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RESUMO

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Nutricdo Animal (LANA) da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) — UNESP (Jaboticabal) com o objetivo de avaliar
a digestibilidade in vitro da matéria seca (MS) e da fibra em detergente neutro (FDN), cinética
de fermentacdo de silagens de milho utilizando o hibrido Impacto Viptera (Syngentae)
submetidas ou ndo ao processamento dos grédos utilizando a ensiladeira New Pecuse, Nogueira
Maquinas e inoculadas ou ndo com Lactobacillus buchneri. O experimento foi conduzido
segundo o delineamento inteiramente ao acaso: 4 tratamentos x 2 tempos de amostragem (24
e 48 horas) x 3 repeti¢cdes. Os teores médios de MS e FDN foram, respectivamente 33,05% e
50,3%. Nos tempos de amostragem de 3 e 48h houve aumento na producdo de gas nos
tratamentos com o uso do processador de gréos, indicando que os danos fisicos dos grédos
permitiu 0 maior acesso dos microrganismos fermentadores. A digestibilidade da FDN néo se
alterou entre os tratamentos referentes ao processamento dos grdos e a utilizagédo de

inoculante proporcionou melhor digestibilidade de MS.

Palavras-chave: degradabilidade in vitro, Lactobacillus buchneri, processamento de gréo.



ABSTRACT

The experiment was conducted at the Laboratory of Animal Nutrition (LANA) of the
School of Agricultural and Veterinarian Sciences (FCAV) - UNESP (Jaboticabal) with the
objective of evaluating the in vitro digestibility of dry matter (DM) and neutral detergent fiber
(NDF), fermentation Kkinetics of corn silages using the Impacto Viptera hybrid (Syngenta ®)
submitted or not to grain processing using New Pecus® forage harvester, Nogueira Machines
and inoculation or not with Lactobacillus buchneri. The experiment was conducted according
to a completely randomized design: 4 treatments x 2 sampling times (24 and 48 hours) x 3
replicates. Values average of DM and NDF contents were 33,05% and 50,3%, respectively. In
the evaluation times 3 and 48h there was an increase in the gas production in the processed
grains treatments, indicating that the damage of the grain allows the easy access of the
fermenting microorganisms. Digestibility of NDF did not change among treatments, however

the use of inoculant provided better DM digestibility.

Keywords: in vitro degradability, Lactobacillus buchneri, grain processing.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores de carne bovina e sexto maior produtor de leite
do mundo, que segundo a EMBRAPA isso é resultado dos investimentos em tecnologia que
ndo so elevou a produtividade como também a qualidade dos produtos brasileiros.

As pastagens constituem a base da alimentacdo animal no Brasil, sendo fonte de
nutrientes para os ruminantes (Santos, 2012). No contexto da exploracéo pecuaria brasileira, a
estacionalidade de producdo de forragem tem sido considerada um dos principais limitantes
da producdo animal com base em pastagens, sendo caracterizada por variagfes na
disponibilidade e qualidade da forragem em resposta as alteraces nas condi¢des climaticas,
as quais ndo permitem que as plantas forrageiras tenham crescimento uniforme durante todo o
ano (Reis & Rosa, 2001). Com isso, produtores recorrem a alternativas para contornar esses
problemas.

Uma alternativa comum no pais € a conservacdo da forragem pela ensilagem, que
guando bem selecionada e armazenada podem alimentar o rebanho com baixo custo ao
produtor, muitas vezes até sem o uso conjunto de suplementa¢des com concentrados.

D’Oliveira & Oliveira (2014) definem:

“Silagem, por tanto, ¢ o produto resultante de um processo especifico
de anaerobiose, por acidificacdo do material vegetal verde, e que permite
seu armazenamento por longos periodos, conservando seu valor nutritivo. A
ensilagem é o processo que tem por objetivo a conservacdo de forragem
verde, com um valor nutritivo mais proximo do material original, e com
perdas minimas”.

Para obter uma silagem de qualidade, Silva et al. (2014) salientam que o conhecimento
sobre caracteristicas agronémicas e o valor nutritivo das espécies que se pretende conservar
sdo de fundamental importancia. Importante verificar se a espécie vegetal tem aceitacdo pelo
animal e as caracteristicas ideais de ensilabilidade, como teor de MS adequado (30 a 35%
MS) no momento do corte, alto teor de carboidratos soltveis e baixo poder tampéo (Reis et
al., 2008).

Devido a estes fatores, a silagem de milho é bastante utilizada sendo considerada como
o principal suplemento volumoso em rebanhos. E notério ter um conhecimento das
caracteristicas agronémicas e bromatologicas da planta a ser utilizada, pois estas

caracteristicas afetardo o valor nutritivo da forragem conservada. Um exemplo seria a escolha
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do estadio de maturidade do grdo, que de acordo com D’Oliveira & Oliveira, (2014), deve
estar entre a textura pastosa e farinacea dura (linha de leite entre 1/3 e 2/3 do gréo).

A colheita é realizada quando a planta inteira atinge o teor de matéria seca (MS)
desejavel, entre 30% e 35%. E considerado indesejavel o teor de MS abaixo de 30% por
apresentar uma menor quantidade de grdos e com isso eleva os teores de fibra e reduz os
teores de energia da silagem, como acima de 35% também é considerado indesejavel, pois ha
aumento da resisténcia da massa de silagem a compactacdo durante a sua confecgdo e assim
reduzindo sua densidade (Cruz et al., 2009). Outros beneficios do milho incluem a maior
capacidade de fermentacdo, alto valor energético e o seu cultivo poder ser totalmente
mecanizado.

O tamanho da particula (TP) deve ser considerado no momento da colheita em que o TP
¢ alterado por meio do processamento mecanico no qual ha a acdo de esmagamento e quebra
do grédo contido na planta de milho. Essas maquinas possuem um sistema de processamento
da fracdo por rolos esmagadores que séo regulados com uma abertura entre 1,0 a 5,0 mm
(Johnson et al., 1999). A importancia do TP se da quando as bactérias conseguem ter um
maior acesso aos nutrientes digestiveis do grdo e assim uma melhor digestdo pelo animal.

Estudos tém apontado que a utilizacdo de inoculantes bacterianos alteram o processo
fermentativo (Hu et al., 2009; Basso et al., 2014; Rabelo et al., 2018; Lara et al., 2018) e
podem ter efeito direto sobre a digestibilidade do amido. A adicdo de Lactobacillus buchneri
(bactéria acido-latica heterofermentativa) como inoculante, parece afetar os produtos finais da
fermentacdo e a disponibilidade do amido. Esta hipdtese foi primariamente suportada pelo
continuo aumento na concentracdo de 1,2-propanodiol (produto do metabolismo do acido
latico pelo L. buchneri) e N amoniacal no decorrer do periodo de armazenagem da silagem de
milho (Kleinschmit & Kung, 2006). Posteriormente, a maior disponibilidade do amido no
decorrer do periodo de armazenagem foi atribuida a degradacdo das zeinas hidrofobicas
causada pelo aumento da atividade proteolitica em silagens de grdos umidos de milho
(Hoffman et al., 2011).

2. OBJETIVO

Avaliar a digestibilidade in vitro da MS e FDN, cinética de fermentagéo de silagens de
milho, com e sem processamento de grédos, através da utilizacdo ou ndo de processador de
gréos acoplado a colhedora de forragens e o uso ou ndo de inoculante heterofermentativo

(Lactobacillus bucheneri).
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3. HIPOTESE
O processamento dos grdos associado ou ndo ao uso de inoculantes altera a
digestibilidade in vitro da MS e da FDN de silagens de milho.

4. JUSTIFICATIVA

Apesar dos avancos em pesquisas sobre a silagem de milho, observa-se uma
necessidade de novos estudos sobre 0 uso de maquinario para ensilagem com processador de
gréo acoplado, sobre o efeito na fermentacdo e posterior aproveitamento dos produtos dessa
fermentagdo pelos microorganismos ruminais. Assim como maior elucidagdo a respeito do
processamento dos grdos associado ao uso de inoculantes heterofermentativos. Sendo que,
esse maior aporte e disponibilidade de nutrientes advindos da fonte volumosa da dieta pode
permitir a formulacdo de dietas com menor utilizacdo de concentrado, e com isso pode-se

reduzir o custo alimentar.
5. REVISAO DE LITERATURA

5.1. Processo fermentativo da silagem

E fundamental que o processo de fermentacio seja eficiente durante todo o periodo de
armazenamento da silagem. Por isso deve-se submeter a forragem em um ambiente anaerdbio,
impedindo que ocorra a respiracdo celular e assim propicia condi¢cBes favoraveis para o
desenvolvimento de bactérias produtoras de acido latico (Thomic et al., 2003). Essas bactérias
produtoras de acido latico (BAL) reduzem o pH da forragem que foi ensilada fazendo com
que iniba a acdo de microorganismos e enzimas que possam causar perdas e deterioracéo.

A remocdo do oxigénio resulta em uma mudanca para o metabolismo anaerébico, no
qual h&a uma réapida proliferagdo de microorganismos com a producdo de produtos neutros e
produtos finais acidos. As bactérias mais ativas sdo as enterobactérias e BAL. Os produtos
finais acidos reduzem o pH da silagem e favorecem o crescimento de BAL mais tolerantes ao
meio acido. Quando o substrato ndo é limitante, as BAL dominam a fermentacdo, produzindo
acido lactico que acidifica a silagem até se obter um pH que suprime o crescimento de BAL e
assim resulta numa silagem estavel (Rooke & Hatfield, 2003).

Pode-se separar em 4 fases o processo de fermentacdo (Lugdo et al., 2011): Sendo que a
primeira seria a fase aerdbia, no qual ha a presenca de oxigénio. Comeca desde a colheita até
0 armazenamento e por isso deve ser feito rapido e termina quando todo o oxigénio se esgota.

Por isso a compactacdo deve ser eficiente nesta etapa, para que ndo se tenha muito oxigénio e
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ocorra pouca respiracao celular. A segunda fase deve ser anaerdbia, permitindo o crescimento
das bactérias iniciais como as heterofermentativas, enterobactérias e as BAL (que suportam
mais o acido acético e calor) e que apds 24 e 72 horas produzem &cido latico, gas carbonico,
etanol e acido acético. O acumulo destes &cidos faze com que o pH do meio diminua. Ja na
terceira fase ocorre a estabilidade da silagem, pois o processo fermentativo cessa com
algumas atividades minimas de BAL. E por fim, a quarta fase de deterioracdo aerdbia se da
inicio ap6s a abertura do silo. A exposicao da silagem, propicia a degradacdo do acido latico
pela acdo de leveduras, e assim o pH aumenta e ocorre a degradacdo dos nutrientes pela acéo
de bactérias aerdbias e fungos filamentosos. Nesta faz, a temperatura aumenta e a atividade de
decompositores também.

Agrupam-se em dois grupos as bactérias que fermentam acucares (carboidratos
solGveis) em 4&cido latico, ou seja, sdo agrupadas de acordo com o produto final da sua
fermentacdo (tabela 1). As homofermentativas (apenas produzem 4&cido latico) e as
heterofermentativas (além de &cido latico, substdncias como didxido de carbono, &cido

acetico, etanol, aldeido e diacetil) (Carr et al., 2002).

Tabela 1 — Exemplos de bactérias que produzem &cido latico em silagens

Homofermentativas Heterofermentativas
Enterococcus faecalis Lactobacillus brevis
Enterococcus faecium Lactobacillus buchneri
Lactobacillus acidiphilus Lactobacillus fermentum
Lactobacillus casei Lactobacillus viridescens
Lactobacillus coryniformis Leuconostoc mesenteroids

Lactobacillus curvatus
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus plantarum
Pediococcus acidilactici
Pediococcus cerevisiae
Pediococcus pentosaceus
Streptococcus bovis
Fonte: McDONALD et al., 1991

Em termos préaticos, o produtor pode enviar amostras das silagens para anélise
laboratorial ao decorrer do periodo de armazenamento para avaliar a qualidade atraves de
caracteristicas indicativas de silagens com valor nutritivo adequado (Tabela 2). Se isso ndo for
possivel, pode-se avaliar as silagens através da observacdo em campo de pardmetros como
contetido de gréos, cor, odor, umidade e tamanho da particula e atribuindo pontos. (D’Oliveira
& Oliveira, 2014).
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Tabela 2 — Caracteristicas indicativas para avaliacdo de qualidade de silagens

Parametro Valor adequado
pH 384242
Acido latico 6 a 8%
Acido acético <2%
Acido propibnico 0al%
Acido butirico <0,1%
N amoniacal (% de N total) <10%

Fonte: FERREIRA, 2001

5.2. Fibra em Detergente Neutro (FDN)

Weiss (1993), definem fibra como: 1) o componente estrutural das plantas; 2) a fracéo
menos digestivel do alimento; 3) a fracdo do alimento que ndo pode ser digerida pelas
enzimas dos mamiferos; e 4) a fracdo do alimento que promove a ruminacdo e a saude do
ramen.

E importante que a planta escolhida para a producio da silagem tenha fibras de melhor
digestibilidade. Ao se analisar o teor de FDN, é possivel determinar a quantidade total de fibra
do alimento. A FDN é o método que separa carboidratos estruturais daqueles ndo estruturais
presentes nas plantas, isolando assim os compostos quimicos considerados constituintes da
fibra (NRC, 2001).

Ter uma quantidade adequada de fibra (FDN dietética) é importante para a ruminacao,
fluxo de saliva, tamponamento ruminal, satde e funcionalidade da parede do rimen (FOX et
al., 1992). E necessario em vacas em lactacio obter teores apropriados de FDN para prevenir
a depresséo no teor de gordura do leite (Armentano & Pereira, 1997).

Cruz, (2009) afirma:

“Os teores de FDN variam conforme a espécie vegetal e o estadio
vegetativo. Normalmente, os teores de FDN nas leguminosas sd&o mais
baixos do que nas gramineas. Dentro da mesma espécie vegetal, as plantas
mais novas apresentam teores de FDN mais baixos, o que € facilmente
detectado com 0 maior consumo pelos animais”.

Segundo Allen (1997) as dietas devem ser formuladas com o objetivo de manter o pH
ruminal e que variacbes deste pardmetro devem ser minimizadas por meio do manejo

nutricional. Diferencas de porcentagem de matéria orgénica degradavel no rimen, nas dietas,
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podem influenciar o pH ruminal. De acordo com Allen (1997) a fibra tem uma grande
influéncia no pH ruminal, pois esta aumenta o efeito de mastigacéo, fluxo de saliva e dilui
componentes mais fermentaveis da dieta. Portanto a formulacdo de dietas baseadas na fibra
em detergente neutro (FDN) como uma porcentagem da matéria seca (MS) é recomendada
(NRC,2001).

5.3. Método In Vitro

Cada vez mais o setor agropecuario investe em pesquisas cientificas para a melhoria dos
sistemas de producdo. A melhoria do desempenho animal est4 ligada a sua nutricdo como a
digestibilidade e atuacéo do alimento no metabolismo do ruminante.

Entretanto, experimentos que formulam uma dieta visando suprir as necessidades
nutricionais e conseguir um maior desempenho com o animal apresentam alto custo e também
demora na obtencéo de resultados.

Por isso, foram sendo estudados e desenvolvidos técnicas laboratoriais, exemplo o
método in vitro, desenvolvida por Tilley & Terry (1963), como alternativa e também visando
0 bem estar animal por nao ser tdo invasivo. Estudos de calculo e composicdo bromatoldgica
dos alimentos sdo importantes junto a técnica, podendo assim calcular o valor nutritivo da
matéria utilizada.

Este método consegue estimar a degradacdo dos nutrientes por meio dos produtos finais.
Dentre as principais vantagens dos métodos in vitro, encontram-se o baixo custo, a rapidez na
obtencdo de resultados, o elevado controle ambiental e a possibilidade de se trabalhar com
grande numero de tratamento e baixas quantidades de amostra (Araujo, 2010). Sendo que é o
método que mais se aproxima do in vivo, tanto nos processos digestivos do rimen como
também nos valores de digestibilidade (Silveira, 2006).

Segundo Lemos (2011, apud Lopez, 2005):

“A digestibilidade é medida por gravimetria de desaparecimento do
substrato quando o alimento é incubado na presenca de conteddo ruminal
diluido em uma solugdo tampdo, sendo que um periodo de incubagéo de 48
horas tem sido sugerido para as técnicas gravimétricas como o tempo total
ideal para uma melhor precisdo das estimativas de digestibilidade”.

Theodorou et al. (1994), dizem que esta técnica por meio da medida dos gases (CO2 e

CH4) que sdo produzidos pela fermentacdo dos carboidratos, pode-se estimar o valor
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nutricional do alimento em analise, e avaliar sua cinética de fermentacdo no decorrer das

horas de avaliacao.

5.4. Inoculantes bacterianos

A silagem ¢é preservada pela fermentacdo acida e as bactérias homofermentativas séo
desejaveis, entretanto outros microrganismos causam fermentacdo ineficiente e podem levar a
silagem a deterioracdo (McDonald et al, 1991).

A planta de milho apresenta caracteristicas desejaveis ao processo de ensilagem,
entretanto, apos a abertura dos silos, a silagem torna-se susceptivel a deterioracdo pela
presenca de &cido latico e alta concentracdo de nutrientes, os quais sdo utilizados como
substrato para o desenvolvimento, principalmente, de leveduras, bactéria aerobias e fungos
filamentosos, causando a deterioracdo da silagem, o que afeta o consumo e desempenho
animal (Salvo et al., 2013). Lara et al. (2015) e Basso et al. (2012) ao utilizarem inoculante
em silagem de milho, indicaram melhora no valor nutricional e na estabilidade aerdbica.

O uso de inoculantes tem demonstrado ser eficiente em acelerar o processo de
fermentacdo e reduzir a perda de nutrientes, melhorando desta forma o valor nutritivo de
silagens (Mahanna, 1993). Ao serem adicionados no processo de ensilar, resultam em uma
rapida e intensiva producdo de acido latico acelerando a queda do pH, melhorando a
preservacdo e minimizando perdas (Pitt, 1990 e Weinberg et al., 1995). Estes aditivos
apresentam as seguintes vantagens: facilidade de uso, ser seguro, ndo ser corrosivo, ndo poluir
0 meio ambiente e conservar naturalmente o produto (Filya et al., 2000).

Os inoculantes que contém microrganismos L. buchneri tem como finalidade a
producdo &cido latico e acético. Embora, o Gltimo acido seja mais fraco que o primeiro,
tornando menos eficiente para garantir a fermentacdo exclusivamente latica, este tem duas
funcBes adicionais, melhorar a estabilidade aerdbica e inibir o crescimento de leveduras apds
a abertura do silo (Driehuis et al., 1999). Nos trabalhos de Basso et al. (2012) e Salvo et al.
(2013), as silagens tratadas com L. buchneri foram mais estaveis do que a silagem sem o
tratamento (controle).

No entanto, a digestibilidade da MS pode néo ser afetada ao se utilizar o L. buchneri,
como relataram Rabelo et al. (2017), contrario a Basso et al. (2014) onde a digestibilidade da
MS foi menor ao se utilizar inoculante. Salvo et al. (2013) observaram que a digestibilidade
da MS foi maior em resposta a inoculagéo. Ja a digestibilidade da FDN néo foi alterada ao se
comparar silagens com inoculante e sem inoculante (Rabelo et al., 2017; Basso et al., 2014;
Basso et al., 2018; Salvo et al. 2013).
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Local e época

O processo de ensilagem, ensaio in vitro, bem como todas as anélises laboratoriais,
foram conduzidos no Laboratorio de Forragicultura e Pastagens e no Laboratorio de Nutrigcdo
Animal, ambos do Departamento de Zootecnia da UNESP/FCAV Campus de Jaboticabal, SP,
durante o periodo de Janeiro a Outubro de 2018.

6.2. Tratamento e processo de ensilagem

Foram utilizados silos experimentais feitos com tubos de PVC com capacidade de 5L,
com a silagem compactada por soquetes de madeira, visando obter-se uma massa especifica
préxima a 600 kg/m?® de matéria natural. Para a producao da silagem foi utilizado o hibrido de
milho Impacto Viptera (Syngenta®), colhido a 2/3 da linha de leite no grdo, o que
corresponde a aproximadamente 35% de MS em toda a planta, respectivamente. Apds a
colheita, parte do milho foi ensilado com L. buchneri CNCM 1-4323 (Lallemand Animal
Nutrition, Goiénia, GO, Brasil) em uma concentragio de 1 x 10° unidades formadoras de
colénia (ufc)/g de forragem, e outra parte permaneceu sem a adi¢cdo do inoculante (controle).
O inoculante foi diluido em &gua destilada (5 L/t) e aplicado sobre a forragem com auxilio de
borrifador manual sob constante homogeneizacdo da forragem. A mesma quantidade de dgua
foi aplicada sobre a forragem do tratamento controle. Estes foram identificados, lacrados,
pesados, armazenados sob temperatura ambiente e abertos apds 150 dias de armazenagem, 0S
silos foram abertos, as silagens amostradas, secas em estufa com circulacdo de ar a 65° C e

moidos a 1 mm.

6.3. Fermentacdo ruminal em condicdes in vitro

Os tratamentos testados foram: 1) Com processador de grdos e sem inoculante (CPSI);
2) sem processador de gréos e sem inoculante (SPSI); 3) com processamento de grdos e com
inoculante (CPCI); 4) sem processamento de grdos e com inoculante (SPCI). A colheita do
milho foi realizada de forma mecanizada, parte com a ensiladeira New Pecuse, Nogueira
Maquinas, contendo processador de grdos, e outra parte com a ensiladeira sem processador de
graos.

A cinética de producdo de gas in vitro (Theodorou et al., 1994) e o pH foram avaliados
em uma rodada e em outra rodada avaliou-se a digestibilidade da MS e FDN, seguindo as
metodologias descritas por Mauricio et al. (1999). As amostras (0,5 g), em triplicata, foram

colocadas em frascos de vidro com capacidade de 125 mL. No dia da incubacgéo, a solucéo
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tampéo preparada de acordo com Goering & Van Soest, (1970) foi continuamente infundida
com CO. em frascos volumétricos mantidos em banho-maria a 39°C por 30 minutos.
Posteriormente, a solucdo redutora foi adicionada aos frascos volumétricos sob continua
infusdo de CO». O liquido ruminal utilizado na anélise in vitro foi colhido pela manh& por
meio da canula ruminal de dois ovinos mesticos adaptados a dieta (silagem de milho). O
liquido ruminal foi colhido em garrafas térmicas pré-aquecidas e filtradas por meio de duas
camadas de gazes. Em seguida, o liquido ruminal foi misturado e adicionados aos frascos
volumétricos na proporcéo de 1 parte de liquido ruminal e 4 partes da solucdo tampdo sob
continua infusdo de CO,. Apobs este procedimento, 50 ml da solucdo tamponada do in6culo
ruminal foi adicionada as garrafas utilizando-se um dispensador automatico. Entéo, os frascos
foram aspergidos com CO», imediatamente tampados com rolha de borracha siliconada e
colocados em banho-maria a 39° C. Foram incubados dois frascos “brancos”, apenas com
inéculo e solucdo tampdo, quantificando-se assim a producdo de gases oriunda da
fermentac&o produzida pelo indculo.

Na primeira rodada a pressdo do gas produzido dentro das garrafas foi mensurada ap6s
3,6,9, 12, 24 e 48 horas de fermentacdo, utilizando-se um transdutor de pressao conectado a
um datalogger modelo “GN200”. Com 24 e 48 horas de fermentagdo foram retiradas
triplicatas de cada tratamento e realizadas as leituras de pH. As leituras de pressdo de gas
foram convertidas para volume de gas utilizando-se a equacdo especifica para as nossas
condicdes laboratoriais (EqQ. 1).

V (mL) = (5,4766 x P) + 0,0934 Q)

em que V é o volume de gas e P € a pressdo mensurada em psi.

A producdo de gas bruta foi ajustada pela subtracdo da producéo de gas dos brancos
(garrafas contendo somente o indéculo ruminal tamponado) e também ajustada
proporcionalmente por um fator obtido de uma amostra padrdo (feno de Tifton 85) com
conhecida composicado quimica e producdo de gas. A producdo de gas foi expressa em mL/g
de matéria organica (MO).

Na segunda rodada, para analise da digestibilidade da MS e FDN foram retirados 0s
frascos em triplicata nos tempos 24, e 48h as mesmas foram obtidas por diferenca de peso das
amostras, antes e depois de incubadas. Os residuos de fermentacdo foram obtidos por meio de
filtragem do conteudo dos frascos em sacos ankom® F 57, previamente pesados, secagem por
24h em estufa a 105°C e pesagem para o posterior calculo dos valores da digestibilidade da
matéria seca (DMS). Apds, foram alocados no equipamento Ankom200 Fiber Analyzer

(Ankom Technology, Fairport, NY) com solucdo detergente neutro (Van Soest, 1994) e
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mantidos durante 1 hora a 100°C. O residuo de fibra foram lavados3 vezes em &gua quente
(100 ° C) por 5 minutos, lavados em acetona e secos em estufa a 105 °C durante 24 h e depois
pesados para o posterior calculo dos valores da digestibilidade in vitro da FDN (DFDN).
Também avaliaram-se os teores de MS e FDN das silagens utilizadas nos respectivos
tratamentos, para posterior calculo da DMS e DFDN.

A incubacdo in vitro consistiu na utilizagdo de 30 garrafas na primeira rodada: 4
tratamentos x 2 tempos de amostragens x 3 repeti¢cdes, mais 4 garrafas em branco e 2 garrafas
padrdo (feno) e 24 garrafas na segunda rodada: 4 tratamentos x 2 tempos de amostragensx 3

repeticoes.

6.4. Delineamento experimental e andlise estatistica

As avaliacOes in vitro foram conduzidas sob um delineamento inteiramente ao acaso
considerando as garrafas (n = 3) como repeticdes. Os dados foram analisados pelo
procedimento MIXED do SAS (v. 9,4). Os substratos utilizados na incubacao e os tratamentos
avaliados foram considerados efeitos fixos.

Diferencas entre médias foram comparadas pela op¢do PDIFF do LSMEANS, o qual é
baseado na diferenca minima significativa do teste de Fisher. Diferencas significativas foram

declaradas a 5% de significancia.
7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3 sdo apresentados os dados dos teores de matéria seca (MS), matéria
mineral (MM), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN) dos alimentos,
expressos em porcentagem na matéria seca. Estes dados estdo proximos aos valores obtidos
por Moreira (2010) que registrou 33,56% de MS, 8,58% PB e 48,39% FDN e por Marafon
(2013) com 34,30% de MS, 6,4% PB, 41,07% FDN e 3,84% de MM.

Tabela 3. Teores de matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), fibra em
detergente neutro (FDN) dos alimentos, expressos em porcentagem na matéria seca.

Tratamento/ Silagem MS (%) MM (%) PB (%) FDN (%)
1-CPsI 32,8 3,38 8,92 51,0
2 - SPSI 33,4 3,42 8,94 49,7
3-CPClI 32,5 3,39 8,92 51,0
4 - SPCI 33,5 3,41 8,93 49,5

CPSI = com processador de gréos e sem inoculante; SPSI = sem processador de gréos e sem
inoculante; CPCI= com processador de grdos e com inoculante; SPCI= sem processador de
gréos e com inoculante.
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Champion (2010) apresenta que a colheita da planta de milho com teor de matéria seca
entre 30 a 35%, por meio de sua composi¢do fisica morfoldgica, apresenta aproximadamente
56% de conteudo celular e 44% de parede celular, Marafon (2013) concluiu ser um alimento
com alta digestibilidade. Em trabalhos realizados por Johnson et al. (1999) e Nussio et al.
(2001) o aumento da matéria seca aumenta a capacidade de consumo e producdo de leite,
sendo que as MS de 30 a 36% propiciou condi¢cdes adequadas para a fermentagdo e
preservacdo dos nutrientes da forragem.

Os valores de FDN obtidos estiveram entre 49,5% e 51% que é considerado uma
porcentagem valor adequado para se garantir o consumo e a digestibilidade das silagens de
milho. Segundo Rodrigues et al. (2004) valores de FDN acima de 55% sé&o considerados altos
nas avaliacGes de valor nutritivo de silagens de milho.

Os valores de pH em 24 e 48 horas de fermentacdo de silagem de milho (Tabela 4) em
todos os tratamentos (T1 CPSI, T2 SPSI, T3 CPCI e T4 SPCI) ndo apresentaram diferencas
estatisticas tanto no tempo de 24 horas com valores de pH (6,87; 6,89; 6,90; 6,86
respectivamente) quanto no tempo de 48h (6.73; 6.74; 6.70; 6.79 respectivamente).

Tabela 4. Valores de pH em 24 e 48 horas de fermentacdo de silagem de milho no estudo in
vitro.

Tratamento/ Silagem pH 24h pH 48h
1-CPSI 6,87 £ 0,018 A2 6,73+ 0,018 A
2 - SPSI 6,89 + 0,018 A2 6,74 + 0,018 A°
3-CPCI 6,90 + 0,018 A 6,70 + 0,018 A°
4 - SPCI 6,86 + 0,018 A 6,79 + 0,018 A°

CPSI = com processador de grdos e sem inoculante; SPSI = sem processador de grdos e sem inoculante; CPCl=
com processador de grdos e com inoculante; SPCI= sem processador de grdos e com inoculante. *Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, maitscula na coluna e mindscula na linha, pelo
teste PDIFF a 5% de probabilidade.

As médias dos valores de pH obtidas nos tratamentos em ambos os tempos se
mostraram dentro da amplitude adequada de pH ruminal, préximo a neutralidade considerada
por diversos autores. A faixa de pH para que a atividade microbiana ocorra normalmente no
ramen é de 6,7£0,5 (Van Soest, 1994). Valores abaixo de 6,2, levam a reducdo na digestdo da
fibra devido a sensibilidade das bactérias fibrioliticas e o ponto 6timo de digestdo da fibra
ocorre em valores de pH entre 6,7 e 7,1 (@rskov, 1998). Valores de pH préximos ao neutro,
aumenta o crescimento de microrganismos metanogénicos (Janssen, 2010).

Beleosoff (2013) afirma que os valores de pH nas producdes in vitro devem se manter
entre 6,2 e 6,8 e que a solucdo tampéo produzida é importante para evitar o declinio do pH

uma vez que isso normalmente ocorre no rumen quando hd a ingestdo de alimentos
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rapidamente degradaveis. Para Navarro-Villa et al. (2011), a metodologia in vitro possui um
tamponamento forte e assim ndo permite que o pH possa reduzir.

Silagens apresentam um valor de pH variando de 3,5 a 5,0, enquanto que forragem
fresca e fenos valores proximos a 6,0 (Reis et al., 2008). Portanto, a silagem no rimen sofre
uma elevacdo do pH, chegando a valores préximos a 6,0 e assim pode requerer maiores
quantidades de substancias tamponantes, diferente das dietas a base de forragem fresca e feno
que ndo requerem o uso desses compostos na mesma intensidade (Weiss et al., 2003). Reis et
al.(2008), enfatizam que o pH do rumen ndo se relaciona com a acidez das silagens, pois 0
ramen possui um efeito tamponante e assim ajustando os valores de pH. Rooke (1995)
também cita essa ndo relacdo ja que a saliva pode neutralizar a acidez proveniente da
forragem consumida.

No trabalho de Cabral (2002), os valores de pH na silagem de milho iniciaram com pH
7,0 e ao longo do tempo uma diminuicdo, chegando ao pH de 6,07 no tempo de 8 horas. Essa
queda do pH ruminal € relacionada ao aumento da producdo de acidos totais e &cido latico,
devido a répida fermentacdo dos carboidratos ndo fibrosos (CNF) e alteracdo microbiana
incluidos em quantidades elevadas na dieta (Cabral, 2002). Esse aumento da acidez no rumen
requere quantidades adicionais de substancias tamponantes para manter o pH ruminal (Reis et
al., 2008).

Houve diferenca estatistica em relacdo a uma diminuicdo do pH no tempo de 48h
comparado ao tempo de 24h, que de acordo com Williams et al. (2010) essa diminuicédo
provavelmente ocorreu devido a producdo de AGCC na fermentagdo ruminal.

Na Tabela 5 encontram-se os resultados em porcentagem da digestibilidade da matéria
seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro (DIVFDN) nos tempos de 24 e 48 horas de
fermentacdo. Onde a DIVMS aumentou no tempo de 48h e a DIVFDN diminui no tempo de
48h. 1Isso ocorreu porque o alimento é degradado pelas bactérias presentes, sendo 0s
carboidratos sollveis rapidamente degradados, restando a parte fibrosa, que € parcialmente
degradavel, em funcéo do contetido de FDNi lignificado.
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Tabela 5. Digestibilidade da matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro
(DIVFDN) em 24 e 48 horas de fermentacéo de silagem de milho.

Tratamento/ DIVMS (%) DIVFDN (%)
Silagem
24h 48h 24h 48h
1-CPSI 46,74 + 1,501 ° 57,40 + 1,501 C 31,00+ 10954  27.36+1095A
2 - SPSI 41,94+ 1501 ¢ 61,03 + 1,501 B 3363+1005A 26,87 +1,005A
3-CPCI 4553+ 15018 6304+150178  3168+1095A  2714+1095A
4-SPCI 52,76 + 1,501 A 66,14 + 1,501 A 33.81+10954  27.84+1095A

CPSI = com processador de grdos e sem inoculante; SPSI = sem processador de gréos e sem inoculante; CPCl=
com processador de grdos e com inoculante; SPCI= sem processador de grdos e com inoculante. *Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na coluna, pelo teste PDIFF a 5% de
probabilidade.

Ao se fazer uma média geral dos valores de DIVMS (%) (de todos os tratamentos), as
amostras colhidas no tempo de 24 horas apresentaram média de 46,74% onde apenas 0S
tratamentos 1 (CPSI) e 4 (SPCI) estiveram acima deste valor, ou seja, com 46,74% e 52,76%
respectivamente. Ja no tempo de 48 horas, observou-se média de 61,90% nos tratamentos 3
(CPSI) e 4 (SPCI) estiveram acima, com 63,04% e 66,14% respectivamente. O tratamento 4
(SPCI) foi o unico que se manteve acima da média nos dois tempos de fermentac&o.

Ao se comparar o0s valores dos tratamentos nos dois tempos com ou sem a adi¢do de
inoculante, o que apresentou maior DIVMS foi 0 com a adi¢do de inoculante (SPCI) e menor
DIVMS sem o uso de inoculante (CPSI). O que induz afirmar que o uso de inoculante na
silagem pode melhorar a digestibilidade da MS. Guim et al. (1995), Patterson (1993, apud
Woolford (1999) e Salvo et al. (2013) relataram melhoras na digestibilidade das silagens com
0 uso de inoculantes. Contrario a Sanderson (1993), Morais et al. (1996) e Rodrigues et al.
(2002) que ndo relataram efeito da utilizacdo de inoculantes na silagem e a Rabelo et al.
(2018) que relataram diminuigdo na DIVMS com o uso de inoculante.

As amostras avaliadas no tempo de 24h, a DIVMS utilizando o processador de grédos
com a adicdo ou ndo de inoculante apresentaram os mesmos valores. Entretanto, no tempo de
48h, a adicdo de inoculante propiciou maior valor de digestibilidade.

Em relacdo a DIVFDN, os valores entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente,
isso ocorreu nos dois tempos (24h e 48h). A digestibilidade da FDN é um parametro
importante na qualidade do alimento volumoso, pois h& grande variacdo em sua
degradabilidade ruminal, estando relacionada com a fragdo potencialmente digestivel e da
taxa de digestdo ou passagem (Silva & Bernardes, 2004), o que influencia de forma direta o
desempenho animal (Perez, 2000).
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Na Tabela 6 encontram-se 0s resultados da producdo de gas em mL/g de matéria
organica (PGMO) e em mL/g de matéria seca (PGMS), producéo relativa a 48h (PR48h) e a
taxa de producao por hora (TPh) em 3, 6, 9, 12, 24 e 48 horas de fermentacdo de silagem de
milho. Os dados referentes a producdo de gas em relacdo a quantidade de matéria organica,

podem ser visualizados nas Figura 1.
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Figura 1. Producdo de gas em mL/g de matéria organica (MO) em 48 horas de fermentacédo de
silagem de milho dos seguintes tratamentos: 1- com processador de grdos e sem inoculante
(CPSI); 2 - sem processador de grdos e sem inoculante (SPSI); 3 - com processador de graos e
com inoculante (CPCI); 4 - sem processador de graos e com inoculante (SPCI).

25



Tabela 6. Producdo de gas em mL/g de matéria organica (PGMO) e em mL/g de matéria seca
(PGMS), producéo relativa a 48h (PR48h), e taxa de producgéo por hora (TPh) em 3,6,9,12,24

e 48 horas de fermentacéo de silagem de milho.

Tratamento /

Silagem Tempo PGMS PGMO PR48h TPh
1-CPsI 3 38,10 + 1,660 A 78,66 + 3,426 A 0,604 + 0,025 ~8 12,70 £ 0,29748
2-SPSI 3 3304+1660°  6820+3426° 0,538 +0,0258 11,01+ 0,297 €
3-CPCI 3 3576+166078  73,82£3,426%8 0,552 + 0,025 11,92 +0,2978
4-SPCI 3 3800+1660A  80,30%3,426% 0,665+0,025~ 12,97 +0,297
1-CPSI 6  3449+1660~  71,19+34267 0,548 £ 0,0258 575+ 0,297 A
2 - SPSI 6  3305:1660A  6823+3426A 0,538+ 002548 551 +0,297 A
3-CPCI 6 32,91+ 1,660 A 67,94 £ 3,426 A 0,507 + 0,025 B 5,49 £ 0,297 4
4-SPCI 6  3444+1660~  7109+3426A 0,588 £0,025A 574 +0,297A
1-CPSI 9 2774+1660A  57,27+34264 0,442 +0,0258 3,08 + 0,297 A
2 - SPSI 9 28,69 + 1,660 A 59,23 + 3,426 A 0,467 + 0,025 AB 3,19+£0,297 A
3-CPCI 9 279141660~  57.61+34267 0,431+0,0258 3,10+ 0,297 A
4-SPCI 9  3080+1660A 635834264 0,525+0,025A 3,420,297 A
1-CPSI 12 24.76 + 1,660 A 51,12 + 3,426 A 0,393 +£0,025 B 2,06 +£0,297 A
2-SPSI 12 2524+1660~  5210+3426A 0,411+0,025/8 2,10+ 0,297 A
3-CPCl 12 2407+1660A 49,693,426 A 0,373+00258  2,01+0,297 A
4-SPCI 12 2764+1660~  57.06+3426A 0,477 +0,025A 2,30 +0,297 A
1-CPSI 24 4178+1660°  86,24+3426° 0,659+0025¢  1,74+0,297 A
2-SPSI 24 4327+166078 89,33 %3426 8 0,703+ 0,025B¢ 1,80+ 0,297 A
3-CPCI 24 4687+1660~ 96,76 %3426 0,729+0,0258 1,95+ 0,297 A
4-SPCI 24 4676+1660A  9653+3,4267 0,802+0,025A  1,95+0,297 A
1-CPSI 48 63,10+ 1,660 A8 130,26 + 3,426 A8 1,31+0,297 A
2-SPSI 48 5142+1660°° 126,79 +3,42678 1,28 + 0,297 A
3-CPCI 48 64,49+ 1,660A 133,12 £ 3,426 A 1,34 £ 0,297 A
4 - SPCI 48 59,03 + 1,660 B 121,86 + 3,426 B 1,23+ 0,297 A

CPSI = com processador de grdos e sem inoculante; SPSI = sem processador de gréos e sem inoculante; CPCl=

com processador de grdos e com inoculante; SPCI= sem processsador de grdos e com inoculante. *Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na coluna, pelo teste PDIFF a 5% de
probabilidade.

As analises dos dados mostraram que no primeiro tempo de 3 horas a producdo foi
maior em relacdo ao proximo tempo de 6 horas, observando diminuigdo até o tempo de 12
horas. A partir das 12 horas ha um aumento significativo até a fase final de 48 horas. A
relagdo propianato/acetato, segundo Beuvink & Spoelstra (1992), pode interferir no volume
de gases produzidos, onde a maior producéo de acetato favorece a producéo de gases. Existe
uma interacdo entre os acidos graxos volateis e o0 meio de cultura (tamp&o), em que o
decréscimo no pH favorece a producdo de propionato e, consequentemente, reducdo na

producdo de gases.
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Blummel et al. (1997) relatam que substratos que produzem mais acetato (concentragao
maior de fibra em sua composi¢do bromatol6gica) produzem maior quantidade de gases
quando comparados aos substratos ricos em amido 0s quais proporcionam maior producédo de
propionato e, consequentemente, menor producéao de gases.

As analises dos dados das Figuras 1 e 2 evidenciaram dois picos de producdo de gases
em todos os tratamentos. Tem-se um no tempo de 3h e outro as 48h, que segundo Mauricio et
al. (2003) esta relacionado com a fermentacdo dos carboidratos sollveis (prontamente
disponiveis) na fase inicial da fermentacdo e a fermentacdo dos carboidratos fibrosos
posteriormente. A degradacdo dos carboidratos fibrosos ocorre de forma mais lenta, devido
aos fatores de adesd@o e colonizagé@o bacteriana, bem como o teor de lignificacdo da parede
celular (Pbssas et al. 2015).

A queda da producdo de gases entre os tempos de 3h e 12h se deve ao fim dos
carboidratos sollveis e amido.

As maiores taxas de producdes relativas a 48h (PR48h) foram nos tempos fermentativos
de 3 e 24 horas (onde apresentam diferencas estatisticas entre os tratamentos) sendo que a
menor foi no tempo de 12 horas, o que se justifica os maiores e menores picos de producéo de
gés.

Em relacdo as taxas de producdo por hora (TPh), estas foram maiores no primeiro
tempo de 3 horas e nas horas conseguintes os valores foram decrescendo.

A andlise dos dados da Tabela 6 mostra que até o tempo final de 48h as producgdes de
gases demonstraram crescimento sem indicio de estabilizacdo, o que indica que 48h ndo
foram suficientes para a degradacgdo de todos 0s nutrientes disponiveis e degradaveis.

No tempo de 3h, o tratamento CPSI apresentou maior producdo de gas de MS e MO
comparado com o tratamento SPSI. Isto indica que o uso do acessério processador de graos
possibilitou maiores danificacdes no pericarpo, rompendo a barreira fisica entre 0 meio
externo e o endosperma dos gréos (Marafon, 2013) e assim permitindo maior contato dos
microrganismos fermentadores com os carboidratos de reserva (Neumann et al., 2002), com
isso aumentando a fermentacgdo e producdo de gas.

Observa-se que as producfes de gases avaliadas em relacdo a MO foram superiores as
observadas com base na MS, uma vez que a producdo cumulativa de gases oriundos da MS
computa cinzas, fracdo que ndo contribuem para a producao de gases (Pereira et al., 2005).

Na tabela 7 é apresentado a producdo de gas total em mL/g de matéria orgénica

(PGMO) e em mL/g de matéria seca (PGMS), em 48 horas de fermentacdo de silagem de
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milho. A PGMS ndo diferenciou estaticamente entre os tratamentos, 0 mesmo aconteceu com
PGMO.

Tabela 7. Producédo de gas total em mL/g de matéria organica (PGMOQO) e em mL/g de matéria
seca (PGMS), em 48 horas de fermentacédo de silagem de milho.

Tratamento / Silagem PGMS PGMO
1-CPSI 230+11,734 475+ 2421°
2 - SPSI 225+11,734 464 + 24,21 A
3-CPCI 232 +11,73 4 479 + 24,21 A
4 - SPCI 238+ 11,734 490 24,217

CPSI = com processador de gréos e sem inoculante; SPSI = sem processador de grdos e sem inoculante; CPCl=
com processador de grdos e com inoculante; SPCI= sem processador de grdos e com inoculante. *Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na coluna, pelo teste PDIFF a 5% de
probabilidade.

Apesar de ndo haver diferencas estatisticas na fermentacdo da MS e MO total,
observaram-se diferencas nos tempos 3, 24 e 48h de avalicdes. Especificamente no tempo 3
observou-se que os tratamentos SPSI apresentou menores valores tanto na PGMS e PGMO,
quanto na taxa de produgdo por hora (TPh), observou-se também no tempo 24h maior
producéo dos tratamentos CPCI e SPCI. Esses maiores valores de fermentagdo observada nos
tratamentos cujas silagens foram inoculadas pode ser relacionado com a melhor conservacgédo
da forragem devido ao uso de inoculantes, uma vez que o mesmo possui 0 objetivo de
minimizar as perdas decorrentes da ensilagem, otimizar o processo fermentativo, reduzir a

deterioragdo aerdbia e aumentar o valor nutritivo (Harrison & Blauwiekel, 1994).

8. CONCLUSAO

A utilizacdo de inoculante propiciou maiores valores de digestibilidade de MS nos dois
tempos avaliados.

A digestibilidade da FDN foi igual nas silagens avaliadas.

De modo geral, a utilizacdo do processador de grdos ndo afetou a producdo de gés,

exceto nos tempos 3h e 48h e afetou a DIVMS nos tempos avaliados (24h e 48h).
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