi feita em triplicatas para cada
diluicdo e meio de cultura, sendo utilizado o Agar MRS (De Man, Rogosa e Sharpe) para
contagem de bactérias lacticas, o Agar Nutriente para contagem total de bactérias aerdbicas e
anaerdbicas, estas com incubacéo a 37 °C por 48 horas; para contagem de bolores e leveduras
o Agar PDA (Potato dextrose Agar) com incubagdo a 26 °C por 120 horas. Para a atividade
das enzimas, mensurou-se de acordo com metodologia descrita por Dick et al., (1996).

O conjunto silo (sem silagem), areia, tela e tecido de nailon foram pesados para
quantificacdo do efluente produzido. Determinou-se a perda gasosa por meio da seguinte
formula:

PG = (PSI - PSF) /MSI x 100

Em que: PG = perda por gases (% da MS); PSI = peso do silo no momento da
ensilagem (kg), PSF = peso do silo no momento da abertura (kg); e MSI = matéria seca
ensilada (quantidade de forragem em kg x % MS).

A determinacéo da producdo de efluente foi calculada pela equacéo:

PE = (PSAF — PSAI) /MNI x 1000

Em que: PE = producéo de efluente (kg de efluente/t de matéria verde ensilada); PSAF
= peso do conjunto silo, areia, tela e nailon apods a abertura (kg); PSAI = peso do conjunto
silo, areia, tela e nailon antes da ensilagem (kg); e MNI = quantidade de forragem ensilada
(kg).

Recuperacdo de MS pela formula:

MS: (MSi / MSf)*100

Em que: MSf = quantidade de MS final; MSi = quantidade de MS inicial.

Na variacdo dos teores de MS, calculou-se como a diferenca em modulo da
porcentagem de MS no momento da ensilagem e da porcentagem de MS na abertura.

Ap0s a abertura dos silos e homogeneizacdo, uma amostra de cada silo foi colocada
em baldes plasticos, pesadas e armazenadas em temperatura ambiente para avaliacdo da
estabilidade aer6bia, e em seguida mensurados diariamente a temperatura do ar (°C) e a
umidade relativa (%).

As temperaturas das silagens no periodo apos abertura foram obtidas a cada 8 horas
durante cinco dias por meio de um termdmetro inserido na massa de silagem contida nos

baldes. J& na estabilidade aerdbia, calculou-se o tempo gasto, em horas, para a massa de
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forragem elevar em 2°C em relagdo a temperatura do ambiente (Driehuis et al., 2001).
Decorridos cinco dias de exposicdo aerdbia, os baldes com as amostras foram pesados
novamente para determinacdo da MS recuperada. No periodo de estabilidade aerobia as
silagens foram amostradas diariamente para determinacdo do pH, MS, PB e FDN.

Uma amostra foi pesada e mantida em estufa de ventilacdo forcada a 55°C durante 72
horas. As amostras mantidas em estufa colhidas antes da ensilagem e ap6s a abertura dos
silos, novamente, pesadas, trituradas em moinho de faca até obtencao de particulas com 1 mm
e armazenadas em potes de plastico para posterior determinacdo da MS, MO, MM (matéria
mineral), PB, conforme metodologia descrita por Silva & Queiroz (2002) e FDN, FDA e
Lignina por metodologia descrita por Van Soest et al. (1991). Uma amostra de cada
tratamento foi destinada a analise a digestibilidade in vitro da MS, MO e FDN, de acordo
metodologia de (Holden, 1999).

Para analise dos dados utilizou-se a analise de variancia usando o PROC MIXED do
programa SAS, versdo 9.0 (SAS, 2009) adotando-se nivel de significancia de 5%.

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A populagdo microbiana encontrada nos tratamentos experimentais encontra-se na
Tabela 2.

Tabela 2 - Populacdo microbiana de acordo com os tratamentos experimentais

Item Tratamentos! EPM? Valor de P2

CON GLU CEL GLU+CEL GLU CEL INT
Bactérias logio

Laticas 7,23 §60° 7,41% 8,262 0,02 0,001 0,432 0,003

Anaerébicas 545 515 8,00 7,28 0,02 0,002 0,002 0,422

Aerobicas 7,72¢  4,00° 6,82% 5,00P 0,01 0,001 0,434 0,021

Totais 784 662 7,75 8,45 0,02 0,001 0,111 0,116

Logio
Fungos e mofos 526 480 6,08 6,08 0,03 0,001 0,881 0,431

1CON (controle); GLU exo-1,4-a-glicosidase glucoamilase (AMG 300L®), atividade enzimatica 300 U/mL);
CEL B-D-glucan 4-glucano-hidrolase (Celluclast® 1.5L atividade enzimatica 700 U/mL). 2 EPM (erro padrdo da
média).’Efeito de amilogicosidase (GLU), efeito de celulase (CEL). Efeito de interagdo
amilogicosidase*celulase.

A populagdo microbiana latica foi influenciada (P<0,05) pela interacdo das enzimas,
apresentando maior contagem microbiana. Na avaliagdo de bactérias acido laticas foi

observado menor contagem para o tratamento GLU comparativamente ao GLU+CEL, porém,
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ndo foi observado diferencas para os tratamentos CEL e CON. A populagdo microbiana
anaerobica foi influenciada (P<0,05) pelo tratamento CEL, onde as silagens acrescidas de
GLU apresentaram menor contagem de bactérias anaerobicas e as acrescidas de CEL
apresentaram maior contagem. O tratamento CON teve efeito sobre a populacdo aerdbica
(P<0,05) aumentando o numero da populacdo. Na contagem de bactérias aerdbicas foi
observado maior contagem para o tratamento CON, em relacdo aos tratamentos GLU e
GLU+CEL, entretanto ndo houve diferenca em relacdo ao CEL. Foi observado efeito da
enzima amilolitica (P<0,05) para a contagem de fungos e mofos, onde o tratamento GLU
apresentou menor contagem.

Para obtencdo de silagem de boa qualidade deve-se ter a rapida queda do pH do
material estocado. Tal evento requer ambiente anaerdbico, populacao suficiente de bactérias
produtoras de acido latico e nivel adequado de substrato na forma de carboidratos solUveis
(Leibensperger; Pitt, 1987; Muck, 1988; McDonald et al., 1991). Neste processo, 0s acidos
produzidos pela fermentacdo de substratos presentes na planta reduzem o pH da massa
ensilada, inibindo a acdo de enzimas e de microrganismos capazes de promover a sua
deterioracdo (Tomich et al., 2003).

Os microrganismos responsaveis pela producdo destes acidos sdo as bactérias
homofermentativas, que produzem apenas &cido latico, e as heterofermentativas, que
apresentam, além do &cido latico, o etanol, ou o acido acético, adicionados ao CO.. As BAL
sdo aerotolerantes e tém o crescimento estimulado em anaerobiose, produzindo grande
guantidade de 4cido, quando esta condicdo € estabelecida no interior do silo,
consequentemente, a producdo de &cido latico é maximizada quando a fermentacdo é
dominada pelas bactérias laticas homofermentativas, fato que pode determinar uma variacao
no numero requerido de bactérias laticas sobre a forragem para a promo¢do de uma
fermentacdo eficiente. (Edwards; McDonald, 1978; McDonald et al., 1991; Tomich et al.,
2003).

Pode-se constatar que o tratamento GLU+CEL apresenta uma popula¢do microbiana
melhor comparada com os outros tratamentos ao apresentar um numero maior de bactéria
produtoras de &cido latico e menor de aerdbicas respectivamente, de modo a obter uma
forragem conservada de boa qualidade.

A atividade enzimatica dos tratamentos experimentais encontra-se na Figura 1.
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Figura 1 - Atividade enzimatica de acordo com os tratamentos experimentais aos 100 dias de abertura dos silos.

Em relacdo a atividade enzimatica para celulose foi observado maior atividade para o
tratamento CEL, seguido do tratamento GLU+CEL. Para a atividade enzimética da amilase
foi observado maior atividade para o tratamento GLU, seguido do tratamento GLU+ CEL. Os
resultados obtidos para as atividades enzimaticas ja eram esperados no que se refere aos 0s
tratamentos, porém a atividade encontrada tanto para a enzima Celluclast (CEL) e AMG 300L
(GLU) aos 100 dias de fermentacdo mostra um promissor caminho para a utilizacdo das
mesmas na confeccdo de silagem.

Os resultados encontrados sdo justificados devido a alta especificidade de atuacdo das
enzimas. O tratamento que foi utilizado Celluclast 1,5L que é um preparado liquido de
celulose produzido por fermentacdo submersa de cepas selecionadas do fungo Trichoderma
reeseri tem enzima que catalisa a degradacdo de celulose em glicose, celobiose e polimeros
com alto teor de glicose (Santos & Ferrari, 2005) por isso, obteve maior atividade enzimatica
para celulose, porém, o tratamento acrescido da enzima AMG 300L apesar de ter apresentado
grande atividade enzimatica para amilase pode ser explicado devido a falta de substrato pois
na Tabela 2 apresenta pouca populagdo microbiana latica e a atividade enzimatica inicial de
GLU era de 300 U/mL j& a de CEL era de 700 U/mL. Devido ao tratamento AMG+CEL
apresentar as duas enzimas (celulolitica e amilolitica) € justificado, os tratamentos
AMG+CEL apresentar valores elevados quanto a atividade enzimatica para celulose e
amilase.

As perdas fermentativas e a temperatura durante a estabilidade aerdbia encontram-se

na Tabela 3.
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Tabela 3 — Perdas fermentativas e estabilidade aer6bia de acordo com o0s tratamentos

experimentais

Item Tratamentos! EPM? Valor de P3
CON GLU CEL GLU+CEL GLU CEL INT
Perdas
Gases (%MN) 1,20 1,74 394 2,36 0,29 0,296 0,089 0,101
Efluente (kg/t) 1155 14,31 23,86 20,97 1,16 0,969 0,035 0,192
Gases (%MS) 9,75 16,98% 16,51* 14,80* 0,61 0,085 0,117 0,035
Efluente (%MS) 1,06 122 218 1,87 0,11 0,638 0,038 0,223
Totais (%MS) 10,75 18,29 18,70° 16,672 0,65 0,087 0,068 0,031
Recuperacio 91,30° 86,91 8451°  87,25% 0,52 0,047 0,377 0,039
(%MS)

Estabilidade aer6bia
Temperatura (°C)

Soma 673,75 666,75 665,75 68395 230 0,101 0,410 0,224

Maxima 32,00 32,60 30,75 31,91 0,25 0432 0,326 0,157

Estabilidade 2890 31,10 28,60 29,10 351 0,321 0,741 0,321
Horas

Estabilidade 95 105 112 108 0,35 0,654 0,765 0,321

ICON (controle); GLU exo-1,4-a-glicosidase glucoamilase (AMG 300L®), atividade enzimatica 300
U/mL);CEL B-D-glucan 4-glucano-hidrolase (Celluclast® 1.5L atividade enzimética 700 U/mL). 2EPM (erro
padrio da média). °Efeito de amilogicosidase (GLU), efeito de celulase (CEL). Efeito de interacdo
amilogicosidase*celulase.

O tratamento CEL influenciou (P<0,05) as perdas fermentativas onde as silagens de
milho acrescidas de CEL apresentaram maior perda por efluente (kg/t e %MS) em relacdo aos
demais tratamentos. Oliveira et al. (2010) verificaram, para silagens de milho colhidas no
momento ideal, perdas por efluente acima de 20 kg/t de MV, com 60 dias de fermentac&o,
valor superior ao verificado neste ensaio nos tratamentos CON e GLU (11,55 kg/t e 14,31 kg/t
respectivamente) no mesmo periodo. Ndo foram influenciadas (P>0,05) as silagens acrescidas
de enzimas CEL e GLU que apresentaram maiores perdas por gases (%MS) em relacdo ao
CON, entretanto o tratamento GLU+CEL ndo apresentou diferenca em relacdo ao Controle.
Oliveira et al., (2010) obtiveram valor de 2,2 %MS em silagem de milho, valor superior foi
encontrado em todos os tratamentos. Quanto as perdas por gases (%MN) as silagens
acrescidas de CEL e GLU+CEL obtiveram as maiores perdas em relagdo ao controle.
Segundo McDonald et al. (1991), o aumento significativo nas perdas por gases ocorre quando
hd producdo de alcool (etanol ou mantinol) por fermentagdo por bactérias
heterofermentativas, enterobactérias, leveduras e bactérias no género Clostridium ssp.

A silagem do tratamento CON apresentou menor perda total (%MS) em relagdo aos

demais e maior recuperacdo (%MS) em relacdo ao tratamento CEL, entretanto ndo foi
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observado diferencas em relacdo aos tratamentos GLU e GLU+CEL. Segundo Pedroso et al.
(2005), a recuperacdo da MS tem alta correlagdo com a perda por gases (98,4%), quanto
menor a perda por gases maior € a recuperacdo de MS. As maiores perdas observadas pelos
materiais acrescidos de enzimas celuloliticas ou amiloliticas ja eram esperadas visto que o
consumo de substrato do material ensilado pela acdo enzimética, em que as condicGes de pH,
temperatura e umidade dos silos sdo compativeis com meio adequado de acdo das enzimas
utilizadas neste ensaio. Castle & Watson (1973) mostraram a importancia do teor de MS da
forragem na quantidade de efluente, relataram a inexisténcia da producdo de efluente em
silagens de alfafa, azevém e centeio quando os teores de matéria seca dessas silagens foram
superiores a 23%.

Todos os tratamentos foram inoculados com KERASIL (Lactobacillus plantarum +
4x10'° UFC/g Pediococcus acidilactici: 4x10'° UFC/g). Nos materiais do tratamento CON
somente foram acrescidos inoculante microbiano, provavelmente esta seria a explicagdo para
a menor perda de MS em relacdo aos demais. N&o foram observadas diferengas entre os
tratamentos para os parametros de estabilidade aerdbica apresentados na Tabela 3. Esses
resultados estdo intimamente relacionados com a inoculacdo de KERASIL em todos o0s
tratamentos experimentais.

A recuperacdo de MS durante a estabilidade aerdbia de acordo com os tratamentos

encontra-se na Figura 2.
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Figura 2 - Teores de matéria seca ao longo do periodo de estabilidade aerébia de acordo com os tratamentos
experimentais.
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Foi observado maior estabilidade para os tratamentos GLU e CEL em relacdo aos
demais. De modo geral a adicdo de enzimas na silagem de milho proporcionou maior
estabilidade em relacdo ao tratamento CON. Porém silagens de boa qualidade tendem a ter
menor estabilidade pois tem mais microrganismos produzindo &cido latico. Siqueira et al.
(2007) afirmaram que a elevagdo dos teores de MS durante a exposicao aerdbia é resultado da
perda de agua para o ambiente e consequente evaporagdo. No entanto, com o aumento do
tempo de exposicdo ao ar, ocorre oxidacdo dos nutrientes sollveis ou consumo dos &cidos
graxos volateis por microrganismos deterioradores e, assim, forma-se a chamada “agua de
metabolismo” (Woolford, 1984). Este fato pode ocasionar novamente reducdo dos teores de
MS.

Os valores de pH no periodo de estabilidade aerdbica de acordo com o0s tratamentos

encontram-se na Figura 3.
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Figura 3 - Valores de pH ao longo do periodo de estabilidade aerébica de acordo com os tratamentos
experimentais.

Em relagc&o ao pH foi observado maior estabilidade para os tratamentos CEL e GLU+
CEL em relacdo aos demais, isto é, dentro da faixa de pH considerada ideal (3,8 a 4,2) para 0
adequado processo fermentativo em silagem de milho (Kung Jr & Shaver, 2001). A adi¢do da
enzima Celluclast parece ter proporcionado melhores condigdes de manutencdo do pH
devidos as particularidades da acdo da enzima como temperatura, pH e umidade. Apesar do
tratamento GLU+CEL ser mais instavel como demostrado na Figura 2, o pH do mesmo

tratamento foi o menor podendo este resultado ser explicado por interagdo das enzimas.
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Quando chegou a 120 horas de exposicao aerobia, os valores de pH aumentaram, de
modo a atingirem o pico. Esses resultados estdo ligados a atuacdo das leveduras e fungos
filamentosos, que utilizam acido latico para se propagar aerobiamente, elevando o pH da
silagem e potencializando o crescimento de outros microrganismos indesejaveis, quando o pH
se encontra acima de 4,5 (Reis et al., 2008; Muck, 2010).

Embora seja observado acréscimo nos valores de pH em todas as silagens, verificou-se
que a silagem com adicdo de enzima amilolitica e celulolitica na concentracdo de 150 mL/t
para cada uma, apresentou 0 menor valor a 120 horas em aerobiose, se comparada a silagem
controle, o que est4 associado a menor ocorréncia de micro-organismos deterioradores nessa
silagem melhorando a estabilidade aerdbia da silagem de milho, de forma a manter os valores
de pH mais estaveis na fase de pos abertura dos silos.

Em uma situacdo préatica, esses resultados permitem concluir que as silagens que
apresentaram maior estabilidade, mantém por maior tempo as caracteristicas nutritivas e
sanitarias observadas no momento da abertura (Basso et al., 2012). Contudo, é importante
ressaltar que ndo é adequado manter o silo exposto ao oxigénio durante tanto tempo, visto
gue, mesmo sem alteracdo do pH, a producdo de microtoxinas por fungos pode ser alta
(Driehuis, 2011), comprometendo a saude dos animais que consumirem esta silagem.

Os dados referentes ao valor nutricional das silagens de milho de acordo com 0s

tratamentos experimentais encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4 - Valor nutricional de acordo com os tratamentos experimentais

Item Tratamentos! EPM? Valor de P®
CON GLU CEL  GLU+CEL GLU CEL INT
Matéria seca 28,53* 26,41° 27,16°  27,26° 0,16 0,001 0,267 0,001
(%MN)
Matéria organica 94,63 94,57 94,05 94,00 0,05 0,303 0,231 0,909
Proteina bruta 8,13 8,39 8,82 8,67 0,09 0,727 0,007 0,245
Extrato etéreo 2,49 2,38 2,58 2,42 0,04 0,121 0,434 0,774
FDN 57,56° 58,882 59982  5822% 0,29 0,681 0,111 0,007
CNF 26,44 2490% 2267° 2466® 0,36 0,705 0,002 0,002
Amido 20,67 25,17 22,76 22,07 0,31 0,003 0,021 0,761
FDA 43,67 4565 37,94 41,95 0,53 0,001 0,001 0,531
Lignina 6,44 6,74 6,87 6,25 0,14 0,547 0,388 0,839
Cinzas 5,36 5,42 5,94 5,99 0,05 0,303 0,410 0,909
NDT 64,31 65,37 67,612 65,64% 0,35 0,474 0,020 0,007
ELL 1,48 152% 1572 1,512 1,01 0,432 0,001 0,006
Digestibilidade in vitro
MS 48,72 50,25 56,54 55,56 0,87 0,849 0,001 0,654

FDN 46,78 49,67 51,09 50,67 0,76 0,543 0,001 0,653
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1CON (controle); GLU exo-1,4-a-glicosidase glucoamilase (AMG 300L®), atividade enzimatica 300 U/mL);
CEL B-D-glucan 4-glucano-hidrolase (Celluclast® 1.5L atividade enzimatica 700 U/mL). 2 EPM (erro padréo da
média).’Efeito de amilogicosidase (GLU), efeito de celulase (CEL). Efeito de interacdo
amilogicosidase*celulase.

A silagem CON apresentou maior contetdo de MS em relacdo aos demais
tratamentos. O teor médio de MS foi menor que os observados por Itavo et al. (2006) e Jobim
et al. (2008), 64,3 e 64,03%, respectivamente. Kung Jr et al. (2007) ndo observaram efeito da
utilizacdo de inoculante sobre o teor de MS (73,3%) da silagem, nimero superior ao teor das
silagens do presente estudo, descrito em 28,53% maximo. De acordo com Loures (2004) o
resultado do aumento no teor de MS é devido a maior lixiviagdo de efluentes, provocando
aumento das concentragdes dos componentes.

N&o foi observado diferencas entre os tratamentos para os teores de extrato etéreo,
MO, lignina e cinzas. Foi observado efeito da adicdo de CEL para o teor de proteina dos
materiais ensilado, sendo encontrado maior teor para o tratamento CEL (8,82) e menor para o
tratamento CON (8,13). Fernandes et al. (2007) observaram diferenga (P<0,05) nos teores de
PB, variando de 10,7 a 6,8%, respectivamente nas cultivares de milho XB 8028 e BR 610 e
Reis et al. (2005), avaliaram cultivares de milho, observaram resultados de PB e identificaram
diferencas de 9,7 a 6,4% de PB. A diferenca no teor de proteina é devido a maior degradagéo
das enzimas celulolitica e segundo Fernandes et al. (2007) se da devido a maior participacdo
de grdos na MS total da planta.

Em relacdo ao teor de FDN das silagens foi observado menor conteldo para o
tratamento CON comparativamente ao CEL, porém, ndo foi observado diferengas para os
tratamentos GLU e GLU+CEL que, de acordo com Junges (2010), pode ser devido ao tempo
de armazenamento das silagens de milho contribuindo na provavel solubilizacdo da
hemicelulose. Para o teor de CNF foi observado maior teor para CON em relacdo ao CEL,
nédo sendo observado diferencas para os tratamentos GLU e GLU+CEL. Foi observado efeito
da enzima amilolitica e da enzima celulolitica para o contetdo de FDA das silagens, sendo
observado maior teor para o tratamento GLU e menor para CEL. As silagens acrescidas de
GLU apresentaram maior contelldo de amido e as acrescidas de CEL apresentaram menor
teor. Segundo Balischi et al. (2002), o tratamento enzimatico reduz o tamanho das
macromoléculas presentes. Em relagdo ao contetido de NDT e EL. as silagens acrescidas de
CEL apresentaram maior conteudo energético em relagdo ao CON, no entanto nao foi
observado diferencas entre os tratamentos GLU e GLU+CEL. Os valores médios estimados
de NDT foram de 64,31, 65,37, 67,61 e 65,64 nos tratamentos CON, GLU, CEL e GLU+CEL



28

respectivamente, esses valores foram superiores aos verificados por Cappele et al. (2001), que
encontraram teores de NDT para silagem de milho minimos de 55,4 e maximo de 63,8%.
Rodrigues et al. (2002), ndo verificaram efeito entre os teores de NDT de 65,0 e 65,1% para
silagens de milho controle e aditivada com bactérias homoléaticas. Os teores de NDT
verificados no presente ensaio, confirmam a elevada qualidade das silagens produzidas.

Na avaliacdo da digestibilidade in vitro da MS e FDN foi observado efeito da enzima
Celluclast (CEL), onde os materiais ensilados apresentaram maior valor de digestibilidade e o
tratamento CON apresentou menor digestibilidade entre os materiais avaliados. As enzimas
fibroliticas estdo relacionadas com sua capacidade de melhorar a degradacdo inicial dos
carboidratos estruturais das plantas e complementar as atividades enziméticas dos
microrganismos ruminais. E provavel que enzimas exdgenas ajam no rdmen apds a ingestdo
do alimento, durante um periodo curto antes da colonizacéo bacteriana do alimento e inicio da
digestdo. Enzimas fibroliticas exdgenas podem complementar as atividades enzimaticas dos
microrganismos no ramen e permitir maior digestdo de substratos durante as fases
preliminares criticas da digestdo. Os efeitos da suplementacdo com enzimas podem resultar da
capacidade de expor os substratos degradados ao ataque microbiano (Dawson; Tricarico,
2007).

Os resultados obtidos na avaliagdo do valor nutricional das silagens de milho
acrescidas de enzimas amiloliticas e celuloliticas, apresentaram melhor desempenho da
enzima Celluclast em relacdo aos demais. As maiores perdas fermentativas observadas na
Tabela 3 para o tratamento CEL foram superadas pelo melhor valor nutricional observado na
Tabela 4, principalmente para a digestibilidade da MS e do FDN. O tratamento GLU também
apresentou resultados satisfatérios principalmente em relagdo ao contetdo de amido. A
interacdo entre as duas enzimas representado pelo tratamento GLU+CEL neste primeiro
momento de avaliacdo com abertura dos silos aos 60 dias de fermentacdo ndo proporcionou

incremento nutricional em relagdo aos tratamentos CEL ou GLU.

5 - CONCLUSAO

A interacdo entre as enzimas glucoamilase e celulose afetaram positivamente o valor
nutritivo e a estabilidade aerdbia e afetaram negativamente a fermentacdo e as perdas de

silagem de milho.
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