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RESUMO

Obijetivou-se por meio desse trabalho avaliar a adi¢do de protease em silagem de gréo de milho
reidratado, fornecido como base alimentar para vacas leiteiras observando seus efeitos sobre o
consumo e digestibilidade de nutrientes e metabolismo ruminal. O trabalho foi conduzido na
propriedade “Nossa Senhora Abadia”, localizada no municipio de Douradina no Estado de
Mato grosso do Sul. Foram utilizadas oito vacas Jerseis (432,91 Kg) com 45+ 5 dias de lactacéo,
seguindo um duplo quadrado latino 4x4. As dietas experimentais foram: 1- CONTROLE (Dieta
Basal), 2- SGR-0 (silagem de gréo reidratado de milho sem adicao de protease), 3- SGR-500
(incluséo de 500 g/t de protease na silagem), 4- SGR-1000 (inclus&o de 1000 g/t de protease).
A duracdo total do tempo experimental foi de 82 dias, onde cada periodo de 18 dias foi
composto de 14 dias de adaptacdo e 4 de coleta de dados e avaliou-se 0 consumo e a
digestibilidade de matéria seca e nutrientes, bem como a fermentacdo ruminal, o balanco de
nitrogénio, sintese de proteina microbiana e producdo de leite. Houve diferenca significativa
(P<0,05) entre a dieta controle (584,43) e a silagem de gréo reidratado (SGR) (618,58) para a
digestibilidade de MS, sendo que a utilizacdo da silagem melhorou a mesma, além disso quando
incluiu enzima protease nas silagens houve aumento significativo da digestibilidade de matéria
seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB) e fibra de detergente neutro (FDN).
Houve efeito (P<0,05) dos tratamentos sobre os pardmetros ruminais produgdo de AGV’s,
metano, nitrogenio amoniacal e pH para a SGR, resultantes principalmente pelo aumento da
digestdo de amido e no teor de NDT das dietas. As vacas que consumiram silagem com maiores
doses de protease aumentaram significativamente a producdo de acetato e propionato. A
silagem de gréo reidratado foi melhor que a dieta controle (Mcal/dia) em todos os parametros
de eficiéncia produtiva (Producdo de Leite=22.43) e (Energia Corrigida=22.34), que aumentou
linearmente de acordo com as doses de protease. Conclui-se que o0 uso de silagem de grdo de
milho reidratados e/ou com enzima protease na alimentacdo de vacas leiteiras melhora
digestibilidade e produtividade dos nutrientes e metabolismo sem modificar a composicao

quimica.

Palavras-chave: Aditivo enzimatico; Digestibilidade; Ensilagem; Metabolismo.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the addition of protease in rehydrated corn grain
silage, provided as a food base for dairy cows, observing its effects on the consumption and
digestibility of nutrients and rumen metabolism. The work was carried out on the property
“Nossa Senhora Abadia”, located in the municipality of Douradina in the state of Mato Grosso
do Sul. Eight Jersey cows (432.91 kg) with 45+5 days of lactation were used, following a 4x4
double latin square. The experimental diets were: 1- CONTROL (Baseline Diet), 2- SGR-0
(rehydrated corn grain silage without protease addition), 3- SGR-500 (inclusion of 500 g/t of
protease in the silage), 4 - SGR-1000 (inclusion of 1000 g/t of protease). The total duration of
the experimental time was 82 days, where each period of 18 days was composed of 14 days of
adaptation and 4 of data collection and the consumption and digestibility of dry matter and
nutrients, as well as rumen fermentation were evaluated. , nitrogen balance, microbial protein
synthesis and milk production. There was a significant difference (P<0.05) between the control
diet (584.43) and rehydrated grain silage (SGR) (618.58) for DM digestibility, and the use of
silage improved it, in addition to Furthermore, when the protease enzyme was included in the
silages, there was a significant increase in the digestibility of dry matter (DM), organic matter
(OM), crude protein (CP) and neutral detergent fiber (NDF). There was an effect (P<0.05) of
the treatments on the ruminal parameters VFA production, methane, ammonia nitrogen and pH
for SGR, resulting mainly from the increase in starch digestion and TDN content of the diets.
Cows that consumed silage with higher doses of protease significantly increased the production
of acetate and propionate. Rehydrated grain silage was better than the control diet (Mcal/day)
in all productive efficiency parameters (Milk Production=22.43) and (Corrected
Energy=22.34), which increased linearly with protease doses. It is concluded that the use of
rehydrated corn grain silage and/or with protease enzyme in the diet of dairy cows improves
digestibility and productivity of nutrients and metabolism without modifying the chemical

composition.

Keywords: Enzyme additive; Digestibility; Silage; Metabolism.



1. CONSIDERACOES INICIAIS

Dado o cenario que se desenha, o setor lacteo nacional apresenta dificuldade para gerar
excedentes de producdo devido a queda nos precos e piora da rentabilidade em toda a cadeia
produtiva. Em 2020, o ano de inicio da pandemia da Covid-19, a disponibilidade de leite no
Brasil aumentou 2,8%, no entanto desde janeiro de 2020, o custo de producdo de leite tem
apresentado trajetdria de crescimento, de acordo com a EMBRAPA, produzir leite ficou 34,6%
mais caro. Entre os grupos de insumos que compdem o indice, as maiores participacdes estao
relacionadas a dieta do rebanho: Alimentacdo Concentrada e Producdo e Compra de
Volumosos, que, juntos, representam 61,7% do indicador (ZAGONEL2021).

O milho é o principal concentrado energético utilizado para a alimentacdo de vacas
leiteiras, entretanto a industria no Brasil utiliza um hibrido duro, com forte matriz proteica que
recobre os granulos de amido, limitando assim o ataque microbiano no rumen, diminuindo
também a acdo enzimatica no intestino delgado (MENEZES et al., 2017). O uso de se ensilar
grdos Umidos de milho é uma alternativa a fim de melhorar o armazenamento de grdos na
propriedade rural, elevar a digestibilidade em relacdo ao milho seco, podendo favorecer as
carateristicas fermentativas.

O uso de silagem advindos de gréos reidratado surge como um incremento de producao
para aumentar potencialmente o aproveitamento do amido, influenciando na reducédo de perdas
e potencializando o desempenho animal, além disso é capaz de ser produzida durante todo o
ano (SILVA et al., 2020), permitindo aos produtores a compra de grandes quantidades nas
épocas do ano que apresentam os precos mais baixos, se beneficiando da economia (AVILA et
al., 2018). A reidratacdo de milho consiste em devolver ao grdo ja seco a umidade adequada
para que o mesmo seja fermentado na ensilagem (DEFOOR; BROWN; OWENS, 2006)

Entre as proteinas do endosperma de cereais, as prolaminas sdo aquelas que se
encontram associadas aos granulos de amido, formando uma matriz amido-proteica,
representando de 44 a 79% da proteina no endosperma (LANDRY; DELHAYE; DAMERVAL,
2004).

Em um trabalho realizado por Windle, Walker e Kung Janior (2014) avaliando a adi¢édo
de protease na silagem da planta de milho abertas 45, 90 e 150 dias ap6s a ensilagem,
observaram que a silagem com protease aos 45 dias apos a ensilagem teve teor maior de proteina
solvel ao da silagem controle aos 90 dias de ensilagem, sugerindo que houve maior taxa de
protedlise no silo em resposta da enzima. A digestibilidade do amido foi estudada em
digestibilidade in vitro com tempo de incubacéo de 7 horas. A inclusdo de protease a silagem
aumentou mais a digestibilidade do amido na silagem com maior teor de MS do que na forragem

in natura.



Avaliando o uso de protease em silagem de grdo umido de milho Kung, Windle e Walker
(2014) encontraram maior concentracdo de proteina solvel e nitrogénio amoniacal e menor
teor de prolamina nas silagens com protease que a silagem controle. A protease reduziu o teor
de prolamina aos 70 dias de ensilagem de 3,16% para 2,32% da MS e de 2,90% para 1,82% da
MS aos 140 dias de ensilagem. A reducdo da prolamina pode estar relaciona ao ganho em
digestibilidade do amido na silagem tratada com protease. A degradabilidade ruminal do amido
in vitro foi 44,0% no controle e 47,4% com protease. A adicdo de protease faz do amido da
silagem aos 70 dias mais digestivel (61,88%) do que em silagem ndo tratada aos 170 dias
(58,34%).

Em trabalho realizado por Ferraretto, Fredin e Shaver (2015) avaliando o uso de protease
oriunda de Bacillus licheniformis na ensilagem por 30 dias de grdo de milho umido e de gréo
maduro reidratado, tanto a ensilagem quanto o uso de protease aumentaram a digestibilidade in
vitro do amido em 7 horas de incuba¢do ruminal. O ganho em digestibilidade do amido da
silagem foi acompanhado de aumento no teor de proteina sollvel. Esses autores também
observaram que a hidratacdo do milho sem ensilagem ndo aumentou a digestibilidade desse
alimento. Desta forma hipotetiza-se que a a¢do de proteases ird melhorar o valor nutricional do
alimento em relacdo as amilases pela reducdo das perdas de amido no processo fermentativo,
bem como o melhor desempenho e digestdo de ruminantes.

Dentro desta ética a proposta para este trabalho foi avaliar o uso da silagem de grao de
milho reidratado, bem como a adicdo protease a silagem de grdo de milho reidratado para dieta
de vacas leiteiras observando seus efeitos sobre o consumo e digestibilidade de nutrientes,
sintese de proteina microbiana, balanco de nitrogénio e fermentagdo ruminal, comportamento

ingestivo, producéo e composicao do leite.

2. HIPOTESES
Considerando o efeito da reidratacdo e da utilizacdo de enzima protease as hipoteses
levantadas neste trabalho foram de que (1) a silagem de grdo de milho reidratada melhora o
desempenho produtivo de vacas leiteiras, (2) a adi¢cdo de enzima protease a silagem de gréo de

milho reidratada melhore o desempenho e producdo de vacas leiteiras.



3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Objetivou-se por meio deste trabalho avaliar o efeito da silagem de grdos de milho
reidratados e/ou com protease na alimentacdo de vacas leiteiras sobre o consumo e

digestibilidade e metabolismo de fermentacgéo ruminal.

3.2 Especificos

Avaliar a composi¢do quimica e o valor nutricional de silagem de grdo de milho
reidratado aditivada com enzima protease;

Avaliar o efeito das dietas contendo silagem de grdo de milho reidratado aditivada com
enzima protease, sobre o desempenho de vacas em lactacdo alimentados com silagem de milho
reidratado.

Avaliar a composicao quimico-bromatoldgica da silagem de milho reidratado sem e com
adicdo de enzima proteolitica;

Avaliar o efeito das dietas sobre o consumo e digestibilidade de matéria seca e nutrientes
(PB, EE, FDN, amido);

Avaliar a sintese de proteina microbiana e balan¢o de nitrogénio (produtos derivados de
purinas e consumo e excrecao de nitrogénio atraves das fezes); e a fermentacdo ruminal (pH e
concentracdes de nitrogénio) de vacas em lactacdo alimentados com silagem de gréo reidratado
de milho com e sem adicdo de enzima proteolitica.

Avaliar o comportamento ingestivo de vacas em lactacdo alimentados com silagem de

gréo reidratado de milho.

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Utilizagéo do grédo de milho na alimentacgéo de vacas leiteiras

O Brasil é um dos cinco maiores produtores de leite do mundo, contatando quase 35
bilhGes de litros por ano, no entanto o setor lacteo nacional encontra dificuldade para gerar
excedentes de producdo devido a queda nos precos e piora da rentabilidade em toda a cadeia
produtiva. Desde janeiro de 2020, o custo de producdo de leite tem apresentado trajetoria de

crescimento e produzir leite ficou 34,6% mais caro. Entre 0s grupos de insumos que compdem



0 indice, as maiores participacGes estdo relacionadas a dieta do rebanho: Alimentacdo
Concentrada e Producgéo e Compra de VVolumosos, que, juntos, representam 61,7% do indicador
(Anuério do Leite, 2021).

A falta de chuvas tem diminuido também a produtividade das lavouras de milho e a
qualidade da silagem de produtores de leite, e os custos de produgdo vém registrando altas
consecutivas. Insumos importantes para a producao de volumoso, como adubos e fertilizantes,
sdo importados, e a desvalorizacdo cambial tem elevado as cotagdes desses produtos.

A alimentacdo animal tem se tornado um assunto de alta prioridade para a producédo de
leite do Brasil, devido muitas vezes as relac6es ndo favoraveis por parte dos custos dos insumos,
em especial aos concentrados. Devido isto, a busca por tecnologias que permitam eficiéncia e
economicidade tem se intensificado na exploracao animal. Além disso, a estacionalidade na
producdo forrageira também surge como empecilho na producdo pecuaria do Brasil, pois
existem periodos de escassez e periodos de alta producdo de forragem, que acabam limitando a
producéo de forragem tornando a insuficiente para a manutengdo animal durante todo o ano
(OLIVEIRA, 2014).

Neste contexto denotam a acentuada utilizacdo do grdo de milho como fonte de energia
para animais de alta producdo por sua alta concentracdo de amido de boa digestibilidade os
produtores de ruminantes consideram uma importante alternativa na formulacdo de
concentrados (HEINZEN, 2018).

O gréo de milho é estabelecido como o alimento mais empregado como fonte de energia
para animais de alta producédo e largamente utilizado na alimentacdo de ruminantes. Sua alta
concentracdo de amido, cerca de 72% de boa digestibilidade e o preco acessivel para os
produtores, explicam a acentuada utilizagdo na alimentac&o animal (BURIEL, 2021).

O milho (Zea mays L.), pertencente a familia Gramineae/Poaceae e é considerada uma
das mais importantes espécies de plantas cultivadas, inclusive constitui-se de grande capacidade
de armazenamento de energia. No Brasil sua cultura estd amplamente disseminada devido a
diversidade de cultivares e hibridos e a tradicdo deste cereal. A CONAB (2022) estima que a
primeira safra de milho 2021/2022 deva atingir 29 milhdes de toneladas — quase 18% a mais
gue na temporada anterior.

O gréao de milho é constituido em média de 72% de amido, 9,5% proteinas, 9% fibra (a
maioria sendo residuo em detergente neutro) e 4% de gordura. E formado por trés principais
estruturas fisicas (Figura 1): pericarpo (5%) que compreende a porcdo mais fibrosa; gérmen
(11%) onde se encontra a maior parte de proteina; e endosperma (82%), onde se encontra a
maior parte do amido, além de conter proteinas, lipideos e minerais (GOMES, 2021,
OLIVEIRA, et al., 2014).



Figura 1. Anatomia do gréo de milho. Fonte: adaptado de encyclopedia Britannica (2006).

O endosperma é constituido principalmente de amido (88%) organizado na forma de
granulos. No endosperma estdo presentes também as proteinas de reserva (8%) do tipo
prolaminas, chamadas zeinas. Essas proteinas originam o0s corpos proteicos que compdem a
matriz que envolve os granulos de amido dentro das células no endosperma (GOMES, 2021).

A classificacdo do grdo de milho de acordo com a distribuicdo dos granulos de amido e
da matriz de proteina no endosperma é dentado, duro, farinaceo, pipoca e doce. Sendo o duro
mais produzido no Brasil (DE CASTRO MOURAQO et al., 2012). J4 a classificaco de acordo
com a distribuicdo dos granulos de amido e da matriz proteica se da em dois tipos: endosperma
farinaceo quando as ligagdes estdo mais dispersas e endosperma vitreo quando o amido esta
fortemente ligado a matriz proteica (PARENTE, 2021). Ao redor do grdo de milho contém
endosperma vitreo, com alta dureza. Os graos de milho do tipo farindceo, opaco e graos
imaturos tem menos quantidade de prolaminas que os milhos tipo duro e os de grdos maduros
(DAVIDE, 2009).

As prolaminas sdo aquelas proteinas que estdo ligadas ao amido dos cereais, sdo soluveis
em alcool e sintetizadas no reticulo endoplasmatico rugoso de onde sdo transportadas para o
citoplasma das celulas, e a partir dai fazem parte dos corpos proteicos e permanecem no exterior
dos granulos de amido (MU-FORSTER; WASSERMAN, 1998). Teor de prolamina em
porcentagem do amido acima de 10% ¢é caracterizado alto, e o teor abaixo de 2% é considerado
muito baixo (HOFFMAN; SHAVER, 2010).

As prolaminas sdo denominadas de zeinas quando representam de 30 a 60% da proteina
englobadas no gréo do milho (HAMAKER et al., 1995). A parte proteica do endosperma do
milho contém proteinas chamadas de zeinas (prolaminas) e ndo-zeinas (albumina, globulinas e
glutelinas) (GIBBON; LARKINS, 2005), Sendo as zeinas de grande significancia dentro da

nutrigdo de ruminantes.



Substancialmente, a maior parte da producdo mundial de milho é destinada a
alimentacdo animal (75%), por ser considerado um alimento altamente energético para a dieta
animal, ainda devido a sua composicao predominantemente de carboidratos (amido) e lipideos
(6leo). Logo possui 8% de PB, 84,9% a 88,8% de carboidratos totais, sendo este considerado o

principal carboidrato (CHO) do gréo e baixo poder como tamponante (NDT= 0,850 kg/kg).

4.2 Hidratacéo e ensilagem dos graos de milho

A questdo problematica do grdo de milho esta na fase de armazenamento do grao de
milho, visto que vérios fatores como a secagem; temperatura; umidade relativa do ar, roedores,
passaros e outros animais (SILVA, 2021); danificacBes mecanicas e outras altera¢cdes quimicas
e bioguimicas; o ataque de insetos e as toxinas, bem como o surgimento de microrganismos
indesejaveis (ARAULO, 2021), podem tornar o alimento inutilizavel para consumo ou para
industrializacdo. Além disso, devido ao aumento no custo de producéo seja para leite e/ou carne,
tem se a necessidade de investimento em tecnologias economicamente viaveis por parte dos
produtores, para se manterem no mercado e, consequentemente, aumentar a produgédo animal.

Em um sistema de pecuaria eficiente e economicamente viavel tem se necessidade de uma
reserva de alimentos com o intuito de suplementar os animais nos periodos desfavoraveis dos
custos dos insumos ou simplesmente para minimizar os efeitos negativos no desempenho
quando ha escassez de alimentos. A silagem de milho é um dos principais ingredientes das
dietas de gado leiteiro, e tem-se ampliado a sua utilizacdo nas dietas de vacas lactantes. Pela
melhor digestibilidade do amido tende a aumentar o desempenho da lactacdo e a eficiéncia
alimentar dos animais (FIRKINS ET AL., 2001; FERRARETTO ET AL., 2013).

Nesse contexto, surge também a realizacéo de estudos com silagem de gréos de milho
reidratados justificando-se, dentro de diversos fatores, a utilizacdo do gréo reidratado diminui-
se 0 risco de insucesso presentes na silagem do grdo Umido caracterizada por um elevado risco
de problemas logisticos na colheita pela perda de umidade dos grdos (CARDOSO, 2018). Além
disso, em funcdo de ser um processo executavel na propriedade e proporcionar ao produtor a
facilidade de armazenamento do alimento (ARAUJO 2021)

Os primeiros estudos sobre esta tecnologia de ensilagem de graos foram realizados nos
Estados Unidos na década de 50, e apos 20 anos, este procedimento virou rotina em muitos
confinamentos no pais (COSTA et al., 2004). Ainda que o grdo de milho seja largamente
utilizado na alimentagdo de ruminantes, o uso de gréos ensilados é pouco empregado no Brasil,
sendo uma tecnologia em expansao, e seu uso na alimentagcdo de animais em confinamento é
dado em suma ao grdo seco triturado (ALCALDE et al.,1994; CRUZ et al.,1995; SOUZA, et
al.,1995).



O emprego desta técnica foi instaurado e propagado na Universidade Federal de Lavras
— Lavras (MG) por pesquisadores, como uma alternativa ao uso de silagem de gréos umidos de
milho. Apesar de seu uso na alimentacdo de ruminantes ocorrer comumente, ainda ha grande
lacuna de informaces a serem respondidas pelas pesquisas atuais. Segundo Jobim (2010), o
aproveitamento do amido pelo animal decorre do processamento em que o grdo é submetido e
que o aproveitamento é fundamental para melhorar a eficiéncia produtiva dos animais.

A primeira etapa para a producéo da silagem de milho reidratado € a moagem bem fina.
Este processo interfere diretamente a qualidade da silagem. De acordo com Silva et al., (2018),
0 tamanho do grdo pode influenciar a recuperacdo de matéria seca e o perfil fermentativo,
modificar a estabilidade aerdbia, além disso silagens de grdos moidos com granulometria fina
aumenta a degradacéo das prolaminas, pela maior superficie de contato, deixando os nutrientes
mais disponiveis para serem utilizados pelas bactérias do rimen (TSE et al., 2006), aumentando
assim a digestibilidade e melhorando o aproveitamento pelo animal (COSTA, 2013).

Para a producéo da silagem de milho reidratado, o grao é hidratado obtendo uma mistura
homogénea de aspecto pastoso, para que o alimento tenha potencial em torno de 35 a 40% de
umidade e assim adquira atividade de 4gua necessaria para fermentacéo (AVILA et al., 2018).
Para colaborar com o teor de umidade adequado e permitir a fermentacdo da ensilagem, é
necessaria uma homogeneizacao apropriada do milho moido com a &gua (ANDRADE, 2013).
Uma vez que a reidratacdo do gréo nédo seja feita de maneira ideal, a fermentacéo da silagem
ficard comprometida, podendo colaborar para o crescimento de microrganismo indesejaveis e,
consequentemente, a perdas de matéria seca (DEFFOR et al., 2006) e na degradabilidade da
proteina (BENTON et al., 2005).

Para Batista (2019), a moagem do grdo combinada com a reidratacdo permite que 0s
nutrientes ficam mais expostos e, consequentemente, aumenta o0 acesso dos microrganismos
para atuaremna fermentacao do gréo e dos microrganismos do rimen. Silva et al. (2018) quando
aliaram a moagem fina dos grédos com a reidratacdo encontraram aumento de 28% na producgéo
de &cido latico e reducdo dos teores de fibra em detergente neutro (8,71%) e fibra em detergente
acido (16,71%), diferentemente da silagem de grdo de milho grosso reidratado.

Silagem de grdo reidratado apresenta em geral, melhor valor nutricional e maior
digestibilidade do amido, quando comparados com o milho seco moido (MAIA et al., 2017). Ja
um teor de umidade acima de 40% pode causar diminui¢do na producdo de acido latico e de
acidos totais, pela fermentagdo inadequada, favorecendo a producgéo de gases indesejaveis como
COo, &cido butirico, além de menor estabilidade aerobia (REZENDE, et al., 2014; BATISTA,
2019)
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Ap0s a hidratacdo, compactagdo e vedagdo do material, se inicia a fermentacao realizada
por microrganismos da fauna epifitica da planta, a partir dos carboidratos solGveis contidos no
gréo produzindo acidos organicos, principalmente acido latico (Heinzen 2018). Esses acidos
liberam hidrogénio para o meio resultando na diminui¢do do pH e entdo conservando o alimento
além de evitar fermentacGes indesejaveis como a realizada por bactérias do género Clostridium
(McDONALD et al., 2010). A auséncia do oxigénio também favorece a producdo do &cido
latico beneficiando a massa ensilada em uma massa fermentada e apropriada para 0 consumo
animal (RAMOS, 2021).

A ensilagem constitui-se uma estratégia viavel para a alimentacdo de ruminantes em
todo o territdrio tropical, sendo vantajosa por ser simples e altamente eficiente (TEIXEIRAET
AL., 2009). Geralmente diversos fatores podem ocasionar perdas nesse processo, sendo eles:
méa compactacdo do material, colheita da massa forrageira fora do ponto ideal, bem como uma
vedacdo inadequada. Esses fatores influenciam diretamente na fermentacdo, podendo
proporcionar o desenvolvimento de microrganismos e produtos indesejaveis (RAMOS, 2021).

A fermentagéo conserva a massa ensilada e inibi o desenvolvimento de microrganismos
indesejaveis, como leveduras, fungos e Clostridiun que possa causar danos ao material (REIS
et al., 2001). A fermentacdo da massa ensilada também leva ao aumento da digestibilidade da
MS e do amido devido a acdo das bactérias epifiticas, que causam a rupturas na matriz proteica
que recobre os granulos de amido, aumentando a absorgdo do mesmo, efeito esse intensificado
pela modulacao do crescimento microbiano devido a alta umidade (JOBIM 2010; GOBETTI et
al., 2013).

O processo de fermentacdo da silagem envolve quatro fases: fase aerdbia, fase de
fermentacdo ativa, fase estavel e fase de descarga (retirada da silagem). Essas fases apresentam
diferentes duracdes e intensidades e ndo podem ser separadas precisamente uma da outra
(Pereira e Santos, 2006).

Silva et al., (2016) observaram menor estabilidade aerdbica em silagem de gréo
reidratado quando comparado com as silagens de grdo Umido. Subtendendo que a maior
quantidade de fungos presentes e maior quantidade de agua disponivel podem ter interferido,
além de que silagens que apresentam melhor valor nutricional sdo mais propensas a
deterioracdo aerdbia, pelo fato de apresentar maiores teores de substratos, corroborando para
desenvolvimentos de fungos e leveduras.

Bitencourt (2012), analisando a substituicdo do milho moido por silagem de milho
reidratado encontrou maior consumo de MS e menor teor de amido nas fezes dos animais
submetidos ao tratamento com silagem de milho reidratado. Indicando assim melhor

aproveitamento de amido, consequentemente aumento na producéo de leite. A reducéo do teor
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de amido nas fezes esta relacionada a ruptura da ligacdo amido-proteina, liberando o amido das
prolaminas, tornando-o disponivel para microrganismos do rumen.

Batalha (2015) trabalhando com vacas produzindo em média 13 kg leite dia'ndo
observou diferenca significativa em relacdo a silagem de grdo umido, grdo reidratado e
floculacdo do gréo de milho, contatando que a baixa producédo de leite pode estar ligada ao
baixo consumo de concentrado, pela auséncia de diferenca no consumo de nutrientes digestiveis
totais, e da digestibilidade. Porém Morais (2016) trabalhando com ensilagem de graos
reidratados constatou que a técnica melhorou o valor nutricional do grdo de milho, observando
0 oposto com o grdo de milho seco. Ndo se observou diferenca entre a fracdo sollvel,
prontamente digestivel e indigestivel, aditivadas ou ndo com bezoato de sédio para os dois tipos
de processamento.

O fornecimento de silagem deteriorada pode resultar em reducdo no consumo de matéria
seca e desempenho do animal (DOLCl etal., 2011), adjunto as silagens de grdo de milho tendem
a alta quantidade de &cido latico, o que as tornam mais susceptiveis a deterioracdo apos a
abertura do silo (BERNARDES et al., 2012). Prescreve-se entdo o uso de inoculantes que
introduzidos no momento da ensilagem (FRANZONI, 2012) possa aumentar a estabilidade
aerobia durante o fornecimento no comedouro (MENDES et al., 2008). Sendo uma alternativa
para a preservagdo do material, pois silagens de milho inoculadas com bactérias homoléticas e
enzimas apresentaram maior estabilidade aerdbia quando comparada as silagens nao inoculadas
(GIMENES et al., 2006).

A reidratacdo e ensilagem de grdos de milho maduros terrestres tem como fim otimizar a
digestibilidade da dieta (Bitencourt,2012; Arcari et al., 2016), bem como a degradagédo das
prolaminas por enzimas microbianas e vegetais durante a ensilagem gera também aumento na

digestibilidade do milho.

4.3 Enzimas proteoliticas
As enzimas sdo compostas por polimeros de aminoacidos e sua principal atividade €
decompor moléculas compostas em unidades menores, como 0s carboidratos em acgucares
(SOARES et al., 2010). S&o proteinas globulares especificas, que ndo catalisam as reacdes
quimicas acelerando a velocidade das reac6es, ndo afetando o equilibrio das mesmas, ndo sendo
alteradas durante o processo (NELSON e COX, 2014) Biocatalisadores empregados
abundantemente em procedimento industriais e biotecnoldgicos, possuindo grande relevancia

econémica (Chapman et al., 2018).
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A BBC Research (2019) publicou uma atualizacdo que a produgéo mundial de enzimas
industriais alcangcou um valor de US$ 5,5 bilhdes, em 2018, e a expectativa € de que este
mercado atinja 7,0 bilhdes de dolares até 2023 (MAGALHAES, 2019).

As enzimas podem ser introduzidas na alimentacdo animal, como o intuito de um
eficiente aproveitamento dos nutrientes pelos animais, melhorar a digestibilidade dos alimentos
reduzindo o consumo de matéria seca, além de prevenir possiveis casos de disturbios
gastrointestinais (FREITAS et al., 2018). A formulacdo de dietas para alimentacdo animal
incluindo aditivos enzimaticos em sua composicao, ndo tem fungdo nutricional, e sim auxiliar
no processo digestivo aumentando a digestdo e a disponibilidade dos nutrientes presentes na
silagem.

As enzimas possuem pH e temperatura ideais que exercem melhor suas funcées, em
temperatura excessiva ou queda brusca de pH, ocorre a desnaturacdo das enzimas,
consequentemente as suas funcGes perdidas ou comprometidas (CAMPESTRINI et al., 2005).
As enzimas que complementam quantitativamente as enzimas digestorias enddgenas dos
animais sdo as proteases, amilase e fitases (CAMPESTRINI et al., 2005).

A utilizacdo das enzimas na alimentacdo dos animais pode trazer efeitos benéficos,
contribuindo no menor efeito de fatores antinutricionais dos alimentos, maior ingestdo de
matéria seca e degradacdo ruminal do amido, consequentemente aumentando o ganho em peso
e eficiéncia alimentar (MCGRATH et al., 2018; DI LORENZO et al., 2011).

Brito, (2010) trabalhando com diferentes niveis de enzimas (0; 0,3; 0,9; e 2,7 g/kg MS),
estudou o efeito no desempenho animal e ndo encontraram diferencas significativas para as
variaveis analisadas (ganho de peso, rendimento de carcaca, area de olho de lombo), explicado
por que podem ocorrer grande diferencas entre os resultados quando se trabalha com enzimas,
que pode ser influenciada pelas caracteristicas da propria enzima ou por fatores ligados ao
ambiente ou ao tipo de alimento utilizado.

Dentre as enzimas existentes, as proteases tendem a se destacar pelas inimeras funcdes,
sobre a industria mundial, como exemplo a de produtos alimenticios (RAVEENDRAN ET AL.,
2018), farmacéuticos (KUMAR ET AL., 2015) e de limpeza (GIRI ET AL., 2011). Além disso
as proteases sdo fisiologicamente importantes para a vida e largamente distribuidas na natureza
(FELIX ET AL., 2004; KUMAR ET AL., 2005), hidrolisam cadeias peptidicas, e sdo descritas
também como como peptidase, proteinase ou enzima proteolitica.

As proteases sdo agrupadas pelo tipo de reacdo de catalise (RAWLINGS; MORTON;
BARRETT, 2007). Endopeptidases hidrolisam cadeias alfa peptidicas a cadeias polipeptidicas
por agéo interna na molécula proteica, tendendo a agir proximo ao N-terminal ou C-terminal.

Geralmente, endopeptidases comecam a quebra de alimentos proteicos, para agirem na
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sequéncia da protedlise as exopeptidases, que requerem o grupo N-terminal e C-terminal livres.
Um outro tipo de protease é a 6mega-peptidase, que age préximo aos aminoacidos terminais da
cadeia proteica.

Em 2012 Young et al. estudaram a adi¢do de protease exdgena na forragem de milho no
momento da ensilagem, em doses de 20 ou 2.000 mg/kg de MS da forragem. A silagem foi
avaliada aos 45 e 150 dias apds a ensilagem. A adicdo de protease aumentou o teor de proteina
soltvel e nitrogénio amoniacal na silagem, sugerindo que houve maior degradacao proteica
durante a ensilagem, e a degradacdo apresentada foi ainda maior no tempo de 150 dias de
ensilagem (P < 0,01), com maior ganho da digestibilidade do amido.

Windle, Walker e Kung Junior (2014) também trabalharam com adicéo de protease a
silagem da planta de milho e encontrou diferenca no estagio de maturidade da planta a colheita.
A digestibilidade do amido foi estudada em digestibilidade in vitro com tempo de incubacéo de
7 horas, sendo que a inclusdo de protease a silagem aumentou mais a digestibilidade do amido
na silagem com maior teor de MS do que na forragem imatura. A silagem acrescida de protease
teve digestibilidade do amido aos 45 d de ensilagem similar a digestibilidade do amido da
silagem armazenada sem enzima por 150 dias.

Kung, Windle e Walker (2014) trabalharam com protease em silagem de grdo imido de
milho, confeccionaram silos experimentais em sacos embalados a vacuo e abertos com 70 ou
140 dias. Silagens com protease tiveram maior concentracdo de proteina sollvel e nitrogénio
amoniacal e menor teor de prolaminas que a silagem controle. A protease reduziu o teor de
prolaminas aos 70 dias de ensilagem de 3,16 para 2,32% da MS e de 2,90 para 1,82% da MS
aos 140 dias de ensilagem (P < 0,01). A reducdo da prolaminas geralmente leva-nos a ideia da
relacdo com o ganho em digestibilidade do amido na silagem tratada com protease. A
degradabilidade ruminal do amido in vitro foi 44,0% no controle e 47,4% com protease. A
adicdo de protease faz do amido da silagem aos 70 d mais digestivel (61,88%) do que em
silagem ndo tratada aos 170 d (58,34%). A degradacdo de prolaminas por proteases microbianas
e vegetais durante a ensilagem gera também aumento na digestibilidade do milho (HOFFMAN
ET AL., 2011; JUNGES ET AL., 2017).

Ferraretto, Fredin e Shaver (2015) avaliaram a utilizagdo de protease oriunda de
Bacillus licheniformis na ensilagem por 30 dias de grdo de milho Umido e de grdo maduro
reidratado. Tanto a ensilagem quanto o uso de protease aumentaram a digestibilidade in vitro
do amido em 7 horas de incubacgéo ruminal. O aumento na digestibilidade do amido da silagem
foi acompanhado de aumento no teor de proteina soltvel.

Junges et al. (2017) observando a composi¢éo quimica da silagem de gréo reidratado de
milho com diversas fontes proteoliticas verificou teores de MS variando de 67 a 68,3 % néo
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variando entre si estatisticamente (P>0,05), para os teores de pH e acido latico, a silagem
controle obteve os melhores resultados (3,74 e 1,93), mas em contrapartida o valor de NHz-N
(N%), foi de 7, 36, esse valor sugere que fontes proteoliticas aumenta a solubilidade das

prolaminas, corroborando positivamente na digestibilidade do amido.

4.4 Metabolismo de carboidratos e proteinas

A digestdo de alimentos envolve um processo extremamente complexo dos
microrganismos, enzimas e a¢0es dinamicas. A proteina da dieta dos animais € catabolizada por
bactérias e protozoarios no rimen em aminoécidos e amonia e estes por consequéncia sdo
produtos finais utilizados para sintese de proteina microbiana. Os carboidratos por sua vez séo
fermentados em acidos graxos volateis que sdo usados na producédo de energia e a eficiéncia do
crescimento microbial depende da qualidade da energia no ramen. Os microrganismos sdo
digeridos no abomaso e intestino delgado e os aminoacidos absorvidos sdo utilizados na
producdo de proteina pelo organismo ruminante (ALVES, 2007).

A degradabilidade ruminal da proteina e de outros nutrientes tem sido um dos mais
significantes parametros em sistemas de avaliacdo de alimentos para ruminantes, tendo em vista
a necessidade de suprir adequadamente a demanda microbiana por nitrogénio e energia,
evitando perdas de N na forma de amonia ou de energia na forma de metano (ALVES, 2007)..

Segundo o NRC (1985), parte da proteina ingerida pelo animal pode chegar ao omaso
sem sofrer a acdo de microrganismos ruminais, € a chamada proteina ndo degradavel no rimen
(PNDR). Ja a fragdo que sofre catabolismo ruminal, chamada de proteina degradavel no rimen
(PDR), tem suas ligacdes peptidicas quebradas, formando os peptideos e os aminoacidos. Estes
ultimos podem ainda sofrer deaminacéo, liberando aménia (NH3). Tudo depende do perfil da
proteina que compde o alimento, o tipo de processamento aplicado sobre ele e o tempo de
retencdo no rimen (MEDEIROS et al., 2015).

A PDR ¢ a proteina dos alimentos que se encontra disponivel para ser usada pelos
microrganismos como fonte de nitrogénio, sua degradacdo acontece por meio de enzimas que
sdo secretadas pelos microrganismos ruminais, séo elas, proteases, deaminases e peptidases
(MEDEIROS et al., 2015). Jaa PNDR ¢ fracdo da proteina que escapa da fermentagdo ruminal,
sendo digerida e absorvida no abomaso e intestino delgado, as fontes ricas em PNDR mais
utilizadas no Brasil sdo os farelos de soja, graos de soja, farelo de amendoim, farelo de girassol,
residuos de cervejarias e farelo de graos destilados (RIBEIRO et al., 2014).

Para que ocorra melhor aproveitamento das fontes proteicas de alta degradabilidade, €
necessario o uso em conjunto de fontes energéticas também de alta degradabilidade, com isso,

ocorre sincronizagao de energia e nitrogénio disponivel no rimen, aumentando a eficiéncia dos
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microrganismos em fixar amonia, diminuindo perdas de energia e nitrogénio (NOCEK e
RUSSEL, 1988).

A quantidade de N-amoniacal no fluido ruminal necessaria para maximizar a sintese
de proteina microbiana tem sido bastante pesquisada. O que parece existir de fato é que nivel
6timo de nitrogénio amoniacal ruminal varia de acordo com a disponibilidade de carboidratos
fermentéaveis no raimen (GABARRA, 2001).

No ramen as bactérias necessitam de fonte de nitrogénio, energia, minerais, vitaminas
e outros nutrientes para crescer. Contudo, nitrogénio e energia sdo exigidos em quantidades
maiores e exercem maior influéncia no crescimento bacteriano. Quando a proteina é degradada
mais rapidamente do que é disponibilizada a fonte de energia, ocorre desacoplamento da
fermentacao, aumentando a concentracdo de amonia ruminal, que € absorvida pela parede do
rimen, mas a maior proporcéo é excretada na urina. Norlan (1975) notificou em seus estudos
gue mais de 25% da proteina de origem alimentar € perdida na forma de aménia ruminal.

Contrariamente, quando grande quantidade de energia é degradada, ultrapassando a
velocidade de degradacdo da proteina, o crescimento microbiano e a eficiéncia digestiva
decrescem. Isto € caracterizado pela fermentacdo incompleta, onde 0s microorganismos,
deficientes em nitrogénio, desviam ATP para o acumulo de carboidrato e ndo para a sintese de
proteina microbiana (NOCEK; RUSSELL, 1988).

Russell e Hespell (1981) e Cameron et al. (1991) observaram que a sintese de proteina
microbiana e o crescimento microbiano dependem de quantidades adequadas de energia e
nitrogénio, que devem estar disponiveis de forma sincronizada no fluido ruminal.

A produtividade animal pode ser melhorada com aumento na fonte de carboidratos ndo
estruturais (CNE) que aumenta a relacdo de glicogenese:lipogenese, producédo de acidos graxos
volateis e reduz a concentracdo da aménia no rimen, aumentando a eficiéncia da utilizacdo do
nitrogénio e da energia. Assim, suplementos alimentares para ruminantes que contém altas
concentragOes de CNE promovem freqlientemente melhora na ingestéo e digestéo de forragens
de baixa qualidade. Efeitos na digestdo e no desempenho de ruminantes sugerem que respostas
a suplementacdo com CNE podem ser dependentes de niveis de suplementacdo de proteina
degradavel no rimen.

Desta forma, a técnica de sincronizagdo da degradacdo ruminal de proteina e amido
propde incrementar a producdo de proteina microbiana no rimen e a eficiéncia de utilizacdo de
energia, pois as bactérias ruminais necessitam destes dois elementos disponiveis
simultaneamente. O estudo das melhores combinag@es entre fontes de carboidratos e proteinas

degradaveis no ramen é de grande relevancia em nutricdo de ruminantes.
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Os carboidratos constituem de 50 a 80% da matéria seca dos volumosos e grdos. Seu
valor nutritivo depende de sua composi¢do em agucares e de suas ligagbes com compostos
fenolicos. A disponibilidade nutricional dos carboidratos depende da capacidade dos animais
em quebrar as ligacdes glicosidicas nos diferentes carboidratos e outras substancias (VAN
SOEST, 1994).

5. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de julho a novembro de 2020 na propriedade
“Nossa Senhora Abadia”, localizada no municipio de Douradina no estado de Mato grosso do
Sul (clima classificado como Cwa - Mesotérmico Umido, com precipitacio e temperatura

média anuais de 1500 mm e 22°C).

5.1 Preparagéo dos animais e dietas

Os animais utilizados no experimento sdo provenientes da Faculdade de Ciéncias
Agrérias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados. Foram utilizadas 8 vacas Jérseis
(432,91 kg) alojadas em baias individuais de concretos com piso cimentado com cocho e
bebedouro, os animais foram induzidos a lactagdo atraves de hormdnios conforme protocolo
recomendado e quando atingiram o pico de lactacdo (com 45x 5 dias de lactacdo) foram
distribuidas aleatoriamente em duplo quadrado latino 4x4, composto por 14 dias de adaptacédo
e 5 de coleta de dados e amostragem por periodo, totalizando 76 dias de periodo experimental.
As dietas foram formuladas com base no NRC (2001, tabela 01) de modo a serem isoprotéicas
com 16% de PB. As dietas experimentais foram as seguintes: 1- CONTROLE (dieta basal), 2-
SGR (silagem de gréo reidratado de milho sem adicdo de protease), 3- SGR-500 (inclusdo de
500 g/t de protease na silagem), 4- SGR-1000 (inclusdo de 1000 g/t de protease). As dietas
foram fracionadas em dois tratos diarios 6h e as 14h de modo a garantir sobras diarias de 10%

do fornecido garantindo assim o consumo ad libidum.

Tabela 1- Composic¢éo nutricional da dieta controle e da dieta com substituicdo total do milho
moido por silagem de gréo de milho reidratado.

Ingredientes (g/kg) Dietas experimentais®
CON SGUR
SGR-0 SGR-500 SGR-1000
Silagem de milho 400 400 400 400
Feno de Tifton 100 100 100 100

Milho moido 270 - - -
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Silagem Grao reidratado de milho - 270 270 270
Grao de soja cru inteiro 180 180 180 180
Ureia 10 10 10 10
Nucleo Mineral? 40 40 40 40
Composicdo nutricional (g/kg) CON SGUR

Matéria seca 542,28 523,56

Matéria organica 954,68 954,56

Proteina bruta 162,54 163,41

Extrato etéreo 43,65 44,12

Amido 292,56 286,32
Carboidrato néo fibroso 422,68 428,79

Fibra em detergente neutro 325,81 318,24

Fibra em detergente acido 178,22 179,54

Lignina 24,52 25,95

Cinzas 45,32 45,44

Nutrientes digestiveis totais® 747,62 750,33

Energia liquida de lactacao
(Mcallkg)? 171 172

ICON (dieta controle); SGUR (dieta com substituicéo total do milho moido por silagem de gréo reidratado
de milho reidratado); 2Nucleo mineral (Ca 110 g/kg; P 42 g/kg; S 18 g/kg; Mg 20 g/kg; Na 123 g/kg; Co
14 mg/kg; Cu 600 mg/kg; Cr 20 mg/kg; Fe 1050 mg/kg; I 28 mg/kg; Mn 2000 mg/kg; Se 18 mg/kg; Zn
2800 mg/kg; biotina 80 mg/kg; vitamina A 240000 Ul/kg; vitamina D 100000 Ul/kg vitamina E 100000
Ul/kg. 3Calculado de acordo com NRC, 2001.

Amostras de alimentos e sobras foram coletadas diariamente durante o periodo de
amostragem e reunidas em uma amostra composta para analises quimico-bromatoldgicas

subsequentes.

5.2 Preparacao das silagens

Os graos de milho usados neste experimento foram colhidos durante a safra 2018/2019
sendo pertencentes a Faculdade de Ciéncias Agrérias (FCA) da Universidade Federal da Grande
Dourados que foram moidos em moinhos de facas (4 mm) hidratados e homogeneizados
utilizando betoneira com agua, até atingirem teor de matéria seca entre 50 a 55%.

Foram preparados trés silos experimentais do tipo trincheira com as seguintes dimensdes
2 m de comprimento 1 m de largura, revestidos com lona plastica dupla face. A densidade de
estocagem dos silos foi de 2 toneladas de gréo reidratados de milho /m3. Cada um dos silos
corresponde a dose de inclusdo de protease descrita anteriormente. A enzima foi adicionada
durante o processo de homogeneizagao.

A compactacdo foi feita de modo manual por pisoteio e os silos foram vedados com a
lona. Os silos permaneceram fechados por 30 dias, e entdo foi dado inicio ao fornecimento para

0S animais.
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5.3 Consumo e digestibilidade de matéria seca e nutrientes

Diariamente foram realizas pesagens da quantidade de fornecimento de alimentos,
concentrado e das sobras de cada tratamento com a finalidade de estimar o consumo. Para a
avaliacdo do consumo, as sobras da dieta foram pesadas diariamente sendo ajustado o
fornecimento para consumo ad libitum com sobras das dietas calculadas entre 5 e 15%.

As sobras retiradas e pesadas e ambos, concentrado e volumoso eram pesados, em duas
porcdes, para serem fornecidas aos animais nos dois fornecimentos diarios. No fornecimento,
o0 concentrado e o volumoso eram homogeneizados no cocho, e fornecidos na forma de dieta
completa. Amostras das sobras de cada animal e ingredientes da dieta fornecida eram coletadas
durante todo o periodo de avaliacdo de consumo, perfazendo amostra composta dos diferentes
dias, que apds coletada e eram armazenadas a -20° C.

Para estimativa da digestibilidade aparente total da matéria seca e dos nutrientes, foi
realizado coleta total de fezes no 15°, 16° e 17° dia de cada periodo experimental. As amostras
obtidas foram homogeneizadas para compor uma amostra composta de cada animal em cada
periodo. As amostras de fezes coletadas foram pré-secas em estufa com ventilacdo forcada
(55°C/72 horas) e processadas em moinho de facas com peneiras de porosidade 1 mm.

Amostras de dietas, ingredientes concentrados, sobras e fezes foram analisadas para
avaliar o consumo e a digestibilidade. As amostras foram analisadas quanto a matéria seca (MS;
método 967.03), cinzas (método 942.05), proteina bruta (PB; método 981.10) e extrato etéreo
(EE; método 920.39) conforme recomendacdes da AOAC (1990). O teor de fibra em detergente
neutro corrigido para cinza e proteina (usando alfa-amilase termoestavel sem sulfito de sodio)
(FDNcp; Schadt, Mertens, Licitra et al., 2014) e fibra em detergente acido (FDA) foram
determinados como descrito por Van Soest et al. (1994), e a lignina foi determinada tratando o
residuo da fibra em detergente acido com acido sulfarico 72% (Silva e Queiroz, 2002). Os
nutrientes digestiveis totais (NDT) foram estimados utilizando a férmula proposta pelo NRC
(2001). O consumo diario de matéria seca estimado por animal (CMS) da baia foi calculado a
partir da diferenca entre a quantidade de dieta oferecida diariamente e as sobras coletadas no
dia seguinte.

Amostras da dieta total e de sobras de cada tratamento foram coletadas durante o 15°,
16° e 17° dia de cada periodo, formando uma amostra composta por periodo. A mistura total da
dieta e das sobras foram analisadas para a distribuicdo de tamanho de particulas usando um
separador de particulas com peneiras estratificadoras (Penn State Particle Separator — Nasco,
Fort Atkinson, W1, EUA) como descrito por Kononoff et al. (2017). O separador de particulas
utilizado apresentava quatro bandejas sobrepostas (P1 a P4) com orificios: Peneiral = retencao

de particulas maiores do que 19 mm, Peneira 2 = retencdo de particulas entre 19 e 8 mm, Peneira
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3 =retencdo de particulas entre 8 e 1,18 mm e Peneira 4 (bandeja) = com fundo fechado, a qual
retém particulas com diametro inferiores a 1,18 mm.

Para andlise do teor de amido foi utilizada metodologia descrita por Hendrix (1993),
onde aproximadamente 0,1 g de amostra foi pesada em duplicata em tubos de plastico, foram
adicionados 2 mL de solugdo &cida, agitada e levada para estufa de ventilacdo forgada por 1
hora, em seguida adicionado 2 ml de agua destilada, vedado e tratado em autoclave a 110°C
durante 60 min. Em seguida adicionado 5 ml de solucéo tampéo, adicionado enzima amilase e
levada para estufa de ventilacdo forcada por 20 horas. Posteriormente a solucéo resultante foi
filtrada em baldo de 100 mL, completando o volume com &gua destilada e agitada. As analises
das concentracGes foram realizadas por meio de kits comerciais que utilizam método enzimético

colorimétrico, sendo a leitura realizada em analisador automatico.

5.4 Fermentacdo ruminal

No 19°dia de cada periodo experimental, 4 horas ap6s alimentacao foi coletada liquido
ruminal através de sonda esofégica de acordo com Ortolani et al. (1981). Imediatamente apds
a coleta, o pH foi mensurado através de potencidmetro. A leitura foi feita com potenciémetro
digital (MB-10, Marte, Santa Rita do Sapucai, Brasil). As amostras foram armazenadas em
recipientes plasticos a -5°C. A amonia-N foi determinada pelo método colorimétrico de fenol-
hipoclorito (Broderick e Kang, 1980).

A andlise de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) foi determinada e calculado de
acordo com Moss et al (2000)., sendo as amostras centrifugadas a 15.000g (4°C), durante 50
minutos, e em seguida, analisadas em cromatografo liquido-gasoso (Hewlett Packard 5890
Series 11 GC, coluna empacotada cabopack, 3m), com temperatura do forno de 120°C, equipado
com integrador (Hewlett Packard 3396 Series Il Integrator) e injetor automatico (Hewlett
Packard 6890 Series Injector) a temperatura de 106°C, e detector tipo FID a 190°C. O gés de
arraste utilizado foi o nitrogénio, sem rampa de aquecimento. O padréo interno utilizado foi o
acido 2-metilbutirico, sendo acrescentados, em cada tubo para leitura em cromatografo, 100uL
do padrdo interno, 800uL da amostra e 200uL de &cido formico. Uma mistura de acidos graxos
volateis com concentracdo conhecida foi utilizada como padréo externo para a calibracdo do

integrador (Campos et al., 2004).
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5.5 Balanco de nitrogénio e sintese de proteina microbiana

No dia 19° de cada periodo experimental foi realizada a coleta de urina durante a micgéao
espontanea, as 10h00, ou seja, quatro horas apo6s o fornecimento da refeicdo as 06h00. Uma

aliquota de 10 mL da urina foi diluida em 40 mL de acido sulfurico 0,036 N.

Nesse processo, o pH foi ajustado, se necessario, para valores abaixo de 3, com goticulas
de concentrado acido sulfurico, visando prevenir a destruicdo bacteriana dos derivados de
purina e precipitacdo do acido urico. As amostras foram armazenadas a —18 °C para analises
posteriores os derivados da purina alantoina e cido drico.

As andlises desses derivados foram realizadas conforme a técnica descrita por Chen e
Gomes (1992). Purinas microbianas absorvidas (X, mmol dia ) foram calculados a partir da
excrecdo de derivados de purina (Y, mmol dia?), pela seguinte equacdo: Y = 0,84X+ (0,150
BWO,75 e —2%5%X) em que 0,84 é a recuperacéo de purinas absorvidas como derivados da purina
urinaria e 0,150 BW %7 e -02X ¢ 3 contribuicio enddgena a excrecédo de purinas (VERBIC et
al., 1990). O fluxo intestinal dos compostos nitrogenados (Y,g N dia ~?1) foi calculado em fungéo
da purinas microbianas absorvidas (X, mmol dia ~ 1), usando a seguinte equagéo: Y = (70X) /
(0,83 x 0,116 x1000), em que 70 é o teor de N nas purinas (mg N mmol); 0,83 é a digestibilidade
da microbiana purinas; e 0,116 € a Purina N: bacteriana N. A producao microbiana foi expressa
como g N microbiano (gramas de N microbiano) e P microbiano (gramas de proteina
microbiana).

Para o balanco de nitrogénio foi realizado a quantificacdo do teor de nitrogénio da urina
e fezes de acordo com a (AOAC, 2000). O célculo foi realizado de acordo com a seguintes
férmulas:

Nabsorvido = Nconsumido — (Nfezes)

Nretido = Nconsumido — (Nfezes + Nurina)

5.6 Producéo e composicéo do leite

As vacas foram ordenhadas mecanicamente duas vezes ao dia, as 6he as 16h sendo a
producéo de leite (PL) registrada diariamente durante todo o periodo experimental e producéo
média considerada todos os dias do periodo experimental. A producéo de leite foi corrigida para
3,5% de gordura (PLC) segundo formula de Sklan et al. (1992), onde PLC = (0,432 + 0,163
*G%) * PL.
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As amostras utilizadas para anélise da composicao do leite foram obtidas no 15°, 16° e
17° dias de cada periodo experimental, na qual cada amostra proveniente das duas ordenha
diarias, com amostragens proporcionais. Foram determinados os teores de gordura, proteina e
lactose, através de espectrometria de infravermelho pelo equipamento LACTOSCAN®.

Para a analise de &cidos graxos do leite foi realizada a coleta de uma amostra (200 ml)
de leite, sendo uma aliquota da ordenha matutina e uma da ordenha vespertina. Para 0 processo
de extracdo, as amostras foram centrifugadas a 17.800 x g por 30 minutos a 4 °C e proximo a
19.300 x g por 20 minutos a 4 °C, de acordo com Feng et al. (2004). A gordura separada (300-
400 mg) foi metilada e os ésteres metilicos foram formados de acordo com Kramer et al. (1997).
Dois padrdes internos C18:0 e C19:0 foram utilizados para corrigir as perdas durante o processo
de metilacéo.

A extracdo da gordura dos alimentos foi realizada de acordo com o método de Folch et
al. (1957) e de metilacdo realizada de acordo com Kramer et al. (1997). Os lipideos foram
extraidos por homogeneizacao da amostra com uma solucédo de cloroférmio e metanol 2:1. Em
seguida os lipideos foram isolados ap6s a adi¢ao de solucdo de NaCl a 1,5%. Os &cidos graxos
foram quantificados por cromatografia gasosa (GC Shimatzu 2010, com injecdo automatica),
usando coluna capilar SP-2560 (100 m x 0,25 mm de diametro com 0,02 mm de espessura,
Supelco, Bellefonte, PA). A temperatura inicial foi de 70 °C por 4 minutos (13°C/minuto) até
chegar a 175°C, mantendo por 27 minutos. Depois, um novo aumento de 4°C/minuto, foi
iniciado até 215°C, mantendo durante 31 minutos. Hidrogénio (H) foi utilizado como géas de
arraste com fluxo de 40 cm/s. durante o processo de identificacdo foram utilizados quatro
padr@es: standard C4-C24 de acidos graxos (Supelco ® TM 37), &cido vacénico C18:1 trans-
11 (V038-1g, Sigma®), C18:2 CLA trans-10, cis-12 (UC-61M 100mg), e C18:2 cis-9, trans-11
(UC-60M 100mg), (NU-CHEK-PREP EUA ®) para identificacdo dos acidos graxos que sao

formados durante a bio-hidrogenacéo de acidos graxos insaturados.

5.7 Parametros sanguineos

As coletas de sangue foram realizadas no 19° dia de cada periodo experimental por
puncédo da veia e/ou artéria coccigea, anteriormente ao fornecimento das dietas no periodo da
manha. Imediatamente apos coleta as amostras foram refrigeradas e centrifugadas a 2000 x
durante 15 minutos, para a separac¢ao do soro ou plasma. O centrifugado obtido foi transferido

para tubetes plasticos, identificados e armazenados a -20°C, e transferido para laboratorio.
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As analises das concentragdes dos pardmetros sanguineos foram realizadas no por meio
de Kkits comerciais (Bioclin®) que utilizam método enzimético colorimétrico, sendo a leitura
realizada em analisador automatico de bioquimica sanguinea (Sistema de Biogquimica
Automatico SBA-200 CELM. Foram determinados os teores de glicose, colesterol, aloumina e

proteina bruta do sangue.

5.8 Comportamento ingestivo
Para a avaliacdo dos parametros comportamentais, no 18° dia de cada periodo as
medidas comportamentais de cada animal foram registradas através da observagdo e anotacéo.
A cada 10 minutos foram registrados a frequéncia de animais se alimentando no cocho, em
ruminacdo ou em dcio (Mezalira et al., 2011). O tempo despendido na atividade mastigatoria
(mastigacdo hora/dia) foi avaliado como sendo a soma do tempo na atividade da alimentagéo

mais a ruminacéo.

5.9 Analises estatisticas
Os dados obtidos foram submetidos ao SAS (Version 9.1.3, SAS Institute, Cary, NC
2004), verificando a normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias pelo PROC
UNIVARIATE.
Os dados oram serdo analisados, pelo PROC MIXED de acordo com a seguinte modelo:
Yijklm = p + Ai+ Pj +Qk+ Pl+ Am+ PI(Am) +eijkim

Onde: Yijklm = variavel dependente, u = media geral, Ai= efeito de animal (i= 1 a 8),
Pj= efeito de periodo (j= 1 a 4), Qk= efeito de quadrado (k=1 a 2), Am = efeito da silagem (Am
=1 a 2), PI= efeito de protease (I = 1 a 2), PI(Am) = efeito de interacdo e eijklm = erro. Os
graus de liberdade serdo corrigidos por DDFM= kr. Contraste: silagem de gréo reidratado x
grdo de milho seco moido. Regressdo polinomial para a inclusdo de protease na silagem de grao
de milho reidratado.

Os dados obtidos serdo submetidos a analise de variancia pelo comando PROC MIXED
do SAS, versdo 9.0 (SAS, 2009), adotando-se nivel de significancia de 5%.

6. RESULTADOS
Analisando a fracdo das dietas no separador de particulas houve efeito significativo
(P<0,05) entre grdo de milho moido seco e SGR para as peneiras de 19-8 mm (P=0.029) e
menos de 1,18 mm (P=0.012), sendo que na peneira de fragdo 19-8 mm as dietas com SGR

apresentaram as maiores porcentagens de residuo se comparadas com o concentrado padrao, ja
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na fragdo de 1,18 mm o concentrado padréo obteve maior porcentagem de alimento retido se
comparado com SGR. N&o foi observado efeito (P >0,05) da SGR para a outas fracGes sobre a

dieta nas peneiras (Tabela 2).

Tabela 2- Separacéo de particulas da dieta de vacas leiteiras alimentadas com silagem de gréo
reidratado com ou sem protease

Dietas experimentais EPM  Valor de P
Item CON Protease g/ton Cvs Linear Quad
SGU
0 500 1000
Dieta total
>19 mm 18,19 21,90 20,23 23,63 3,459 0,343 0,761 0,589
19-8 mm 23,88 29,47 31,70 30,08 1,645 0,029 0,518 0,865

8-1,18 mm 18,61 18,07 18,30 17,90 1,197 0,740 0,842 0,842
<1,18 mm 39,31 30,54 29,74 28,37 2,436 0,012 0,807 0,532
Sobras

>19 mm 12,11 26,34 25,35 23,22 4,171 0,058 0,894 0,683
19-8 mm 23,27 26,83 31,63 33,59 2,353 0,127 0,333 0,355
8-1,18 mm 18,96 15,88 15,88 15,33 1,130 0,070 0,791 0,877
<1,18 mm 45,64 30,93 27,67 27,30 2,507 0,001 0,464 0,600
indice de selecdo

>19 mm 0,641 1,39 1,62 1,08 0,161 0,024 0,376 0,082
19-8 mm 1,16 1,08 1,10 1,08 0,022 0,159 0,930 0,444
8-1,18 mm 1,11 1,07 1,07 1,07 0,008 0,050 0,929 0,907
<1,18 mm 1,07 1,31 1,83 1,20 0,1946 0,148 0,154 0,215
Comportamento ingestivo (min/dia)

Alimentando 633,80 606,95 547,83 611,55 24,818 0,125 0,368 0,025
Mastigando ~ 1246,40 1205,63 1177,96 1220,43 16,802 0,254 0,452 0,325
Ruminando 612,60 598,69 630,13 608,89 20,043 0,214 0,188 0,221
Ocio 68,33 85,05 82,53 83,04 4,745 0,025 0,214 0,558
Bebendo 125,27 149,32 17951 136,53 16,015 0,214 0,444 0,847

1CON (dieta controle sem adicdo de silagem de grdo Gmido de milho reidratado); 0, 500, 1000 g/ton de incluséo
de CINBENZA DP100® extrato enzimatico de Bacillus licheniformis, atividade de protease 600 Ul/g em silagem
de grdo Umido de milho reidratado. 2EPM (erro padrdo da média). 3 COM vs SGU (dieta controle vs dieta com

silagem de grdo umido de milho reidratado) Efeitos lineares e quadraticos

Para as sobras no pen state observou-se efeito (P = 0.001) da SGR sobre o concentrado
padrdo para a fracdo menos de 1,18 mm, onde o concentrado padrdo apresentou maior
porcentagem de alimento retido se comparado com SGR.

Né&o foi possivel observar efeito (P >0,05) da dose de enzima proteolitica nas fracdes
nas peneiras tanto para dieta como sobras. Ndo houve influéncia (P>0,05) das dietas
experimentais sobre o indice de selecéo.

No comportamento ingestivo (min/dia), ndo foi observado influencia (P>0,05) das

dietas experimentais para os animais se alimentando, embora foi observado efeito quadratico
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para as doses da enzima proteoliticas sendo que os animais consumindo as doses 500 g/ton
passaram menos tempo se alimento se comparado com as doses de 0 e de 1000 g/ton.

Houve diferenca significativa para silagem de grdo reidratado e concentrado padrao,
sendo que os animais que consumiram SGR ficaram mais tempo em 6cio (P=0.025) do que os
animais consumindo apenas concentrado padrédo. N&o houve diferenca (P >0,05) quanto ao
comportamento mastigando, ruminando e bebendo &gua para 0s animais e as dietas
experimentais.

N&o houve efeito (P >0,05) da silagem de gréo reidratado (concentrado padrao * SGR),
e nem de doses da enzima (0, 500, 1000 g/ton) sobre o consumo de nutrientes (kg/dia) de vacas
leiteiras (MS=13,54; PB=2,31), exceto para fibra em detergente neutro (P=0,035), sendo que
0s animais que consumiram a SGR apresentaram maior consumo de FND. Observou que houve
efeito quadratico (P<0,05) em funcdo da dose de protease na silagem de grdo reidratado,
constatando que para a SGR-500 houve maior conteddo de FDN em relacdo as demais doses
(Tabela 3).

Tabela 3- Consumo e digestibilidade da matéria seca e nutrientes de vacas leiteiras alimentadas
com silagem de gréo reidratado com ou sem protease.

Dietas experimentais EPM  ValordeP

Item CON  Protease g/ton Convs SGR  Linear Quad
0 500 1000

Consumo (kg/dia)
Materia seca 13,36 1327 13,92 1362 0416 0,529 0,458 0,568
Matéria organica 1209 1224 12,82 12,38 0,394 0,305 0,411 0,584
Proteina bruta 231 2,01 247 244 0,120 0,993 0,398 0,587
FDN 683 7,83 926 769 0421 0,035 0,451 0,015
Amido 391 375 394 38 0,117 0,256 0,441 0,567
Consumo (%PV)
Matéria seca 328 301 321 320 0,104 0,313 01125 0,555
FDN 162 1,76 214 180 0,092 0,042 0,185 0,224
Digestibilidade (g/kg)
Matéria seca 584,43 596,75 649,00 610,01 16,154 0,035 0,232 0,002

Matéria organica 629,55 632,51 676,36 651,94 14,322 0,015 0,223 0,023
Proteina bruta 697,10 674,65 747,22 740,80 13,952 0,045 0,311 0,011
FDN 535,24 584,45 661,96 641,07 24,015 0,038 0,222 0,022
Amido 877,81 913,35 934,19 963,56 18,927 0,001 0,325 0,525

1CON (dieta controle sem adigdo de silagem de grdo Gmido de milho reidratado); 0, 500, 1000 g/ton de inclusdo
de de CINBENZA DP100® extrato enzimético de Bacillus licheniformis, atividade de protease 600 Ul/g em
silagem de grdo Gmido de milho reidratado. 2EPM (erro padrdo da média). 3 CON vs SGR (dieta controle vs dieta

com silagem de gréo de milho reidratado).
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Quando observado o consumo expresso em %PV no FDN houve maior teor de FDN nas
silagens com de grdo reidratado se comparado com a dieta controle, ndo sendo observado
influéncia (P>0,05) da SGR e nem das doses de protease na dieta para MS em %PV.

Quanto a digestibilidade, houve diferenca significativa (P<0,05) entre a dieta controle e
a SGR para MS, MO, PB, FDN e amido, onde o uso da silagem de grdo reidratada na
alimentacdo de vacas leiteiras aumentou significativamente a digestibilidade dos animais.
Houve efeito quadratico ao ponto de maximo para doses de enzima na silagem para MS, MO,
PB, FDN, sendo que animais consumindo a SGR-500 apresentou aumento da digestibilidade
para todos 0s aspectos observados exceto para o0 amido.

Houve diferenca significativa (P<0,05) entre a dieta controle e a silagem de gréo
reidratado (SGR) para acetato (P= 0.033) e propionato (P= 0.002) (Tabela 4), onde as vacas
alimentadas com silagem de grdo de milho reidratada apresentaram maior producdo de acetato
e propionato. Houve efeito linear crescente para producdo de acetato (P= 0.021) e propionato
(P=0.002), onde as vacas que consumiram silagem com maiores doses de protease aumentou

significativo a producdo destes AGVs.

Tabela 4- Producdo de acidos graxos volateis de vacas leiteiras alimentadas com silagem de

gréo reidratado com ou sem protease.

Dietas experimentais EPM ValordeP
Item CON Protease g/ton CON vs Linear  Quad
SGR
0 500 1000

mmol/L

Acetato 50,97 51,64 54,79 57,04 2,189 0,033 0,021 0,124
Propionato 13,72 14,23 15,76 16,42 0,999 0,002 0,002 0,354
Butirato 1236 11,14 14,07 10,87 1,077 0,654 0,235 0,021
Isobutirato 0,717 0,667 0,780 0,770 0,033 0,325 0,306 0,477
Valerato 1,123 0,998 1,058 1,137 0,104 0,235 0,438 0,952
Isovalerato 169 138 127 1,62 0,064 0,278 0,324 0,354
Ac. grax ramificados 2,41 2,05 2,06 2,38 0,125 0,357 0,303 0,547
Totais 81,34 82,11 82,49 90,25 3,922 0,025 0,021 0,547
acetato:propionato 3,76 3,72 336 381 0,136 0,324 0,338 0,844
Metano* 19,45 19,59 17,34 21,46 0,824 0,358 0,332 0,031
pH 6,45 6,47 6,42 6,47 0,008 0,234 0,731 0,858
N-NH3 (mg/dL) 16,25 17,33 17,91 19,93 0,084 0,032 0,021 0,598

1CON (dieta controle sem adicdo de silagem de grdo de milho reidratado); 0, 500, 1000 g/ton de inclusdo de
CINBENZA DP100® extrato enzimatico de Bacillus licheniformis, atividade de protease 600 Ul/g em silagem de
gréo tmido de milho reidratado. 2EPM (erro padréo da média). * CON vs SGU (dieta controle vs dieta com silagem

de gréo de milho reidratado) Efeitos lineares e quadraticos.*Calculado de acordo com Moss et al (2000).
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Jé& para producéo de butirato ndo houve diferenca significativa (P= 0.654) para a dieta
controle e a silagem de grdo reidratada, mas houve efeito quadratico (P=0.021) quando se
observou as dose de protease incluidas na silagem, as vacas alimentadas com SGR-500
apresentou maior producéo de butirato, sendo observado o efeito contrario para producdo de
metano sendo que vacas consumindo SGR-500 apresentou menor producdo de metano (P=
0.031).

N&o houve influencia (P>0,05) na producdo de Isobutirato, Valerato, Isovalerato e
Acidos graxos ramificados em vacas leiteiras alimentadas com SGR com e sem protease, 0
mesmo foi observado quando se avaliou a relacdo acetato: propionato. No entanto para
producdo total de &cidos graxos houve efeito do uso de dietas contendo SGR, onde as vacas
alimentadas com SGR aumentou a producdo total de &cidos graxos (P=0.025) além disso houve
efeito linear crescente, ou seja, a medida em que se aumentou a dose de protease também a
producdo total de acidos graxos (P=0.021) foi aumentada.

Houve efeito (P=0.032) da substituicdo do concentrado grdo de milho seco por SGR
sobre a concentracdo de amonia ruminal, sendo que vacas que consumiram a dieta contendo a
SGR apresentaram maior concentracdo de aménia ruminal em relacdo aquelas que consumiram
o0 concentrado padréo, ainda houve efeito linear crescente (P=0.021) paras as doses de protease
na silagem, onde as vacas que consumiram maior dose de protease foram as que apresentaram
maior concentracdo de amoénia ruminal. Ndo houve diferenca significativa (P>0,05) para o pH
do liquido ruminal das vacas alimentadas com as diferentes dietas experimentais.

N&o houve efeito da substituicdo de SGR, introducdo da enzima ou da interacdo das
diferentes doses de enzima sobre o consumo de nitrogénio, excrecdo de N na urina e fezes das
vacas em lactacdo. Ja no Balanco de nitrogénio (g/dia), houve efeito significativo na
substituicdo de concentrado padrdo por SGR (P= 0.048) para N-absorvivel e N-retido. Ainda
guando se observou as doses de enzima em cada SGR os teores de N-absorvivel tenderam a
aumentar (P=0.032). Enquanto o teor de N-retido houve efeito quadratico (P=0.011) ao ponto
de méximo, onde os maiores teores foram registrados nos animais consumindo SGR-500
(Tabela 4).

N&o houve efeito significativo entre consumo de SGR e concentrado em relagdo aos
acidos graxos presentes no leite, exceto C15:1, onde os animais consumindo SGR apresentaram
0s maiores teores deste no rimen. Apenas o trans-10,cis-12 C18:2 apresentou efeito na dose de
enzima proteolitica, sendo a dose 500 g/ton a que apresentou maior teor deste acido graxo
(Tabela 5).

Né&o houve efeito significativo entre consumo de SGR e concentrado em relagdo aos

tipos de acidos graxos presentes no leite, entretanto, houve interagdo quadratica entre as doses
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de protease para acidos graxos de 4 a 14 carbonos e acidos graxos com mais de 16 carbonos,
onde na dose de 500 apresentou a menor quantidade de acidos graxos de 4 a 14 carbonos e
maior quantidade de acidos graxos com mais de 16 carbonos.

N&o houve efeito significativo entre consumo de SGR e concentrado em relacdo aos
tipos de acidos graxos presentes no leite, entretanto, houve interacdo quadréatica entre as doses
de protease para acidos graxos de 4 a 14 carbonos e 4cidos graxos com mais de 16 carbonos,
onde na dose de 500 apresentou a menor quantidade de acidos graxos de 4 a 14 carbonos e

maior quantidade de acidos graxos com mais de 16 carbonos.

Tabela 5- Composicdo de &cidos graxos do leite de vacas leiteiras alimentadas com silagem de

gréo reidratado com ou sem protease.

Item Dietas experimentais! EPM? Valor de P?

CON Protease g/ton Cvs SGU Linear Quad

0 500 1000

Acidos graxos g/100g
C4:0 159 158 159 156 0,004 0,679 0,228 0,371
C6:0 166 165 166 165 0,008 0,673 0,889 0,868
C8:0 294 291 295 289 0,014 0417 0,656 0,277
C10:0 6,78 6,94 6,63 6,77 0,061 0,972 0,248 0,099
C12:.0 422 423 424 419 0,008 0,720 0,311 0,338
C14:.0 10,82 11,09 10,87 10,93 0,062 0,239 0,346 0,354
Cil4:1 0,053 0,054 0,051 0,057 0,001 0,780 0,452 0,155
C15:0 145 146 143 1,47 0,007 0,824 0,708 0,121
Ci5:1 0,187 0,197 0,194 0,201 0,002 0,030 0,576 0,352
C16:0 27,98 2745 27,78 27,84 0,138 0,354 0,365 0,721
Cil6:1 0,961 0,970 0,968 0,983 0,009 0,524 0,566 0,703
C17.0 0,177 0,180 0,179 0,182 0,002 0,619 0,787 0,831
Ci7:1 0,421 0,432 0,424 0,420 0,005 0,706 0,364 0,883
C18:0 14,23 14,23 14,21 14,09 0,052 0,703 0,352 0,661
cis 11,C18:1 713 7,13 7,11 7,15 0,030 0,954 0,779 0,721
cis 9,C18:1 13,36 13,40 13,41 13,53 0,066 0,601 0,535 0,787
trans-10,cis-12 C18:2 162 157 185 159 0,040 0,569 0,855 0,022
trans-9,cis-11 C18:2 0,865 0,901 0,889 0,893 0,009 0,212 0,805 0,775
cis-9,cis-12,cis-15 159 161 161 158 0,011 0,753 0,442 0,843
C18:3
C20:0 0,870 0,914 0,884 0,910 0,009 0,152 0,891 0,320
C22:0 0,851 0,853 0,847 0,848 0,004 0,899 0,713 0,757
C24:0 0,198 0,193 0,196 0,196 0,003 0,698 0,778 0,823
Sumario
Y 4-a 14-C* 28,07 28,46 27,98 28,07 0,101 0,613 0,092 0,002
¥ acima de 16-C° 70,27 69,86 70,37 70,25 0,102 0,563 0,102 0,023
¥ AGS® 73,79 73,71 73,48 73,56 0,103 0,420 0,676 0,611
T AGI’ 26,21 26,29 26,51 26,43 0,102 0,420 0,676 0,611
T AGMI® 22,12 22,19 22,17 22,35 0,073 0,520 0,477 0,612
¥ AGPI° 408 4,09 434 4,07 0,052 0,470 0,898 0,110

T AGCI* 224 228 223 228 0,009 0,323 0,992 0,104
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Relagdo sat/insat? 282 280 2,77 2,78 0,014 0,430 0,656 0,651
Relacgdo sat/insat 18-C'2 0,578 0,577 0,569 0,573 0,003 0,578 0,231 0,554

1CON (dieta controle sem adicdo de silagem de grdo Umido de milho reidratado); 0, 500, 1000 g/ton de
inclusdo de CINBENZA DP100® extrato enzimatico de Bacillus licheniformis, atividade de protease 600 Ul/g em
silagem de grdo Umido de milho reidratado. 2EPM (erro padrdo da média). 3 COM vs SGU (dieta controle vs dieta
com silagem de grdo Gmido de milho reidratado) Efeitos lineares e quadraticos. *Acidos graxos de 4 a 14 carbonos.
SAcidos graxos com mais de 16 carbonos. SAcidos graxos saturados. “Acidos graxos insaturados 8Acidos graxos
monoinsaturados. °Acidos graxos poliinsaturados. °Acidos graxos de cadeia impar. *Relacdo acidos graxos

saturados/insaturados total. ?Relagéo 4cidos graxos saturados/insaturados com 18 carbonos.

Analisando a Sintese microbiana, foi observado efeito significativo para Nitrogénio e
Proteina bruta quando o concentrado padréo foi substituido pela SGR na dieta das vacas, onde
as vacas consumindo silagem de grdo reidratada apresentaram maior Nitrogénio e Proteina
bruta. Houve efeito linear crescente, onde aumentou se exponencialmente o teor de N e PB a

medida em que se aumentou a quantidade de enzima proteolitica na dieta dos animais.

Tabela 6- Compostos quimicos de vacas leiteiras alimentadas com silagem de grdo reidratado

com ou sem protease.

Dietas experimentais EPM  Valorde P

Item CON  Protease g/ton Cvs SGU Linear Quad
0 500 1000

Consumo (g/dia)
Nitrogénio 370,66 323,11 396,45 391,80 15,394 0,993 0457 0,851
Excrecéo (g/dia)
N-fezes 112,74 101,41 102,70 98,22 5,820 0,260 0,214 0,554
N-urina 80,58 69,17 58,18 86,57 4,782 0,398 0,255 0,602
Balanco (g/dia)
N-absorvivel 256,12 222,63 292,82 29538 13,090 0,048 0,032 0,214
N-retido 176,42 153,01 235,08 207,91 15352 0,032 0,214 0,011
Sintese microbiana (g/dia)
Nitrogénio 64,02 6546 76,44 8446 2,327 0,001 0,001 0,254

Proteina bruta 400,17 409,15 477,79 527,89 14,542 0,001 0,001 0,254
Bioquimica sanguinea (mg/dL)

Glicose 62,13 61,68 63,41 5886 2,048 0,254 0,335 0,448
Colesterol total 138,13 120,86 128,07 127,69 4,412 0,158 0,258 0,259

Nitrogénio ureico 18,39 16,43 1590 1582 0,445 0,003 0,015 0,556
ICON (dieta controle sem adigdo de silagem de grdo de milho reidratado); 0, 500, 1000 g/t de inclusdo de

CINBENZA DP100® extrato enzimético de Bacillus licheniformis, atividade de protease 600 Ul/g em silagem de
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gréo mido de milho reidratado. 2EPM (erro padrdo da média). * COM vs SGU (dieta controle vs dieta com silagem

de grdo Umido de milho reidratado) Efeitos lineares e quadraticos.

Houve contraste (P=0.003) na substituicdo por SGR sobre o N ureico no sangue. As
vacas que consumiram a dieta contendo a SGR apresentaram menor concentragéo de nitrogénio
no sangue em relacdo as que consumiram apenas concentrado padrdo. Houve efeito linear
decrescente para 0 nitrogénio ureico, onde as vacas que foram alimentadas com as maiores
doses de protease foram as que apresentaram menor teor de N ureico no sangue. N&o houve
diferenca significativa (P>5) para Glicose e Colesterol total das vacas alimentadas com os
diferentes tipos de dietas experimentais.

Houve diferenca significativa (P<0,05) entre a dieta controle e a silagem de gréo
reidratado para PLC (22.43) e EC (22.34), podendo inferir que a substituicdo do milho seco
moido por silagem de milho reidratado aumentou a producdo de leite e gordura. Houve
significancia nos valores lineares de doses de protease na dieta podendo inferir que a medida
qgue aumentou a dose de protease houve incremento dos valores para de producdo de leite,

producdo corrigida e energia corrigida (Tabela 7).

Tabela 7- Producdo e composicéao do leite de vacas leiteiras alimentadas com silagem de gréo

reidratado com ou sem protease.

Dietas experimentais EPM ValordeP

Item CON Protease g/ton Cvs SGU Linear Quad
0 500 1000

kg/dia
Producdo de leite 17,93 18,85 19,79 20,89 0,768 0,008 0,021 0,335
PC 3,5% 19,02 19,77 21,77 22,43 0,637 0,002 0,014 0,512
EC (Mcal/dia) 19,89 19,91 21,61 22,34 0,639 0,003 0,002 0,148
Gordura 0,772 0,750 0,824 0,793 0,021 0,244 0,457 0,014
Proteina 0,637 0,648 0,642 0,640 0,033 0,245 0,547 0,577
Lactose 1,04 106 107 1,05 0,021 0,547 0,871 0,554
Porcentagem
Gordura 397 381 425 4,07 0110 0,154 0,527 0,023
Proteina 325 330 329 324 0,023 0,247 0,248 0,231
Lactose 537 541 548 537 0,054 0,355 0,123 0,541
Eficiéncia produtiva
PL/CMS 1,34 142 141 152 0,053 0,003 0,024 0,542
PLC/CMS 1,42 1,49 155 1,63 0,047 0,021 0,035 0,248
ECM/CMS 148 150 154 164 0,038 0,001 0,011 0,554

1CON (dieta controle sem adicéo de silagem de grdo Gmido de milho reidratado); 0, 500, 1000
g/ton de inclusdo de CINBENZA DP100® extrato enzimatico de Bacillus licheniformis,
atividade de protease 600 Ul/g em silagem de grdo umido de milho reidratado. 2EPM (erro
padrdo da média). 3 COM vs SGU (dieta controle vs dieta com silagem de grdo Gmido de milho
reidratado) Efeitos lineares e quadraticos.
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Para o teor de gordura expresso em kg/dia e em porcentagem ndo houve significancia
entre a utilizacdo do concentrado e da SGR, porém observou se efeito quadratico ao ponto de
maximo entre 0s niveis de proteases na dieta, sendo a dose 500 a que apresentou maior teor de
gordura no leite. Ndo houve diferenca estatistica entre as dietas experimentais para proteina e
Lactose expresso nem Kg/dia nem porcentagem.

A silagem de gréo reidratado também foi melhor que a dieta controle (Mcal/dia) em
todos os parametros de eficiéncia produtiva (PL/CMS, PLC/CMS e EC/CMS), destacando a
eficiéncia produtiva da silagem reidratada, além disso, houve significancia para eficiéncia
produtiva (PL/CMS, PLC/CMS e EC/CMS) para os valores lineares de doses de protease,
podendo inferir que a medida que aumentou a dose de protease na dieta aumentou-se a
eficiéncia produtiva de producéo de leite, producéo corrigida 3,5% e energia corrigida sobre o
CMS.

7. DISCUSSAO

Para o comportamento ingestivos dos animais, o tempo de alimentagdo foi menor em
funcdo das doses, 0s animasis ficaram menos tempo se alimentando, comportamento
semelhante foi observado para o indice de selecdo, onde 0s animais que se alimentaram mais
rapidamente obtiveram um indice de selecdo maior, pois selecionaram menos e consumiram a
dieta mais rapidamente. Sendo tirado o poder selecdo dos animas com isso 0 tempo diminui.
Embora o tempo de alimentacdo dos animais tenha diminuido, a capacidade digestiva dos
animais ndo foi afetada, uma vez que as diferencas de apresentacdo do milho ndo ocasionaram
interferéncia no consumo dos animais, onde pode ter ocorrido maior taxa de bocado, eos
animais conseguiram consumir de acordo com as exigéncias previstas pelo NRC 2007.

O menor tempo de alimentagdo foi observado nos animais que receberam grao
reidratado com protease, 0 que pode ser explicado maior consumo de FDN que foi maior nas
dietas com protease, bem como a maior digestibilidade gerando maior pela maior
disponibilidade de nutrientes para fermentacdo e assim com maior saciedade, e esses animais
também tiveram maior tempo de 6cio em comparacdo ao grdo moido, o que pode ter sido
provocado pela menor necessidade de despender tempo para consumir alimentos, uma vez que
suas necessidade foram supridas. Oba e Allen (2003b) observaram que vacas consumindo milho
maduro moido tiveram maior consumo por refeicdo comparativamente as alimentadas com
milho ensilado.

Dietas ricas em amido tendem a elevar a flora aminoliticas e diminuir o pH, pois seu
perfil fermentativo apresenta quantidades elevadas de acido propidnico e lactato, porém neste
trabalho, ndo foi observado diferenca no pH explicado pela maior participacdo de volumosos

na dieta que correspondeu a 50%. As particulas ficaram retidas na primeira e na segunda peneira



31

sendo a grande parte da dieta dos animais, com isso houve maior estimulo a ruminacdo, que
gerou maior estimulo a mastigacdo e, consequentemente, aumento na secrecdo de saliva,
elevando a capacidade de tamponamento do liquido ruminal, fatores que combinados nédo
afetaram o tempo de mastigacdo e o pH ruminal. A saliva utilizada para explicar o pH, € um
importante agente tamponante, pois possui abundante quantidade de bicarbonato de sédio e
apresenta pH em torno de 8,1. Entretanto, a producgéo de saliva é influenciada pela quantidade
de fibras fornecidas na dieta, assim como pelo teor de umidade da mesma (Reis; Silva, 2011).

O consumo de MS pelos animais neste trabalho ndo foi afetado pelo processo de
reidratacdo de grao de milho e ensilagem e nem pela adi¢éo da protease na ragéo, apresentando
consumo médio de 13,54 kg/dia, uma vez que o consumo de MS é influenciado por muitos
fatores, como exemplo niveis nutricionais e os relacionados aos aspectos comportamentais dos
animais e suas relacbes com ambiente e os alimentos, ou ainda pode ser regulado por fatores
fisicos, como capacidade de distensdo do ramen. Braulio et al. (2019) e Gervasio (2021)
também ndo constataram diferenga no consumo de MS na substituicéo de grdo de milho moido
por gréo reidratado ensilado. A auséncia de CMS mostra que houve um bom processo
fermentativo da silagem de milho reidratado, pois segundo Jobim quando a fermentagédo
indesejada pode favorecer crescimento de bactérias do género clostridium, quando ndo ha a
reducdo do pH e através da competicdo com as bactérias acido latico pelos carboidratos
sollveis, convertem acUcares e acidos organicos em &cido butirico, ocasionando em odor
desagradavel, reducdo da palatabilidade, baixa aceitacdo pelos animais e inibicdo do consumo
pelos animais (Jobim et al., 2008).

A maior digestibilidade da MS n a silagem de gréo de milho reidratado evidencia que o
processo de reidratacdo rompe as ligacGes glicosidicas do amido e que assim pode permitir
maior acesso microbiano e particulas que por ventura escapem da degradacdo ruminal, podem
ser mais facilmente digerida pelas enzimas intestinais.. Loubbe et al. (2009), relataram maior
digestibilidade da MO para o grdo de milho reidratado quando comparado com o milho
laminado (80 vs 76,9%). O mesmo observado para PB quando utilizou SGR nas ragdes,
aumentou-se o coeficiente de digestibilidade da PB, estando em conformidade com
Bhattacharya & Harb (1973), que reportaram a alta digestibilidade da PB presente na SGR, o
que pode ter favorecido esse ocorrido foi 0 aumento da disponibilidade de energia para os
microorganismos do rumem devido ao aumento da digestibilidade de amido observada neste
trabalho para SGR (913.35, 934.19 e 963.56 g/kg) gerando eficiéncia microbiana, permitindo
aumento na disponibilidade de proteina microbiana para ser absorvida no intestino (Alves,
2010).

A digestibilidade da FDN apresentou comportamento quadratico com a inclusdo da
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enzima proteolitica na silagem, sendo que a 500 g/ton resultou no maior valor de
digestibilidade da fibra quando comparada aos niveis de 0 e 1000 de protease, a maior
digestibilidade da fibra na SGR-500, esta relacionado com a geracdo de acidos organicos
durante a producao da silagem, assim o que pode ocorrer € que ocorra a solubilizacdo da
proteina ligada a fibra e torna essa FDN mais prontamente disponivel aos microrganismos
celuloliticos. Dietas com altos teores de proteina favorecem microrganismos proteoliticos,
enquanto as altas em amido, que sdo baixas em fibra, estdo associadas a uma grande
populacdo de utilizadores de amido e, as dietas com alta fibra favorecem as celuloliticas
(Van Soest, 1994).

Neste trabalho houve aumento das concentragdes de propionato para silagens
reidratadas com adicao de protease, o qual esta relacionada ao fato da maior digestibilidade
da FDN e pelo fato de o processo de ensilagem poder quebrar ligacGes glicosidicas do amido
e da celulose.

Quanto maior a relagdo acetato:propionato maior a producdo de metano, pois o
acetato juntamente com o butirato levam a maior liberacdo de H> no rimen, pois quando
temos presenca de carboidratos de alta fermentacdo, 0os microorganismos mudam a rota
metabolica de geracdo de proprianato e 0 mesmo vai para a rota de lactato, sendo que para
cada mol de lactato é gerado duas vezes mais hidrogenio, consequentemente a producao de
H eleva o aporte de metano produzido.

A maior fermentabilidade ruminal do amido na dieta das vacas leiteiras contendo SGR
e maiores doses de protease, pode ter aumentado o fluxo de AGV do rimen para o sangue € a
proporcao de propionato dentre os AGV absorvidos. O propionato em excesso a capacidade
gliconeogénica do figado seria oxidado, gerando ATP capaz de induzir saciedade por estimulo
cerebral mediado pelo vago (VARGAS, 2014). O aumento na producdo de propionato é
resposta tipica em vacas alimentadas com dietas com maior concentracdo de carboidratos
fermentaveis (FIRKINS etal., 2001).

Os resultados advindos da maior digestibilidade nutricional das vacas alimentadas com
dietas contendo silagem de milho apresentaram o aumento da disponibilidade de energia para
0s microorganismos do rumem devido ao aumento da digestibilidade de amido observada neste
trabalho. O processo de ensilagem foi capaz de melhorar a digestibilidade do amido por romper
as ligacdes glicosidicas do amido durante o processo fermentativo.

A producdo de propionato ocasiona maior eficiéncia energética, tanto devido ao maior
aporte de substancias gliconeogénicas (acido propiénico), como pela diminuicdo na perda de

energia devido a menor producdo de metano, verificado nesse trabalho (Manella et al. 2003),
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além disso os microrganismos celuloliticos (algumas espécies de bactérias e protozoarios) e
bactérias metanogénicas tém baixa tolerancia a mudancas de ambiente.

Observou-se que a producdo de metano e nitrogénio amoniacal também aumentaram
com a inclusdo da protease na silagem de grdo umido. Na dose 500 de protease 0 metano foi
menor que os demais tratamentos, sendo contrario a digestibilidade de MS, PB e FDN, para
este tratamento tambem observou-se menor proporcéo acetato:propionato. Mostrando que a
protease tem o beneficio de otimizar o metabolismo energético da dieta e com isso reduzir o
metano.

O aumento da produgdo de nitrogenio amoniacal pode estar relacionada a maior quebra
da fracdo proteica no rumen pelos microrganismos no ambiente ruminal. De acordo Kurihara
et al. (1999), a maior emissdo de metano ocorre em alimento com menor energia, logo, a acao
da protease sobre a disponibilidade da energia favorece a reducdo da producédo de metano.

Houve diferenca no nitrogénio ureico plasmatico diferindo entre tratamento com e sem
SGR. A medida que se aumentou protease na dieta das vacas lactantes houve tendéncia de queda
no NUP nas vacas alimentadas com SGR, os dados explicam que a dieta com maior dose de
protease foi a mais efetiva permitindo um aumento na proteina microbiana impedindo assim
gue a amonia fosse para o0 sangue e transformasse em ureia no figado.

O nitrogenio aminacal aumentou com o uso de silagem reidratada pois houve maior
digestibilidade de proteina tambem neste tratamento, sendo a proteina liberada ou seja mais
nitrogenio no ambiente ruminal. O aumento da producdo de nitrogénio amoniacal com o
aumento das doses de protease (19.93 mg/dL) esta relacionada ao aumento da ingestdo de
matéria seca (649.00 g/kg) e degradacdo da fracdo proteica da dieta no rumen pelos
microrganismos no ambiente ruminal. pois libera a proteina presa dentro da matriz do amido.

Os dados médios encontrados para N-NHs ruminal (19,93 mg/dL) encontram-se acima
dos 5 mg/dL recomendados por Satter & Roffler (1979) como o minimo necessario para que
haja fermentagdo ruminal e abaixo daqueles encontrados por Mehrez & Orskov (1976), que
recomendam 23 mg/dL para que 0s microorganismos potencializem a fermentagdo microbiana.
A menor producdo de amoénia no ramen dos animais alimentados com grao de milho seco pode
estar associada a menor hidrolise da proteina do grdo maduro, causada pelo efeito hidrofobico
das prolaminas, corroborando para menor fermentacédo e consequentemente menor producéo de
amonia no ramen (Fregadolli et al., 2001).

A maior quantidade de Nitrogenio retido foi devido a maior sintese microbiana, gerando
mais nitrogenio e mais proteina, concequentemente mais nitrogenio amoniacal, 0 que elevou a

aumentou nitrogenio retido. O nitrogenio microbiano € de alto valor biologico, sendo um
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aminoacido puro e que rapidamente € absorvido pelo intestino, cai na corrente sanguinea, e é
excretado na urina e nas fezes.

A disponibilidade de carboidratos rapidamente fermentaveis, na presenca de
quantidades inadequadas de N, pode ter levado a competicao entre as bactérias celuloliticas e
as fermentadoras de carboidratos néo fibrosos, inibindo as primeiras.

Os resultados da utilizagdo de energia e nitrogénio pelas vacas estdo relacionados com
a ingestao de nutrientes e a digestibilidade. Os animais alimentados com dietas contendo SGR
tiveram maior consumo e digestibilidade de MS e, consequentemente, apresentaram maior
consumo de energia e equilibrio de energia e proteina no ramen, aumentando a sintese
microbiana. Este efeito esta relacionado com o aporte proteico e energético da dieta, onde os
principais fatores que limitam o crescimento microbiano sdo a disponibilidade de nitrogénio e
de energia no rumen (Clark et al., 1992). Assim, o aporte de energia associado ao aporte
proteico aumentou a eficiéncia de utilizacdo dos compostos nitrogenados, reduzindo a excrecdo
de nitrogénio.

O aumento da producdo de leite nos tratamentos propostos pode ser explicado pela
maior digestibilidade dos nutrientes e concentracdo de energia da dieta com 0 uso de protease
nas silagens de grao reidratado. A energia € o principal limitante a producdo de leite e a
suplementacdo estratégica é necessaria para obter-se niveis maiores de producdo. A energia
advinda da fermentacdo dos carboidratos ndo fibrosos gera maior producgdo de propionato
sendo um dos principais substratos para a gliconeogénese hepatica, resultando em aumento das
concentracdes plasmaticas de glicose, importante fator envolvido na producéo de leite (Oba;
Allen, 2003).

A maior producdo de gordura e gordura em porcentagem encontrada neste trabalho para
silagem de grdo reidratado com 500 g/ton de protease, pode ser explicado pela dose onde a
disponibilidade e carboidratos da dieta manteve o ambente ruminal favoravel a degradacao da
fragdo fibrosa da dieta sem comprometer a producdo de gordura. Os dados apresentados
sugerem que a fibra fisicamente efetiva contida na dieta foi suficiente para estimular a
mastigacdo e manter o teor de gordura do leite, juntamente com a producéo de acetado que é
utilizado pelos tecidos musculares, mamario e adiposo como fonte de energia e precursor de
gordura corporal e do leite.

A eficiéncia produtiva da PL/CMS, PLC/CMS e EC/CMS, aumentou linearmente com
aincluséo da protease na silagem de grdo reidratado em comparagdo ao milho moido e a silagem
sem protease. O aumento da eficiéncia da producgéo de leite pelos animais quando utilizado a
reidratagdo no milho, pode ser atribuido ao aumento do aproveitamento do amido convertendo

em maior aporte de nutrientes e assim producao de leite. Ja 0 aumento da eficiéncia da produgéo
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de leite quando os animais consumiram dietas com maiores doses de protease pode ser em

funcdo do aumento da Energia Liquida corrigida.

8. CONCLUSAO
Diante aos resultados apresentados conclui-se que:
O uso da técnica de reidratacao e ensilagem do milho resulta em melhores caracteristicas
nutricionais na dieta o que melhora a eficiéncia produtiva do sistema.
O uso de protease associado a rehidratacdo do milho e ensilagem tras consigo melhoras

na fermentagdo ruminal e digestibilidade dos nutrientes até 500 g/tom.
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Silagem de gréao de milho reidratado aditivada com protease na alimentacéo de vacas

leiteiras

Silagem de milho reidratado melhora os parametros de eficiéncia leiteiras.
Protease a silagem de milho reidratada melhora o desempenho e producao de leite.

A reidratacdo com dose até 1000 gramas de protease melhorou os parametros produtivos.

Resumo: Objetivou-se com este trabalho avaliar a adi¢do de protease em silagem de grao de
milho reidratado, fornecido como base alimentar para vacas leiteiras observando seus efeitos
sobre 0 consumo e digestibilidade de nutrientes e metabolismo ruminal. Foram utilizadas oito
vacas da raca Jersey (432,91 Kg) com 45+ 5 dias de lactacdo, seguindo um duplo quadrado
latino 4x4. As dietas experimentais foram: 1- CONTROLE (Dieta Basal), 2- SGR-0 (silagem
de grdo reidratado de milho sem adicdo de protease), 3- SGR-500 (inclusdo de 500 g/t de
protease na silagem), 4- SGR-1000 (inclusdo de 1000 g/t de protease). A duracdo de cada
periodo foi de 14 dias de adaptacdo e 5 de coleta de dados, avaliando o consumo e a
digestibilidade de matéria seca e nutrientes, a fermentacdo ruminal, o balanco de nitrogénio,
sintese de proteina microbiana e producéo de leite. A utilizacdo da silagem melhorou (P<0,05)
a digestibilidade, além disso quando incluiu enzima protease nas silagens houve aumento da
digestibilidade de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB) e fibra de
detergente neutro (FDN). Houve efeito dos tratamentos sobre os parametros ruminais producéo
de AGV'’s, metano, nitrogenio amoniacal, resultantes principalmente pelo aumento da digestao
de amido e no teor de NDT das dietas. A silagem de grdo reidratado foi melhor que a dieta
controle (Mcal/dia) em todos os parametros de eficiéncia produtiva e aumentou linearmente de
acordo com as doses de protease. Conclui-se que o uso de silagem de gréo de milho reidratados
e/ou com enzima protease na alimentacdo de vacas leiteiras melhora digestibilidade e
produtividade dos nutrientes e metabolismo sem modificar a composic¢do quimica.

Palavras-chave: Aditivo enzimatico; Digestibilidade; Ensilagem; Metabolismo.
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1. Introducgéo

Gréos de cereais, ricos em amido como o milho séo o principal concentrado energético
utilizado para a alimentacdo de vacas leiteiras, entretanto a industria nacional faz uso de um
hibrido duro de forte matriz proteica que recobre os granulos de amido, limitando o ataque
microbiano no rumen podendo diminuir também a acdo enzimatica no intestino delgado
(Menezes et al., 2017). Diante disso denota-se o uso de se ensilar graos iumidos de milho como
uma alternativa para melhorar o armazenamento de grdos na propriedade rural, elevar a
digestibilidade em relagcdo ao milho seco, podendo favorecer as carateristicas fermentativas.

Ja a hidratacdo e ensilagem dos grdos de milho em estdgio maduro € uma opcao a
ensilagem de grdo umido, pois permite a compra estratégica em momentos de baixa nos precos
do milho (Menezes et al., 2017), bem como minimizar as perdas quantitativas e qualitativas em
funcdo do ataque de insetos e roedores (Rocha,2020), além de possuir baixo custo de estocagem
(Biaggioni et al., 2009), ainda a ensilagem de grdos reidratados aparece como uma ferramenta
importante para o aumento do valor nutritivo do milho (Morais, 2016).

O uso de protease na reidratacdo e ensilagem de grdos de milho maduros surge com o
intuito de otimizar a digestibilidade da dieta com a degradacdo das prolaminas por enzimas
microbianas e vegetais, pois teor de prolamina na semente aumenta com a maturidade da planta
e € maior em hibridos com endosperma de alta vitreosidade (Holding, 2014).

A literatura tem reportado efeitos positivos do uso as silagens de grdo reidratado na
digestibilidade de MS, FDN, PB (Reis; Silva 2011) e na producdo de leite (Mendes 2013).
Efeitos positivos também séo encontrados utilizando protease na digestibilidade de MS e FDN
(Windle, Walker e Kung Junior, 2014).

Dentro desta ética a proposta para este trabalho foi avaliar o uso da silagem de gréo de
milho reidratado, bem como a adigéo protease a silagem de grao de milho reidratado para dieta
de vacas leiteiras observando seus efeitos sobre o consumo e digestibilidade de nutrientes,
sintese de proteina microbiana, balanco de nitrogénio e fermentag&o ruminal, comportamento

ingestivo, producgéo e composicao do leite.
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2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido no periodo de julho a novembro de 2020 na propriedade
“Nossa Senhora Abadia”, localizada no municipio de Douradina no estado de Mato grosso do
Sul. Foram utilizadas 8 vacas Jérseis (432,91 kg) alojadas em baias individuais de concretos
com piso cimentado com cocho e bebedouro, os animais foram induzidos a lactacéo através de
horménios conforme protocolo recomendado por Freitas et al. (2010) e quando atingiram o pico
de lactacdo (com 45+ 5 dias de lactacdo) foram distribuidas aleatoriamente em duplo quadrado
latino 4x4, composto por 14 dias de adaptacéo e 5 de coleta de dados e amostragem por periodo,
totalizando 76 dias de periodo experimental. As dietas foram formuladas com base no NRC
(2001, tabela 01) de modo a serem isoprotéicas com 16% de PB. As dietas experimentais foram
as seguintes: 1- CONTROLE (dieta basal), 2- SGR (silagem de grdo reidratado de milho sem
adicéo de protease), 3- SGR-500 (inclusdo de 500 g/t de protease na silagem), 4- SGR-1000
(inclusdo de 1000 g/t de protease). As dietas foram fracionadas em dois tratos diarios 6h e as
14h de modo a garantir sobras diarias de 10% do fornecido garantindo assim o consumo ad

libidum.

Tabela 1- Composic¢do nutricional da dieta controle e da dieta com substituicdo total do milho
moido por silagem de grdo de milho reidratado.

Ingredientes (g/kg) Dietas experimentais!

CON SGUR

SGR-0 SGR-500 SGR-1000

Silagem de milho 400 400 400 400
Feno de Tifton 100 100 100 100
Milho moido 270 - - -
Silagem Grao reidratado de milho - 270 270 270
Gréo de soja cru inteiro 180 180 180 180
Ureia 10 10 10 10
Ncleo Mineral? 40 40 40 40
Composigéo nutricional (g/kg) CON SGUR

Matéria seca 542,28 523,56
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Matéria organica 954,68 954,56
Proteina bruta 162,54 163,41
Extrato etéreo 43,65 44,12
Amido 292,56 286,32
Carboidrato ndo fibroso 422,68 428,79
Fibra em detergente neutro 325,81 318,24
Fibra em detergente acido 178,22 179,54
Lignina 24,52 25,95
Cinzas 45,32 45,44
Nutrientes digestiveis totais® 747,62 750,33

Energia liquida de lactacao

1,71 1,72
(Mcal/kg)®

!CON (dieta controle); SGUR (dieta com substituicdo total do milho moido por silagem de grdo reidratado de
milho reidratado); 2Nucleo mineral (Ca 110 g/kg; P 42 g/kg; S 18 g/kg; Mg 20 g/kg; Na 123 g/kg; Co 14 mg/kg;
Cu 600 mg/kg; Cr 20 mg/kg; Fe 1050 mg/kg; 1 28 mg/kg; Mn 2000 mg/kg; Se 18 mg/kg; Zn 2800 mg/kg; biotina
80 mg/kg; vitamina A 240000 Ul/kg; vitamina D 100000 Ul/kg vitamina E 100000 Ul/kg. 3Calculado de acordo

com NRC, 2001.

Os graos de milho foram moidos em moinhos de facas (4 mm) hidratados e
homogeneizados utilizando betoneira com agua, até teor de matéria seca entre 50 a 55%.

A densidade de estocagem dos silos foi de 2 toneladas de grao reidratados de milho /m3,
Cada um dos silos corresponde a dose de inclusdo de protease descrita anteriormente A enzima
foi adicionada durante o processo de homogeneizacao. A compactacgéo foi feita de modo manual
por pisoteio e os silos foram vedados com a lona. Os silos permaneceram fechados por 30 dias,
e entdo foi dado inicio ao fornecimento para os animais.

Diariamente foram realizas pesagens da quantidade de fornecimento de alimentos,
concentrado e das sobras de cada tratamento com a finalidade de estimar o consumo. Para a
avaliacdo do consumo, as sobras da dieta foram pesadas diariamente sendo ajustado o
fornecimento para consumo ad libitum com sobras das dietas calculadas entre 5 e 15%,
fornecidos na forma de dieta completa. Amostras das sobras de cada animal e ingredientes da

dieta fornecida eram coletadas durante todo o periodo de avaliacdo de consumo, perfazendo
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amostra composta dos diferentes dias. Amostras de dietas, ingredientes concentrados, sobras e
fezes foram analisadas para avaliar o consumo e a digestibilidade

Para estimativa da digestibilidade aparente total da matéria seca e dos nutrientes, foi
realizado coleta total de fezes no 15°, 16° e 17° dia de cada periodo experimental. As amostras
obtidas foram homogeneizadas para compor uma amostra composta de cada animal em cada
periodo.

As amostras coletadas (fezes, dieta e sobras) foram pré-secas em estufa com ventilacao
forcada (55°C/72 horas) e processadas em moinho de facas com peneiras de porosidade 1 mm,
e foram analisadas quanto a matéria seca (MS; método 967.03), cinzas (método 942.05),
proteina bruta (PB; método 981.10) e extrato etéreo (EE; método 920.39) conforme
recomendacdes da AOAC (1990). O teor de fibra em detergente acido (FDA) foi determinado
como descrito por Van Soest et al. (1994), e a lignina foi determinada tratando o residuo da
fibra em detergente acido com &cido sulfurico 72% (Silva e Queiroz, 2002). Os nutrientes
digestiveis totais (NDT) foram estimados utilizando a formula proposta pelo NRC (2001). O
consumo diério de matéria seca estimado por animal (CMS) da baia foi calculado a partir da
diferenga entre a quantidade de dieta oferecida diariamente e as sobras coletadas no dia
seguinte.

Amostras da dieta total e de sobras de cada tratamento foram coletadas durante o 15°,
16° e 17° dia de cada periodo, formando uma amostra composta por periodo. A mistura total da
dieta e das sobras foram analisadas para a distribuicdo de tamanho de particulas usando um
separador de particulas com peneiras estratificadoras (Penn State Particle Separator — Nasco,
Fort Atkinson, WI, EUA) como descrito por Kononoff et al. (2017).

Para anélise do teor de amido foi utilizada metodologia descrita por Hendrix (1993),
onde aproximadamente 0,1 g de amostra foi pesada em duplicata em tubos de plastico, foram
adicionados 2 mL de solugdo acida, agitada e levada para estufa de ventilacdo forcada por 1
hora, em seguida adicionado 2 ml de agua destilada, vedado e tratado em autoclave a 110°C

durante 60 min. Em seguida adicionado 5 ml de solucéo tampéo, adicionado enzima amilase e
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levada para estufa de ventilacdo forcada por 20 horas. Posteriormente a solucéo resultante foi
filtrada em baldo de 100 mL, completando o volume com agua destilada e agitada. As analises
das concentracdes foram realizadas por meio de kits comerciais que utilizam método enzimatico
colorimétrico, sendo a leitura realizada em analisador automatico.

No 19°dia de cada periodo experimental, 4 horas ap6s alimentacao foi coletada liquido
ruminal através de sonda esofagica de acordo com Ortolani et al. (1981). Imediatamente ap0s
a coleta, o pH foi mensurado através de potencidmetro digital (MB-10, Marte, Santa Rita do
Sapucai, Brasil). As amostras foram armazenadas em recipientes plasticos a -5°C. A amonia-N
foi determinada pelo método colorimétrico de fenol-hipoclorito (Broderick e Kang, 1980).

A andlise de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) foi determinada e calculado de
acordo com Moss et al (2000)., sendo as amostras centrifugadas a 15.000g (4°C), durante 50
minutos, e em seguida, analisadas em cromatdgrafo liquido-gasoso (Hewlett Packard 5890
Series 11 GC, coluna empacotada cabopack, 3m), com temperatura do forno de 120°C, equipado
com integrador (Hewlett Packard 3396 Series Il Integrator) e injetor automatico (Hewlett
Packard 6890 Series Injector) a temperatura de 106°C, e detector tipo FID a 190°C. O gés de
arraste utilizado foi o nitrogénio, sem rampa de aquecimento. O padréo interno utilizado foi 0
acido 2-metilbutirico, sendo acrescentados, em cada tubo para leitura em cromatografo, 100uL
do padrdo interno, 800uL da amostra e 200pL de &cido férmico. Uma mistura de &cidos graxos
volateis com concentracdo conhecida foi utilizada como padrdo externo para a calibracdo do
integrador (Campos et al., 2004).

No dia 18° e 19° de cada periodo experimental foi realizada a coleta de urina durante a
miccao espontanea, as 10h00, ou seja, quatro horas apds o fornecimento da refei¢do as 06h00.
Nesse processo, o pH foi ajustado, se necessario, para valores abaixo de 3, com goticulas de
concentrado acido sulfurico, visando prevenir a destrui¢do bacteriana dos derivados de purina
e precipitacdo do acido urico. As amostras foram armazenadas a —18 °C para analises

posteriores os derivados da purina alantoina e acido urico.
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As analises desses derivados foram realizadas conforme a técnica descrita por Chen e
Gomes (1992). Purinas microbianas absorvidas (X, mmol dia ) foram calculados a partir da
excrecdo de derivados de purina (Y, mmol dial), pela seguinte equacio: Y = 0,84X+ (0,150
BWO,75 e —%%°%) em que 0,84 é a recuperacio de purinas absorvidas como derivados da purina
urinaria e 0,150 BW %7 ¢ “025X ¢ 3 contribui¢io enddgena a excrecdo de purinas (VERBIC et
al., 1990). O fluxo intestinal dos compostos nitrogenados (Y,g N dia ~?) foi calculado em fungéo
da purinas microbianas absorvidas (X, mmol dia ~?!), usando a seguinte equacio: Y = (70X) /
(0,83 x 0,116 x1000), em que 70 é o teor de N nas purinas (mg N mmol); 0,83 é a digestibilidade
da microbiana purinas; e 0,116 é a Purina N: bacteriana N. A producdo microbiana foi expressa
como g N microbiano (gramas de N microbiano) e P microbiano (gramas de proteina
microbiana).

Para o balanco de nitrogénio foi realizado a quantificacdo do teor de nitrogénio da urina
e fezes de acordo com a (AOAC, 2000).

As vacas foram ordenhadas mecanicamente duas vezes ao dia, as 6h e as 16h sendo a
producdo de leite (PL) registrada diariamente durante todo o periodo experimental e producédo
média considerada todos os dias do periodo experimental. A producdo de leite foi corrigida para
3,5% de gordura (PLC) segundo férmula de Sklan et al. (1992), onde PLC = (0,432 + 0,163
*G%) * PL.

As amostras utilizadas para analise da composicao do leite foram obtidas no 15°, 16° e
17° dias de cada periodo experimental, na qual cada amostra proveniente das duas ordenha
diérias, com amostragens proporcionais. Foram determinados os teores de gordura, proteina e
lactose, através de espectrometria de infravermelho pelo equipamento LACTOSCAN®.

Para a analise de &cidos graxos do leite foi realizada a coleta de uma amostra (200 ml)
de leite, sendo uma aliquota da ordenha matutina e uma da ordenha vespertina. Para o processo
de extracdo, as amostras foram centrifugadas a 17.800 x g por 30 minutos a 4 °C e proximo a
19.300 x g por 20 minutos a 4 °C, de acordo com Feng et al. (2004). A gordura separada (300-

400 mg) foi metilada e os ésteres metilicos foram formados de acordo com Kramer et al. (1997).
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Dois padrdes internos C18:0 e C19:0 foram utilizados para corrigir as perdas durante o processo
de metilacéo.

Os acidos graxos foram quantificados por cromatografia gasosa (GC Shimatzu 2010,
com injecdo automatica), usando coluna capilar SP-2560 (100 m x 0,25 mm de diametro com
0,02 mm de espessura, Supelco, Bellefonte, PA). A temperatura inicial foi de 70 °C por 4
minutos (13°C/minuto) até chegar a 175°C, mantendo por 27 minutos. Depois, um novo
aumento de 4°C/minuto, foi iniciado até 215°C, mantendo durante 31 minutos. Hidrogénio (Hz)
foi utilizado como gés de arraste com fluxo de 40 cm/s. durante o processo de identificacdo
foram utilizados quatro padrdes: standard C4-C24 de acidos graxos (Supelco ® TM 37), acido
vacénico C18:1 trans-11 (V038-1g, Sigma®), C18:2 CLA trans-10, cis-12 (UC-61M 100mg),
e C18:2 cis-9, trans-11 (UC-60M 100mg), (NU-CHEK-PREP EUA ®) para identificacdo dos
acidos graxos que sao formados durante a bio-hidrogenacao de &cidos graxos insaturados.

As coletas de sangue foram realizadas no 19° dia de cada periodo experimental por
puncéo da veia e/ou artéria coccigea. As analises das concentracdes dos parametros sanguineos
foram por meio de kits comerciais (Bioclin®) com método enzimético colorimétrico e leitura
automatica de bioquimica sanguinea (Sistema de Bioquimica Automéatico SBA-200 CELM.
Foram determinados os teores de glicose, colesterol, albumina e proteina bruta do sangue.

Para a avaliacdo dos pardmetros comportamentais, no 18° dia de cada periodo as
medidas comportamentais de cada animal foram registradas através da observagdo e anotacéo.
A cada 10 minutos foram registrados a frequéncia de animais se alimentando no cocho, em
ruminacao ou em 6cio (Mezalira et al., 2011). O tempo despendido na atividade mastigatéria
(mastigagéo hora/dia) foi avaliado como sendo a soma do tempo na atividade da alimentagédo

mais a ruminacéo.
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Os dados obtidos foram submetidos ao SAS (Version 9.1.3, SAS Institute, Cary, NC

2004), verificando a normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias pelo PROC

UNIVARIATE, adotando-se nivel de significancia de 5%.

Os dados oram serdo analisados, pelo PROC MIXED de acordo com a seguinte modelo:

Yijklm = p + Ai+ Pj +Qk+ PI+ Am+ PI(Am) +eijkim

Onde: Yijklm = variavel dependente, u = media geral, Ai= efeito de animal (i= 1 a 8),

Pj= efeito de periodo (j= 1 a 4), Qk= efeito de quadrado (k=1 a 2), Am = efeito da silagem (Am

=1 a 2), Pl= efeito de protease (I =1 a 2), PI(Am) = efeito de interacdo e eijklm = erro. Os

graus de liberdade serdo corrigidos por DDFM= kr. Contraste: silagem de gréo reidratado x

grdo de milho seco moido. Regressdo polinomial para a inclusdo de protease na silagem de grédo

de milho reidratado.

3. Resultados

Tabela 2- Separacdo de particulas da dieta de vacas leiteiras alimentadas com silagem de gréo

reidratado com ou sem protease

Dietas experimentais EPM
Item CON Protease g/ton
0 500 1000
Indice de selecdo
>19 mm 0,641 1,39 1,62 1,08 0,161
19-8 mm 1,16 1,08 1,10 1,08 0,022

8-1,18 mm 1,11 1,07 1,07 1,07 0,008
<1,18 mm 1,07 1,31 1,83 1,20 0,1946
Comportamento ingestivo (min/dia)

Alimentando 633,80 606,95 547,83 611,55 24,818
Mastigando 1246,40 1205,63 1177,96 1220,43 16,802
Ruminando 612,60 598,69 630,13 608,89 20,043
Ocio 68,33 8505 82,53 8304 4,745

Valor de P

Cvs Linear Quad
SGU

0,024 0,376 0,082
0,159 0,930 0,444
0,050 0,929 0,907
0,148 0,154 0,215

0,125 0,368 0,025
0,254 0,452 0,325
0,214 0,188 0,221
0,025 0,214 0,558
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Bebendo 12527 14932 17951 136,53 16,015 0,214 0,444 0,847

1CON (dieta controle sem adigdo de silagem de grdo Gmido de milho reidratado); 0, 500, 1000 g/ton de incluséo
de CINBENZA DP100® extrato enzimatico de Bacillus licheniformis, atividade de protease 600 Ul/g em silagem
de grdo Umido de milho reidratado. 2EPM (erro padrdo da média). 3 COM vs SGU (dieta controle vs dieta com

silagem de grdo Umido de milho reidratado) Efeitos lineares e quadraticos

N&o houve influéncia (P>0,05) das dietas experimentais sobre o indice de selecdo. No
comportamento ingestivo (min/dia), ndo foi observado influencia (P>0,05) das dietas
experimentais para os animais se alimentando, embora foi observado efeito quadratico para as
doses da enzima proteoliticas sendo que os animais consumindo as doses 500 g/ton passaram
menos tempo se alimento se comparado com as doses de 0 e de 1000 g/ton.

Houve diferenca significativa para silagem de grdo reidratado e concentrado padréo,
sendo que os animais que consumiram SGR ficaram mais tempo em 6cio (P=0.025) do que os
animais consumindo apenas concentrado padrédo. N&o houve diferenga (P >0,05) quanto ao
comportamento mastigando, ruminando e bebendo &gua para os animais e as dietas
experimentais.

Né&o houve efeito (P >0,05) da silagem de gréo reidratado (concentrado padrdo * SGR),
e nem de doses da enzima (0, 500, 1000 g/ton) sobre o consumo de nutrientes (kg/dia) de vacas
leiteiras (MS=13,54; PB=2,31), exceto para FDN (P=0,035), sendo que 0s animais que
consumiram a SGR apresentaram maior consumo de FND. Observou que houve efeito
quadrético (P<0,05) em funcdo da dose de protease na silagem de gréo reidratado, constatando

que para a SGR-500 houve maior conteido de FDN em relacdo as demais doses (Tabela 3).

Tabela 3- Consumo e digestibilidade da matéria seca e nutrientes de vacas leiteiras alimentadas

com silagem de gréo reidratado com ou sem protease.

Dietas experimentais EPM  ValordeP
Item CON  Protease g/ton Convs SGR  Linear Quad
0 500 1000

Consumo (kg/dia)
Mateéria seca 13,36 13,27 13,92 13,62 0,416 0,529 0,458 0,568
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Matéria organica 12,09 12,24 12,82 12,38 0,394 0,305 0,411 0,584

Proteina bruta 2,31 2,01 2,47 2,44 0,120 0,993 0,398 0,587
FDN 6,83 7,83 9,26 769 0421 0,035 0,451 0,015
Amido 3,91 3,75 3,94 385 0,117 0,256 0,441 0,567
Consumo (%PV)

Matéria seca 3,28 3,01 3,21 3,20 0,104 0,313 0,125 0,555
FDN 1,62 1,76 2,14 1,80 0,092 0,042 0,185 0,224
Digestibilidade (g/kg)

Matéria seca 584,43 596,75 649,00 610,01 16,154 0,035 0,232 0,002

Matéria organica 629,55 632,51 676,36 651,94 14,322 0,015 0,223 0,023
Proteina bruta 697,10 674,65 747,22 740,80 13,952 0,045 0,311 0,011
FDN 535,24 584,45 661,96 641,07 24,015 0,038 0,222 0,022
Amido 877,81 913,35 934,19 963,56 18,927 0,001 0,325 0,525

1CON (dieta controle sem adigdo de silagem de grdo imido de milho reidratado); 0, 500, 1000 g/ton de inclusdo
de CINBENZA DP100® extrato enzimatico de Bacillus licheniformis, atividade de protease 600 Ul/g em silagem
de grdo Umido de milho reidratado. 2EPM (erro padrdo da média). * CON vs SGR (dieta controle vs dieta com

silagem de grao de milho reidratado).

Quando observado o consumo expresso em %PV no FDN houve maior teor de FDN nas
silagens com de grdo reidratado se comparado com a dieta controle, ndo sendo observado
influéncia (P>0,05) da SGR e nem das doses de protease na dieta para MS em %PV.

Quanto a digestibilidade, houve diferenca significativa (P<0,05) entre a dieta controle e
a SGR para MS, MO, PB, FDN e amido, onde o uso da silagem de grdo reidratada na
alimentacdo de vacas leiteiras aumentou significativamente a digestibilidade dos animais.
Houve efeito quadratico ao ponto de maximo para doses de enzima na silagem para MS, MO,
PB, FDN, sendo que animais consumindo a SGR-500 apresentou aumento da digestibilidade
para todos 0s aspectos observados exceto para o amido.

Houve diferenca significativa entre a dieta controle e a silagem de gréo reidratado (SGR)
para acetato (P= 0.033) e propionato (P= 0.002) (Tabela 4), onde as vacas alimentadas com
silagem de grédo de milho reidratada apresentaram maior producéo de acetato e propionato.

Houve efeito linear crescente para producdo de acetato (P= 0.021) e propionato (P= 0.002),
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onde as vacas que consumiram silagem com maiores doses de protease aumentou significativo

a producao destes AGVs.

Tabela 4- Producdo de acidos graxos volateis de vacas leiteiras alimentadas com silagem de

gréo reidratado com ou sem protease.

Dietas experimentais EPM ValordeP
Item CON Protease g/ton CON vs Linear  Quad
SGR
0 500 1000

mmol/L

Acetato 50,97 51,64 54,79 57,04 2,189 0,033 0,021 0,124
Propionato 13,72 14,23 15,76 16,42 0,999 0,002 0,002 0,354
Butirato 12,36 11,14 14,07 10,87 1,077 0,654 0,235 0,021
Isobutirato 0,717 0,667 0,780 0,770 0,033 0,325 0,306 0,477
Valerato 1,123 0,998 1,058 1,137 0,104 0,235 0,438 0,952
Isovalerato 169 138 127 1,62 0,064 0,278 0,324 0,354
Ac. grax ramificados 2,41 2,05 206 2,38 0,125 0,357 0,303 0,547
Totais 81,34 82,11 82,49 90,25 3,922 0,025 0,021 0,547
acetato:propionato 3,76 3,72 336 381 0,136 0,324 0,338 0,844
Metano* 19,45 19,59 17,34 21,46 0,824 0,358 0,332 0,031
pH 6,45 6,47 6,42 6,47 0,008 0,234 0,731 0,858
N-NHs (mg/dL) 16,25 17,33 17,91 19,93 0,084 0,032 0,021 0,598

1CON (dieta controle sem adicdo de silagem de grdo de milho reidratado); 0, 500, 1000 g/ton de incluséo de
CINBENZA DP100® extrato enzimético de Bacillus licheniformis, atividade de protease 600 Ul/g em silagem de
gréo tmido de milho reidratado. 2EPM (erro padréo da média). * CON vs SGU (dieta controle vs dieta com silagem

de gréo de milho reidratado) Efeitos lineares e quadraticos.*Calculado de acordo com Moss et al (2000).

Ja para producdo de butirato ndo houve diferenca significativa (P= 0.654) para a dieta
controle e a silagem de grdo reidratada, mas houve efeito quadratico (P=0.021) quando se
observou as dose de protease incluidas na silagem, as vacas alimentadas com SGR-500
apresentou maior producgdo de butirato, sendo observado o efeito contrério para produgdo de
metano sendo que vacas consumindo SGR-500 apresentou menor producdo de metano (P=

0.031).
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Houve efeito do uso de dietas contendo SGR producéo total de acidos graxos, onde as
vacas alimentadas com SGR aumentou a producdo total de acidos graxos (P=0.025) além disso
houve efeito linear crescente, ou seja, a medida em que se aumentou a dose de protease também
a producado total de &cidos graxos (P=0.021) foi aumentada.

Houve efeito (P=0.032) da substituicdo do concentrado grdo de milho seco por SGR
sobre a concentracdo de amonia ruminal, sendo que vacas que consumiram a dieta contendo a
SGR apresentaram maior concentracdo de aménia ruminal em relagdo aquelas que consumiram
0 concentrado padréo, ainda houve efeito linear crescente (P=0.021) paras as doses de protease
na silagem, onde as vacas que consumiram maior dose de protease foram as que apresentaram
maior concentracdo de amoénia ruminal. Ndo houve diferenca significativa (P>0,05) para o pH
do liquido ruminal das vacas alimentadas com as diferentes dietas experimentais.

Para o Balanco de nitrogénio (g/dia), houve efeito significativo na substituicdo de
concentrado padrdo por SGR (P= 0.048) para N-absorvivel e N-retido. Ainda quando se
observou as doses de enzima em cada SGR os teores de N-absorvivel tenderam a aumentar
(P=0.032). Enquanto o teor de N-retido houve efeito quadratico (P=0.011) ao ponto de maximo,
onde os maiores teores foram registrados nos animais consumindo SGR-500 (Tabela 4).

Né&o houve efeito significativo entre consumo de SGR e concentrado em relagdo aos
acidos graxos presentes no leite. Apenas o trans-10,cis-12 C18:2 apresentou efeito na dose de
enzima proteolitica, sendo a dose 500 g/ton a que apresentou maior teor deste acido graxo
(Tabela 5).

Né&o houve efeito significativo entre consumo de SGR e concentrado em relagdo aos
tipos de acidos graxos presentes no leite, entretanto, houve interagdo quadréatica entre as doses
de protease para acidos graxos de 4 a 14 carbonos e acidos graxos com mais de 16 carbonos,
onde na dose de 500 apresentou a menor quantidade de acidos graxos de 4 a 14 carbonos e
maior quantidade de acidos graxos com mais de 16 carbonos.

Tabela 5- Composicéao de &cidos graxos do leite de vacas leiteiras alimentadas com silagem de

gréo reidratado com ou sem protease.
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Item Dietas experimentais* EPM? Valor de P?

CON Protease g/ton Cvs SGU Linear Quad

0 500 1000

Acidos graxos g/100g
C4:.0 159 158 159 156 0,004 0,679 0,228 0,371
C6:0 166 165 166 165 0,008 0,673 0,889 0,868
C8:0 294 291 295 289 0,014 0,417 0,656 0,277
C10:0 6,78 6,94 6,63 6,77 0,061 0,972 0,248 0,099
C12:.0 422 423 424 419 0,008 0,720 0,311 0,338
C14.0 10,82 11,09 10,87 10,93 0,062 0,239 0,346 0,354
C15:0 145 146 143 1,47 0,007 0,824 0,708 0,121
C16:0 27,98 2745 27,78 27,84 0,138 0,354 0,365 0,721
C17:0 0,177 0,180 0,179 0,182 0,002 0,619 0,787 0,831
C18:0 1423 1423 14,21 14,09 0,052 0,703 0,352 0,661
cis 11,C18:1 713 713 7,11 7,15 0,030 0,954 0,779 0,721
cis 9,C18:1 13,36 13,40 13,41 13,53 0,066 0,601 0,535 0,787
trans-10,cis-12 162 157 185 159 0,040 0,569 0,855 0,022
C18:2
trans-9,cis-11 C18:2 0,865 0,901 0,889 0,893 0,009 0,212 0,805 0,775
C20:0 0,870 0,914 0,884 0,910 0,009 0,152 0,891 0,320
C22:0 0,851 0,853 0,847 0,848 0,004 0,899 0,713 0,757
Sumério
T 4- a 14-C* 28,07 28,46 27,98 28,07 0,101 0,613 0,092 0,002
¥ acima de 16-C° 70,27 69,86 70,37 70,25 0,102 0,563 0,102 0,023
T AGS® 73,79 73,71 73,48 73,56 0,103 0,420 0,676 0,611
T AGI’ 26,21 26,29 26,51 26,43 0,102 0,420 0,676 0,611
T AGMI® 22,12 22,19 22,17 22,35 0,073 0,520 0,477 0,612
¥ AGPI° 408 4,09 434 4,07 0,052 0,470 0,898 0,110
¥ AGCI® 2,24 228 223 228 0,009 0,323 0,992 0,104

Relagdo sat/insat!! 282 280 2,77 2,78 0,014 0,430 0,656 0,651

1CON (dieta controle sem adicdo de silagem de grdo Umido de milho reidratado); 0, 500, 1000 g/ton de
inclusdo de CINBENZA DP100® extrato enzimatico de Bacillus licheniformis, atividade de protease 600 Ul/g em
silagem de grdo Umido de milho reidratado. 2EPM (erro padrdo da média). * COM vs SGU (dieta controle vs dieta
com silagem de grdo imido de milho reidratado) Efeitos lineares e quadraticos. *Acidos graxos de 4 a 14 carbonos.

5Acidos graxos com mais de 16 carbonos. SAcidos graxos saturados. ’Acidos graxos insaturados 8Acidos graxos
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monoinsaturados. °Acidos graxos poliinsaturados. °Acidos graxos de cadeia impar. 'Relacdo acidos graxos

saturados/insaturados total. ?Relacgdo &cidos graxos saturados/insaturados com 18 carbonos.

Analisando a Sintese microbiana, foi observado efeito significativo para N e PB quando
o0 concentrado padrdo foi substituido pela SGR na dieta das vacas, onde as vacas consumindo
silagem de grdo reidratada apresentaram maior Nitrogénio e Proteina bruta. Houve efeito linear
crescente, onde aumentou se exponencialmente o teor de N e PB a medida em que se aumentou

a quantidade de enzima proteolitica na dieta dos animais.

Tabela 6- Compostos quimicos de vacas leiteiras alimentadas com silagem de grdo reidratado
Com ou sem protease.

Dietas experimentais EPM  ValordeP
Item CON  Protease g/ton CvsSGU Linear Quad
0 500 1000

Consumo (g/dia)

Nitrogénio 370,66 323,11 396,45 391,80 15,394 0,993 0,457 0,851
Excrecéo (g/dia)

N-fezes 112,74 101,41 102,70 98,22 5,820 0,260 0,214 0,554
N-urina 80,58 69,17 58,18 86,57 4,782 0,398 0,255 0,602
Balanco (g/dia)

N-absorvivel 256,12 222,63 292,82 29538 13,090 0,048 0,032 0,214
N-retido 176,42 153,01 235,08 207,91 15352 0,032 0,214 0,011
Sintese microbiana (g/dia)

Nitrogénio 64,02 6546 7644 8446 2,327 0,001 0,001 0,254

Proteina bruta 400,17 409,15 477,79 527,89 14542 0,001 0,001 0,254
Bioquimica sanguinea (mg/dL)

Glicose 62,13 61,68 63,41 5886 2,048 0,254 0,335 0,448
Colesterol total 138,13 120,86 128,07 127,69 4,412 0,158 0,258 0,259
Nitrogénio ureico 18,39 16,43 1590 15,82 0,445 0,003 0,015 0,556

ICON (dieta controle sem adicdo de silagem de grdo de milho reidratado); 0, 500, 1000 g/t de inclusdo de
CINBENZA DP100® extrato enzimatico de Bacillus licheniformis, atividade de protease 600 Ul/g em silagem de
gréo tmido de milho reidratado. 2EPM (erro padrdo da média). * COM vs SGU (dieta controle vs dieta com silagem
de grdo umido de milho reidratado) Efeitos lineares e quadraticos.

Houve contraste (P=0.003) na substituicdo por SGR sobre o N ureico no sangue. As
vacas que consumiram a dieta contendo a SGR apresentaram menor concentragdo de nitrogénio

no sangue em relacdo as que consumiram apenas concentrado padrdo. Houve efeito linear
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decrescente para 0 nitrogénio ureico, onde as vacas que foram alimentadas com as maiores
doses de protease foram as que apresentaram menor teor de N ureico no sangue. N&o houve
diferenca significativa (P>5) para Glicose e Colesterol total das vacas alimentadas com os
diferentes tipos de dietas experimentais.

Houve diferenca significativa (P<0,05) entre a dieta controle e a silagem de grédo
reidratado para PLC (22.43) e EC (22.34), podendo inferir que a substituicdo do milho seco
moido por silagem de milho reidratado aumentou a producdo de leite e gordura. Houve
significancia nos valores lineares de doses de protease na dieta podendo inferir que a medida
gue aumentou a dose de protease houve incremento dos valores para de producdo de leite,
producdo corrigida e energia corrigida (Tabela 7).

Tabela 7- Producdo e composicéao do leite de vacas leiteiras alimentadas com silagem de grédo

reidratado com ou sem protease.

Dietas experimentais EPM ValordeP

Item CON  Protease g/ton Cvs SGU Linear Quad
0 500 1000

kg/dia
Producdo de leite 17,93 18,85 19,79 20,89 0,768 0,008 0,021 0,335
PC 3,5% 19,02 19,77 21,77 22,43 0,637 0,002 0,014 0,512
EC (Mcal/dia) 19,89 19,91 21,61 22,34 0,639 0,003 0,002 0,148
Gordura 0,772 0,750 0,824 0,793 0,021 0,244 0,457 0,014
Proteina 0,637 0,648 0,642 0,640 0,033 0,245 0,547 0,577
Lactose 1,04 106 107 1,05 0,021 0,547 0,871 0,554
Porcentagem
Gordura 397 381 425 4,07 0110 0,154 0,527 0,023
Proteina 325 330 329 324 0,023 0,247 0,248 0,231
Lactose 537 541 548 537 0,054 0,355 0,123 0,541
Eficiéncia produtiva
PL/CMS 1,34 142 141 152 0,053 0,003 0,024 0,542
PLC/CMS 142 149 155 1,63 0,047 0,021 0,035 0,248
ECM/CMS 148 150 154 1,64 0,038 0,001 0,011 0,554

1CON (dieta controle sem adigdo de silagem de grdo Gmido de milho reidratado); 0, 500, 1000 g/ton de inclusdo

de CINBENZA DP100® extrato enzimatico de Bacillus licheniformis, atividade de protease 600 Ul/g em silagem
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de grdo Umido de milho reidratado. 2EPM (erro padrdo da média). 3 COM vs SGU (dieta controle vs dieta com

silagem de grdo Umido de milho reidratado) Efeitos lineares e quadraticos.

Para o teor de gordura expresso em kg/dia e em porcentagem ndo houve significancia
entre a utilizacdo do concentrado e da SGR, porém observou se efeito quadrético ao ponto de
maximo entre os niveis de proteases na dieta, sendo a dose 500 a que apresentou maior teor de
gordura no leite. N&o houve diferenca estatistica entre as dietas experimentais para proteina e
Lactose expresso nem Kg/dia nem porcentagem.

A silagem de gréo reidratado também foi melhor que a dieta controle (Mcal/dia) em
todos os parametros de eficiéncia produtiva (PL/CMS, PLC/CMS e EC/CMS), destacando a
eficiéncia produtiva da silagem reidratada, além disso, houve significAncia para eficiéncia
produtiva (PL/CMS, PLC/CMS e EC/CMS) para os valores lineares de doses de protease,
podendo inferir que a medida que aumentou a dose de protease na dieta aumentou-se a
eficiéncia produtiva de producéo de leite, producgéo corrigida 3,5% e energia corrigida sobre o

CMS.

4. Discussao

Para o comportamento ingestivos dos animais, o tempo de alimentacdo foi menor em
funcdo das doses, 0os animasis ficaram menos tempo se alimentando, comportamento
semelhante foi observado para o indice de sele¢do, onde os animais que se alimentaram mais
rapidamente obtiveram um indice de selecdo maior, pois selecionaram menos e consumiram a
dieta mais rapidamente. Sendo tirado o poder selecdo dos animas com isso 0 tempo diminui.
Embora o tempo de alimentacdo dos animais tenha diminuido, a capacidade digestiva dos
animais néo foi afetada, uma vez que as diferencas de apresentacdo do milho ndo ocasionaram
interferéncia no consumo dos animais, onde pode ter ocorrido maior taxa de bocado, eos
animais conseguiram consumir de acordo com as exigéncias previstas pelo NRC 2007.

O menor tempo de alimentacdo foi observado nos animais que receberam grao
reidratado com protease, 0 que pode ser explicado maior consumo de FDN que foi maior nas

dietas com protease, bem como a maior digestibilidade gerando maior pela maior
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disponibilidade de nutrientes para fermentacao e assim com maior saciedade, e esses animais
também tiveram maior tempo de 6cio em comparacdo ao grdo moido, o que pode ter sido
provocado pela menor necessidade de despender tempo para consumir alimentos, uma vez que
suas necessidade foram supridas. Oba e Allen (2003b) observaram que vacas consumindo milho
maduro moido tiveram maior consumo por refeicdo comparativamente as alimentadas com
milho ensilado.

Dietas ricas em amido tendem a elevar a flora aminoliticas e diminuir o pH, pois seu
perfil fermentativo apresenta quantidades elevadas de acido propidnico e lactato, porém neste
trabalho, ndo foi observado diferenca no pH explicado pela maior participacdo de volumosos
na dieta que correspondeu a 50%. As particulas ficaram retidas na primeira e na segunda peneira
sendo a grande parte da dieta dos animais, com isso houve maior estimulo a ruminagéo, que
gerou maior estimulo a mastigacdo e, consequentemente, aumento na secrecdo de saliva,
elevando a capacidade de tamponamento do liquido ruminal, fatores que combinados néo
afetaram o tempo de mastigacdo e o pH ruminal. A saliva utilizada para explicar o pH, é um
importante agente tamponante, pois possui abundante quantidade de bicarbonato de sodio e
apresenta pH em torno de 8,1. Entretanto, a producéo de saliva € influenciada pela quantidade
de fibras fornecidas na dieta, assim como pelo teor de umidade da mesma (Reis; Silva, 2011).

O consumo de MS pelos animais neste trabalho ndo foi afetado pelo processo de
reidratacdo de grao de milho e ensilagem e nem pela adigédo da protease na racao, apresentando
consumo médio de 13,54 kg/dia, uma vez que o consumo de MS é influenciado por muitos
fatores, como exemplo niveis nutricionais e os relacionados aos aspectos comportamentais dos
animais e suas relacbes com ambiente e os alimentos, ou ainda pode ser regulado por fatores
fisicos, como capacidade de distensdo do ramen. Braulio et al. (2019) também n&o constatou
diferenca no consumo de MS na substituicdo de grdo de milho moido por gréo reidratado
ensilado. A auséncia de CMS mostra que houve um bom processo fermentativo da silagem de
milho reidratado, pois segundo Jobim (2008) quando a fermentacdo indesejada pode favorecer

crescimento de bactérias do género clostridium, quando ndo ha a reducdo do pH e através da
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competicdo com as bactérias acido latico pelos carboidratos sollveis, convertem acgucares e
acidos organicos em éacido butirico, ocasionando em odor desagradavel, reducdo da
palatabilidade, baixa aceitacao pelos animais e inibi¢cdo do consumo pelos animais.

A maior digestibilidade da MS n a silagem de grédo de milho reidratado evidencia que o
processo de reidratacdo rompe as ligacdes glicosidicas do amido e que assim pode permitir
maior acesso microbiano e particulas que por ventura escapem da degradacdo ruminal, podem
ser mais facilmente digerida pelas enzimas intestinais.. Loubbe et al. (2009), relataram maior
digestibilidade da MO para o grdo de milho reidratado quando comparado com o milho
laminado (80 vs 76,9%). O mesmo observado para PB quando utilizou SGR nas ragoes,
aumentou-se 0 coeficiente de digestibilidade da PB, estando em conformidade com
Bhattacharya, Harb (1973), que reportaram a alta digestibilidade da PB presente na SGR, o que
pode ter favorecido esse ocorrido foi o aumento da disponibilidade de energia para os
microorganismos do rumem devido ao aumento da digestibilidade de amido observada neste
trabalho para SGR (913.35, 934.19 e 963.56 g/kg) gerando eficiéncia microbiana, permitindo
aumento na disponibilidade de proteina microbiana para ser absorvida no intestino (Alves,
2010).

A digestibilidade da FDN apresentou comportamento quadratico com a inclusao da
enzima proteolitica na silagem, sendo que a 500 g/ton resultou no maior valor de
digestibilidade da fibra quando comparada aos niveis de 0 e 1000 de protease, a maior
digestibilidade da fibra na SGR-500, esta relacionado com a geracao de acidos organicos
durante a producéo da silagem, assim o que pode ocorrer é que ocorra a solubilizacdo da
proteina ligada a fibra e torna essa FDN mais prontamente disponivel aos microrganismos
celuloliticos. Dietas com altos teores de proteina favorecem microrganismos proteoliticos,
enquanto as altas em amido, que sdo baixas em fibra, estdo associadas a uma grande
populacédo de utilizadores de amido e, as dietas com alta fibra favorecem as celuloliticas
(Van Soest, 1994).

Neste trabalho houve aumento das concentragdes de propionato para silagens
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reidratadas com adicao de protease, o qual esta relacionada ao fato da maior digestibilidade
da FDN e pelo fato de o processo de ensilagem poder quebrar ligacGes glicosidicas do amido
e da celulose.

Quanto maior a relagdo acetato:propionato maior a producdo de metano, pois o
acetato juntamente com o butirato levam a maior liberacdo de Hz no rimen, pois quando
temos presenca de carboidratos de alta fermentacdo, 0s microorganismos mudam a rota
metabolica de geracdo de proprianato e 0 mesmo vai para a rota de lactato, sendo que para
cada mol de lactato é gerado duas vezes mais hidrogenio, consequentemente a producdo de
H eleva o aporte de metano produzido.

A maior fermentabilidade ruminal do amido na dieta das vacas leiteiras contendo SGR
e maiores doses de protease, pode ter aumentado o fluxo de AGV do rimen para o sangue € a
proporcdo de propionato dentre os AGV absorvidos. O propionato em excesso a capacidade
gliconeogénica do figado seria oxidado, gerando ATP capaz de induzir saciedade por estimulo
cerebral mediado pelo vago (VARGAS, 2014). O aumento na producdo de propionato é
resposta tipica em vacas alimentadas com dietas com maior concentracdo de carboidratos
fermentaveis (FIRKINS etal., 2001).

Os resultados advindos da maior digestibilidade nutricional das vacas alimentadas com
dietas contendo silagem de milho apresentaram o aumento da disponibilidade de energia para
0s microorganismos do rumem devido ao aumento da digestibilidade de amido observada neste
trabalho. O processo de ensilagem foi capaz de melhorar a digestibilidade do amido por romper
as ligacoes glicosidicas do amido durante o processo fermentativo.

A producéo de propionato ocasiona maior eficiéncia energética, tanto devido ao maior
aporte de substancias gliconeogénicas (acido propidnico), como pela diminuicdo na perda de
energia devido a menor producdo de metano, verificado nesse trabalho (Manella et al. 2003),
além disso os microrganismos celuloliticos (algumas espécies de bactérias e protozoarios) e

bactérias metanogénicas tém baixa tolerancia a mudancgas de ambiente.
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Observou-se que a producdo de metano e nitrogénio amoniacal também aumentaram
com a inclusdo da protease na silagem de grdo umido. Na dose 500 de protease 0 metano foi
menor que os demais tratamentos, sendo contrario a digestibilidade de MS, PB e FDN, para
este tratamento tambem observou-se menor propor¢do acetato:propionato. Mostrando que a
protease tem o beneficio de otimizar o metabolismo energético da dieta e com isso reduzir o
metano.

O aumento da producdo de nitrogenio amoniacal pode estar relacionada a maior quebra
da fracdo proteica no rumen pelos microrganismos no ambiente ruminal, a maior emisséo de
metano ocorre em alimento com menor energia, l0go, a acdo da protease sobre a disponibilidade
da energia favorece a reducdo da produgéo de metano.

Houve diferenca no nitrogénio ureico plasmatico diferindo entre tratamento com e sem
SGR. A medida que se aumentou protease na dieta das vacas lactantes houve tendéncia de queda
no NUP nas vacas alimentadas com SGR, os dados explicam que a dieta com maior dose de
protease foi a mais efetiva permitindo um aumento na proteina microbiana impedindo assim
que a amdnia fosse para o sangue e transformasse em ureia no figado.

O nitrogenio aminacal aumentou com o uso de silagem reidratada pois houve maior
digestibilidade de proteina tambem neste tratamento, sendo a proteina liberada ou seja mais
nitrogenio no ambiente ruminal. O aumento da producdo de nitrogénio amoniacal com o
aumento das doses de protease (19.93 mg/dL) esta relacionada ao aumento da ingestdo de
matéria seca (649.00 g/kg) e degradacdo da fracdo proteica da dieta no rumen pelos
microrganismos no ambiente ruminal. pois libera a proteina presa dentro da matriz do amido.

A maior quantidade de Nitrogenio retido foi devido a maior sintese microbiana, gerando
mais nitrogenio e mais proteina, concequentemente mais nitrogenio amoniacal, o que elevou a
aumentou nitrogenio retido. O nitrogenio microbiano € de alto valor biologico, sendo um
aminoacido puro e que rapidamente € absorvido pelo intestino, cai na corrente sanguinea, € é

excretado na urina e nas fezes.
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A disponibilidade de carboidratos rapidamente fermentaveis, na presenca de
quantidades inadequadas de N, pode ter levado a competicao entre as bactérias celuloliticas e
as fermentadoras de carboidratos néo fibrosos, inibindo as primeiras.

Os resultados da utilizacdo de energia e nitrogénio pelas vacas estéo relacionados com
a ingestao de nutrientes e a digestibilidade. Os animais alimentados com dietas contendo SGR
tiveram maior consumo e digestibilidade de MS e, consequentemente, apresentaram maior
consumo de energia e equilibrio de energia e proteina no ramen, aumentando a sintese
microbiana. Este efeito esta relacionado com o aporte proteico e energético da dieta, onde 0s
principais fatores que limitam o crescimento microbiano sdo a disponibilidade de nitrogénio e
de energia no ramen (Clark et al., 1992). Assim, o aporte de energia associado ao aporte
proteico aumentou a eficiéncia de utilizacdo dos compostos nitrogenados, reduzindo a excre¢do
de nitrogénio.

O aumento da producdo de leite nos tratamentos propostos pode ser explicado pela
maior digestibilidade dos nutrientes e concentracdo de energia da dieta com 0 uso de protease
nas silagens de grdo reidratado. A energia é o principal limitante a producdo de leite e a
suplementacdo estratégica é necessaria para obter-se niveis maiores de producdo. A energia
advinda da fermentacdo dos carboidratos nao fibrosos gera maior producdo de propionato
sendo um dos principais substratos para a gliconeogénese hepatica, resultando em aumento das
concentracdes plasmaticas de glicose, importante fator envolvido na producdo de leite (Oba;
Allen, 2003).

A maior producdo de gordura e gordura em porcentagem encontrada neste trabalho para
silagem de grdo reidratado com 500 g/ton de protease, pode ser explicado pela dose onde a
disponibilidade e carboidratos da dieta manteve o ambente ruminal favoravel a degradacao da
fracdo fibrosa da dieta sem comprometer a producdo de gordura. Os dados apresentados
sugerem que a fibra fisicamente efetiva contida na dieta foi suficiente para estimular a

mastigacdo e manter o teor de gordura do leite, juntamente com a producdo de acetado que €
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utilizado pelos tecidos musculares, mamario e adiposo como fonte de energia e precursor de
gordura corporal e do leite.

A eficiéncia produtiva da PL/CMS, PLC/CMS e EC/CMS, aumentou linearmente com
ainclusdo da protease na silagem de grao reidratado em comparagé@o ao milho moido e a silagem
sem protease. O aumento da eficiéncia da producéo de leite pelos animais quando utilizado a
reidratacdo no milho, pode ser atribuido ao aumento do aproveitamento do amido convertendo
em maior aporte de nutrientes e assim producao de leite. Ja 0 aumento da eficiéncia da producéo
de leite quando os animais consumiram dietas com maiores doses de protease pode ser em

funcdo do aumento da Energia Liquida corrigida.

5. Conclusao

O uso da técnica de reidratacdo e ensilagem do milho resulta em melhores caracteristicas
nutricionais na dieta o que melhora a eficiéncia produtiva do sistema.
O uso de protease associado a rehidratacdo do milho e ensilagem tras consigo melhoras

na fermentacdo ruminal e digestibilidade dos nutrientes até 500 g/tom.
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