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RESUMO

ROSEIRA, Jodo Paulo Santos, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, abril de 2019.
Silagens de sorgo tratadas com cepas autoctones de Lactobacillus buchneri e uso de
protease exogena em graos de milho e sorgo reidratados e ensilados. Orientador:
Odilon Gomes Pereira. Coorientadores: Hildrio Cuquetto Mantovani e Karina
Guimaraes Ribeiro.

Os experimentos foram conduzidos no Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vigosa, UFV, campus de Vigosa, gerando informagdes apresentadas em dois
capitulos. No primeiro capitulo, objetivou-se isolar e identificar bactérias do 4cido latico
em silagem de sorgo, quantificar por qPCR a populacdo do L. buchneri, bem como,
avaliar mudancas no perfil fermentativo e valor nutritivo de silagens de sorgo
inoculadas com cepas autdctones. Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial
4 x 5, sendo quatro inoculantes (I), controle (CON), L. buchneri estirpe 50.1 (LB.1), L.
buchneri estirpe 50.4 (LB.4) e LALSIL AS, L. buchneri CNCM 1-4323, Lallemand
(LAS) e cinco periodos de fermentacido (7, 14, 28, 45 e 90 dias) no delineamento
inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Foram obtidos quarenta e sete isolados,
com predominancia de L. buchneri apés 45 e 90 dias de fermentacdo. Os dados do
gPCR demonstraram que L. buchneri predominou durante todos periodos de
fermentacdo (P) nas silagens inoculadas. Foi verificado efeito da interacdo 1 x P
(P<0,05) sobre as varidveis do perfil fermentativo e populagdes microbianas das
silagens. Maiores concentragdes de AA e menores concentracdes de AL foram obtidas
nas silagens inoculadas. A silagem CON apresentou populacdo de leveduras superiores
(P<0,05) as silagens inoculadas aos 14, 28, 45 e 90 dias de fermentacdo. Ao avaliar a
composi¢do quimica das silagens aos 45 e 90 dias de fermentacdo, foi verificada
interacdo I x P (P<0,05) para as varidveis MS, FDN, DIVMS e DIVFDN. Aos 90 dias
de fermentacdo, silagens tratadas com L. buchneri apresentaram maiores (P<0,05)
DIVMS comparadas a silagem CON. A inoculacdo com o L. buchneri resultou em
silagens com melhor qualidade fermentativa, menor populacdo de leveduras e mais
digestiveis. As cepas autdctones LB.1 e LB.4 apresentam potencial para serem
utilizadas como inoculantes para producdo de silagem com efeitos na fermentagao aos
45 dias de armazenamento. No segundo capitulo, avaliou-se os efeitos da adi¢do de
protease exdgena (E) na fermentacdo e valor nutritivo de silagens de graos (G) de milho
e sorgo reidratados em diferentes periodos de armazenamento (P). Os graos de milho e

sorgo foram moidos em tamanho de particula de 3 mm e a umidade reconstituida para
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35%. Foi utilizado um esquema fatorial 2 x 6 x 3, sendo dois graos (milho e sorgo), seis
doses de enzima (0; 0,3; 0,6; 0,9; 1,2 e 1,5% com base na MN) e trés periodos de
fermentacao (0, 60 e 90 dias) no delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeti¢des. A protease utilizada, aspergilopepsina I, é de origem fiingica produzida por
Aspergillus niger (FoodPro PAL®, DANISCO). Houve efeito (P<0,05) da interacdo G x
E x P sobre AL, N-NH3, P-Sol, CHO, amido, DISAM, FDN, FDA e leveduras.
Verificou-se aumento linear nas concentragdes de AL (P<0,05), com o aumento da dose
de enzima nas silagens de grdos de milho (GM) e de sorgo (GS), aos 60 e 90 dias de
fermentagdo. Silagens de GM e GS apresentaram concentracdes de ETA semelhantes
(P>0,05), exceto nas doses de 1,2 e 1,5% da enzima, nas quais silagens de GS
apresentaram maiores concentracoes (P<0,05) comparadas a GM. Aos 60 e 90 dias de
fermentacdo foi verificado populacdo de BAL semelhante (P>0,05) entre silagens de
GM e GS. Silagens de GS apresentaram populacdes de LEV superiores (P<0,05) as de
GM aos 60 e 90 dias de fermentacdo, em todas as doses de enzima avaliadas. Os dados
de concentragdo de N-NHj3, P-Sol, FDN e DISAM nas silagens de GM e GS foram
ajustados a um modelo polinomial quadritico com resposta platd. Verificaram-se
aumentos (P<0,05) nas concentracdes de N-NH3, DISAM e P-Sol nas silagens de GM e
GS reidratados e tratadas com enzima, comparados as silagens ndo tratadas. A adicao de
0,3% de protease exdgena no momento da ensilagem de GM e 0,5% em GS reidratados
aumentou a atividade proteolitica durante a fermentacdo e proporcionou aumento da

digestibilidade in situ do amido em menor tempo de armazenamento.
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ABSTRACT

ROSEIRA, Jodo Paulo Santos, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, April, 2019.
Sorghum silages treated with native strains of Lactobacillus buchneri and use of
exogenous protease in rehydrated and ensiled corn and sorghum grains. Adviser:
Odilon Gomes Pereira. Co-advisers: Hilario Cuquetto Montavani and Karina Guimaraes
Ribeiro.

The experiments were carried at the Department of Animal Science of the Federal
University of Vicosa, Vigosa, Minas Gerais, Brazil, and the information obtained from
them is presented in two chapters. In the first chapter, the objective was to isolate and
identify lactic acid bacteria (LAB), as well as to quantify the population of
Lactobacillus buchneri by qPCR in sorghum silage. It was also evaluated changes on
the fermentative profile and nutritional value of sorghum silages inoculated with native
strains of L. buchneri. The treatments were arranged in a 4 x 5 factorial scheme, in a
randomized design with three replicates. Fresh sorghum was treated with four
inoculants (I) and silages were opened at five periods of fermentation (P) (7, 14, 28, 45
and 90 d). The inoculants were: Control (CON), L. buchneri 50.1 strain (LB.1), L.
buchneri 50.4 strain (LB.4), and LALSIL AS, which contains the L. buchneri CNCM I-
4323 strain (Lallemand, Brazil) (LAS). Forty-seven LAB strains were isolated from
control silage, and L. buchneri was the predominant species at 45 and 90 d of
fermentation. The qPCR data showed that L. buchneri predominated during all
fermentation periods (P) in the inoculated silages. There was an effect (P<0.05) of I x P
interaction on all studied variables of the fermentative profile and microbial population.
Inoculated silages presented greater (P<0.05) concentration of acetic (AA) and lower
(P<0.05) of lactic acid (LA). The CON silage showed greater yeast population (P<0.05)
at 14, 28, 45 and 90 d of fermentation compared to inoculated silages. It was observed
an effect (P<0.05) of I x P interaction on the DM, NDF, in vitro dry matter digestibility
(IVDMD) and in vitro neutral detergent fiber digestibility (IVNDFD) variables.
Inoculated silages showed greater (P<0.05) IVDMD in relation to CON silage at 90 d of
fermentation. The inoculation with L. buchneri resulted in silages with better
fermentative quality, less yeast population and more digestible. The native LB.1 and
LB.4 strains have potential to be used as inoculants in sorghum silage production with
effects on fermentation quality at 45 d of storage. In the second chapter, the effects of

adding exogenous protease (E) on the fermentation and nutritive value of rehydrated
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corn and sorghum grain silages (G) at different storage periods (P) were evaluated. Corn
and sorghum grains were ground through a mill retrofitted with a 3-mm screen. Prior to
ensiling, ground grains were rehydrated up to 35% of moisture. A 2 x 6 x 3 factorial
scheme was used, with two grains (corn and sorghum), six doses of enzyme (0; 0.3; 0.6;
0.9; 1.2 and 1.5% on fresh matter basis) and three fermentation periods (0, 60 and 90 d),
in a randomized design, with four replicates. The enzyme was a protease,
aspergillopepsin I, which is produced by the Aspergillus niger (FoodPro PAL®,
DANISCO). There was an effect (P<0.05) of G x E x P interaction on the
concentrations of LA, ammonia nitrogen (N-NHj3), soluble protein (P-Sol), water-
soluble carbohydrate (WSC), starch, NDF and ADF, and on yeast count. There was a
positive linear increase on LA concentrations (P<0.05) with increasing doses of enzyme
in corn (CG) and sorghum grain (SG) silages at 60 and 90 d of fermentation. Sorghum
grain silages showed greater (P<0.05) concentrations of ethanol (ETA) at doses of 1.2
and 1.5% of enzyme compared to CG. It was found similar (P>0.05) LAB count
between CG and SG silages at 60 and 90 d of fermentation. Sorghum grain silages
showed greater yeast population (P<0.05) compared to CG at 60 and 90 d of
fermentation, in all evaluated enzyme doses. The data of N-NHj3, P-Sol, NDF and in situ
starch digestibility (ISSD) of CG and SG silages were adjusted to a quadratic
polynomial model with plateau response. Ammonia nitrogen, ISSD and P-Sol increased
(P<0.05) in CG and SG silages rehydrated and treated with enzyme in relation to
untreated silages. The addition of 0.3 and 0.5% of exogenous protease at ensiling of
rehydrated CG and SG, respectively, increased the proteolytic activity and in situ starch

digestibility during silage fermentation in a shorter storage time.



Introducao geral

O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) é uma importante forrageira utilizada
para a producdo de silagem em locais de clima tropical e subtropical. Silagem € o
produto obtido apds a fermentag@o anaerdbica, na qual os micro-organismos consomem
carboidratos soliveis (frutose e pentoses) e produz acidos orginicos de cadeia curta,
predominantemente o 4cido latico, o que leva a reducdo do pH da massa ensilada. As
condi¢des 4cidas e de anaerobiose no interior do silo previne o crescimento de fungos e
bactérias deterioradoras, sendo suficiente para conservar a forragem ensilada por longos
periodos (Muck e Pitt, 1994; Pahlow et al., 2003; Klocke et al., 2006).

As bactérias produtoras do 4cido litico (BAL) sdo as populagdes de maior
interesse na microbiota das culturas forrageiras. Dividem-se em espécies
homofermentativas, as quais produzem em maior quantidade o acido latico (AL) e
caracterizam-se pela taxa de fermentacdo mais ripida, menor protedlise e maior
recuperacdo de energia e matéria seca. As espécies heterofermentativas, além do AL,
produzem acido acético, etanol e diéxido de carbono (CO;) (McDonald et al., 1991;
Zopollatto et al., 2009; Vlkova et al., 2012).

Frequentemente, aditivos microbianos contendo BAL oriundas dos géneros
Lactobacillus, Pediococcus, Lactococcus, Enterococcus e Streptococcus sdo utilizados
para garantir uma fermentacdo desejavel e melhorar a qualidade e estabilidade aerdbia
das silagens (Avila et al., 2009; Tabacco et al., 2011; Sa Neto et al., 2013; Babaeinasab
et al., 2015; Silva et al., 2016). Estabilidade aerébia pode ser definida como o periodo
em que a silagem, quando exposta ao ar, permanece sem deterioracdo por micro-
organismos. As leveduras iniciam o processo de deterioracdo, consumindo carboidratos
residuais e produtos da fermentagdo (acido latico e etanol), resultando em aumento do
pH da silagem, e consequentemente, favorecendo a multiplicagdo de bactérias
oportunistas (exemplo, Bacillus) e mofos (Aspergillus, Fusarium e Pencillium)
acelerando a deterioracdo da silagem (McDonald et al., 1991; Kung Jr., 2014). A
presenca desses micro-organismos constitui risco para satide do homem e animal, uma
vez que podem produzir toxinas (Ogunade et al., 2018).

Dentre o0s micro-organismos, o Lactobacillus buchneri, é a BAL
heterofermentativa mais pesquisada em todo mundo com a finalidade de aumentar a
estabilidade aerdbia de silagens. Essa bactéria metaboliza o &cido latico e produz
quantidades moderadas de acido acético, o qual apresenta atividade antifiingica (Moon,

1983; Schmidt et al., 2008). No entanto, os resultados obtidos em alguns estudos sdo
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contraditérios. Thomas et al. (2013) avaliaram o efeito do inoculante comercial
composto por L. buchneri, P. acidilactici, P. pentosaceous, L. plantarum, e E. faecium,
em silagens de sorgo e ndo verificaram melhorias no perfil fermentativo e estabilidade
aerdbia da silagem tratada.

Segundo Oude Elferink et al. (2001) a efetiva conversdo anaerdébia do &cido
latico em &cido acético por L. buchneri ocorre entre 45 e 60 dias de fermentacdo. No
entanto, existe uma demanda na busca de cepas dessa espécie, que sejam mais eficientes
em periodos mais curtos de fermentacdo. Deste modo, detectar quantitativamente a
presenca de L. buchneri em diferentes periodos de fermentacdo pode contribuir para o
uso mais eficaz desse micro-organismo no processo de ensilagem.

Neste sentido, a utilizagdo de técnicas moleculares como a reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa (QPCR) mostrou-se especifica e sensivel para rapida deteccdo de
bactérias, a partir das sequéncias do gene 16S rDNA, em diferentes ambientes, como
silagens (Klocke et al., 2006; Schmidt et al., 2008, Lynch et al., 2012) e rimen (Ding et
al., 2014). A técnica baseia-se no monitoramento do acimulo de produtos de PCR em
uma reacdo, em tempo real, utilizando sondas quimicas fluorescentes (Glynn et al.,
20006).

Dentre os beneficios do qPCR destaca-se a sensibilidade, a reprodutibilidade, a
velocidade e a capacidade quantitativa. Contudo, estas aplicacOes requerem primers
projetados que sdo apropriados para o alvo de interesse. Fatores como especificidade do
primer € o comprimento do fragmento amplificado podem influenciar a eficiéncia da
gPCR (McAllister et al., 2018).

A competi¢do entre as bactérias € um dos fatores apontados para o insucesso da
utilizacdo de inoculantes em silagens, uma vez que, se a populacdo epifitica for
suficientemente maior do que o nimero de bactérias aplicadas via inoculante, serda
dificil para essas bactérias introduzidas competirem com as existentes na forragem
(Muck, 1988; Kung Jr. et al., 2003).

A maioria dos inoculantes comerciais, € composta por estirpes de bactérias
isoladas de forragens produzidas em clima temperado (Heinritz et al., 2012), indicando
a necessidade da condugdo de estudos em condi¢des tropicais que identifiquem micro-
organismos com potencial para utilizagdo como inoculantes em silagens. No Brasil,
alguns estudos foram desenvolvidos para avaliar a populacdo de BAL nas silagens de

milho (Silva et al., 2018); cana-de-agucar (Avila et al., 2009); alfafa (Agarussi et al.,



2018) e amendoin forrageiro (Leandro et al., 2019). No entanto, estudos sobre a
ecologia microbiana do sorgo e suas silagens sao escassos, no Brasil.

Em estudo conduzido na Argélia, Chahrour et al. (2013) isolaram e
caracterizaram BAL em silagens de sorgo. Dentre a espécies encontradas destacam-se
Lactobacillus brevis, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus manihotivorans (bactéria
amilolitica), Lactobacillus fermentum, Lactococcus lactis, Weissella cibaria, W. minor,
W. soli, W. viridescense e Leuconostoc mesenteroides as quais desempenham papel
importante durante a fermentagao.

Na China, Pholsen et al. (2016) utilizaram inoculantes comerciais e estirpes de
L. casei, L. plantarum e L. plantarum isoladas da cultura do milho, cana-de-acucar e
arroz, respectivamente, na ensilagem do sorgo. Observaram que o L. casei aumentou a
producdo de &cido latico em comparagdo aos demais tratamentos, resultando em
melhorias no perfil fermentativo da silagem. Portanto, apresenta potencial de uso como
inoculante para a produgdo de silagem com culturas tropicais.

Atualmente, € crescente o interesse na utilizacio de silagens de graos de milho e
sorgo reidratados em dietas de bovinos de corte e leite no Brasil. A técnica da
reidratacdo consiste na adicdo de dgua para elevar a umidade dos graos, apds serem
moidos, para valores em torno de 28 a 35% (Benton et al., 2005). Deste modo, ao final
do processo de fermentacao € possivel obter um alimento que serd melhor aproveitado
pelos animais (Arcari et al., 2016, Santos et al., 2019).

Basicamente, os grdos sdo compostos de um pericarpo protetor, o germe € o
endosperma, contendo proteina e amido. O amido € o principal carboidrato de reserva
dos cereais e representa cerca 60 - 80% do peso dos graos de milho e sorgo (Kotarski et
al., 1992; Hill et al, 2012). Caracteriza-se como polissacarideo composto
principalmente de amilose e amilopectina, que por meios de ligagdes de hidrogénio
conferem estabilidade aos granulos de amido (Rooney e Pflugfelder, 1986).

O amido € envolto por uma matriz protéica denominada prolaminas, que
apresentam um alto teor de prolina e glutamina, que agem como barreira fisico-quimica
em torno do amido, o que dificulta o acesso de micro-organismos e enzimas para
digestdo (Simpson, 2001). No milho, as prolaminas representam cerca de 50 - 60% do
conteddo total de proteinas (Hamaker et al., 1995), sendo conhecidas como de zeinas.
No sorgo, a matriz proteica € chamada de kaferinas, a qual representa 77 a 82% da
proteina presente no endosperma (Belton et al., 2006). Comparado ao milho, o sorgo

apresenta no endosperma periférico maior propor¢ao de proteinas, o que ocasiona maior
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resistente a penetracdo de dgua, tornando-o mais resisténcia a degradacdo enzimatica
(Rooney e Pflugfelder, 1986).

No processo de fermentacdo, os micro-organismos da silagem secretam enzimas
que degradam a matriz protéica (Junges et al., 2017). Além disso, as prolaminas sdo
soliveis em dcidos organicos, os quais sdo produtos da fermentacdo na massa ensilada
(Lawton, 2002). Esses feitos, possivelmente, promovem aumento da superficie de
contato para oS micro-organismos ruminais, aumentando assim a digestibilidade do
amido.

Estudos demonstram que os maiores tempos de armazenamento proporcionam
reducdo das prolaminas em diferentes silagens e aumento na digestibilidade da matéria
seca e do amido (Benton et al., 2005; Hoffman et al., 2011., Carvalho et al., 2017).

A utilizacdo de aditivos enzimdticos, a exemplo de proteases, tem sido utilizados
com objetivo de hidrolisar as cadeias peptidicas das proteinas que envolvem os granulos
de amido, tornando-o mais digestivel em menor tempo de armazenamento. Ferrareto et
al. (2015) relataram que a adicdo de proteases exdgenas, obtidas de Bacillus
licheniformis, no momento da ensilagem de grdo de milho reidratado acelerou o
processo proteolitico durante a fermentagdo, resultando em aumento na degradacio
ruminal in vitro do amido.

Windle et al. (2014) trataram plantas inteiras de milho com proteases exdgena
oriunda de Aspergillus niger e armazenaram durante 45, 90 e 150 dias. Os autores
observaram que a utilizacdo da protease aumentou a protedlise nas silagens tratadas e a
digestibilidade do amido com 45 dias foi semelhante aos demais dias de
armazenamento.

A utilizacdo de protease exdgena, obtida de Aspergillus niger, na ensilagem de
graos de alta umidade também mostrou-se promissora para aumentar a digestibilidade
do amido em menor tempo de armazenamento, 70 dias (Kung Jr. et al., 2014).

Face ao exposto, objetivou-se isolar e identificar bactérias do dcido latico em
silagem de sorgo, quantificar por qPCR a populagdo do L. buchneri, bem como, avaliar
mudancas no perfil fermentativo e composi¢do quimica de silagens de sorgo inoculadas
com cepas autdctones; e avaliar os efeitos da adicdo de protease exdgena na ensilagem

de graos de milho e sorgo reidratados.
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CAPITULO 1

Isolamento de bactérias laticas e quantificacao de Lactobacillus buchneri usando

qPCR em silagem de sorgo inoculadas com cepas autéctones

Resumo - Objetivou-se isolar e identificar bactérias do 4cido latico em silagem de
sorgo, quantificar por qPCR a populacdo do L. buchneri, bem como, avaliar mudancgas
no perfil fermentativo e valor nutritivo de silagens de sorgo inoculadas com cepas
autéctones. Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 4 x 5, sendo quatro
inoculantes (I), controle (CON), L. buchneri estirpe 50.1 (LB.1), L. buchneri estirpe
50.4 (LB.4) e LALSIL AS, L. buchneri CNCM 1-4323, Lallemand (LAS) e cinco
periodos de fermentacdo (7, 14, 28, 45 e 90 dias) no delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticdes. Foram obtidos, quarenta e sete isolados, com
predominancia de L. buchneri apés 45 e 90 dias de fermenta¢do. Os dados do qPCR
demonstraram que L. buchneri predominou durante todos periodos de fermentacao (P)
nas silagens inoculadas. Foi verificado efeito da interacdo I x P (P<0,05) sobre as
varidveis do perfil fermentativo e populacdes microbianas das silagens. Maiores
concentracoes de AA e menores concentracdes de AL foram obtidas nas silagens
inoculadas. A silagem CON apresentou populacido de leveduras superior (P<0,05) as
silagens inoculadas aos 14, 28, 45 e 90 dias de fermentagdo. Ao avaliar a composi¢ao
quimica das silagens aos 45 e 90 dias de fermentacdo, foi verificada interacdo I x P
(P<0,05) para as varidveis MS, FDN, DIVMS e DIVFDN. Aos 90 dias de fermentacdo
silagem tratadas com L. buchneri apresentaram valores superiores (P<0,05) de DIVMS
comparados a silagem CON. A inoculacdo com o L. buchneri resultou em silagens com
melhor qualidade fermentativa, menor populacdo de leveduras e mais digestiveis. As
cepas autdctones LB.1 e LB.4 apresentam potencial para serem utilizadas como
inoculantes para producdo de silagem com efeitos na fermentacdo aos 45 dias de

armazenamento.

Palavras chave: gene 16S rRNA, graminea tropical, técnica molecular.



Isolation of lactic acid bacteria and quantification of Lactobacillus buchneri using

qPCR in sorghum silage inoculated with native strains

Abstract- The objective was to isolate and identify lactic acid bacteria, as well as to
quantify the population of Lactobacillus buchneri by qPCR in sorghum silage. It was
also evaluated changes on the fermentative profile and nutritional value of sorghum
silages inoculated with native strains of L. buchneri. The treatments were arranged in a
4 x 5 factorial scheme, with four inoculants (I) and five fermentation periods (P) (7, 14,
28, 45 and 90 d), in a completely randomized design, with three replicates. The
inoculants were: Control (CON), L. buchneri 50.1 strain (LB.1), L. buchneri 50.4 strain
(LB.4), and LALSIL AS, which contains the L. buchneri CNCM 1-4323 strain
(Lallemand, Brazil) (LAS). Forty-seven LAB strains were isolated from control silage,
and L. buchneri was the predominant species at 45 and 90 d of fermentation. The gPCR
data showed that L. buchneri predominated during all fermentation periods (P) in the
inoculated silages. There was an effect (P<0.05) of I x P interaction on all studied
variables of the fermentative profile and microbial population. Inoculated silages
presented greater (P<0.05) concentration of acetic (AA) and lower (P<0.05) of lactic
acid (LA). The control silage showed greater yeast population (P<0.05) at 14, 28, 45
and 90 d of fermentation compared to inoculated silages. It was observed an effect
(P<0.05) of I x P interaction on the DM, NDF, in vifro dry matter digestibility
(IVDMD) and in vitro neutral detergent fiber digestibility (IVNDFD) variables. Control
silage showed a higher yeast population (P<0.05) than silages inoculated at 14, 28, 45
and 90 days of fermentation. When evaluating the chemical composition of silages at 45
and 90 days of fermentation, I x P interaction (P<0.05) was verified for the variables
DM, NDF, IVDMD and IVNDEFD. Inoculated silages showed greater (P<0.05) IVDMD
in relation to CON silage at 90 d of fermentation. At 90 days of fermentation silage
treated with L. buchneri showed higher values (P<0.05) of IVDMD compared to CON
silage. The inoculation with L. buchneri resulted in silages with better fermentative
quality, less yeast population and more digestible. The native LB.1 and LB.4 strains
have potential to be used as inoculants in sorghum silage production with effects on

fermentation quality at 45 d of storage.

Key words: 16S rRNA gene, tropical grass, molecular technique



Introducao

O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) é uma importante forrageira utilizada
para a producdo de silagem em locais de clima tropical e subtropical. Além das
caracteristicas adequadas para o processo de fermentacdo, o sorgo apresenta alto
rendimento de matéria seca, tolerancias ao déficit hidrico, altas temperaturas e baixa
fertilidade do solo, bem como possibilita a colheita da rebrota das plantas (Weinberg et
al., 2011; Amer et al., 2012; Costa et al., 2016).

As bactérias produtoras do 4cido latico (BAL) sdo os principais componentes de
interesse da microbiota de culturas forrageiras destinadas a producao de silagem. Deste
modo, em regides de clima tropical tem sido desenvolvidos estudos com objetivo de
isolar, caracterizar e identificar micro-organismos epifiticos que apresentem potencial
de utilizagdo como inoculante (Avila et al., 2009; Silva et al., 2018), pois a maioria dos
inoculantes comerciais no mundo é composto por estirpes de bactérias isoladas de
forragens de clima temperado (Heinritz et al., 2012).

O Lactobacillus buchneri, ¢ uma BAL heterolatica, frequentemente usada como
inoculante com a finalidade de melhorar o perfil fermentativo e aumentar a estabilidade
aerébia em silagens (Rabelo et al., 2017; Da Silva et al., 2018; Gallo et al., 2018). Estes
micro-organismos metabolizam o 4cido latico e produzem quantidade moderadas de
acido acético, o qual, em condi¢Oes de baixo pH apresenta atividade antifungica (Moon,
1983). Oude Elferink et al. (2001) observaram in vitro que conversao anaerdbia do
acido latico em 4cido acético ocorre entre 45 e 60 dias de fermentacdo, indicando a
necessidade da conducdo de estudos para melhor compreender o crescimento de L.
buchneri em silagens. Detectar quantitativamente sua presenca nos diferentes periodos
de fermentacdo e sua relacdo com os produtos da fermentacio podem auxiliar na
utilizacdo mais eficiente deste micro-organismo e melhorar a qualidade das silagens.

Neste sentido, a utilizacdo de técnicas moleculares como a reacdo quantitativa
em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) mostrou-se especifica e sensivel para
rapida deteccdo de bactérias, a partir das sequéncias do gene rRNA 16S, em diferentes
ambientes, como silagens (Schmidt et al., 2008; Lynch et al., 2012; Tran et al., 2018;
Xu et al., 2019) e rimen (Ding et al., 2014).

As hipéteses do nosso estudo sdao que o isolamento, identificacdo e
caracterizacdo de BAL permitem obter cepas potenciais para serem utilizadas como
inoculantes em culturas sob condicdo tropical e a inoculagdo de silagem de sorgo com

estirpes autoctones de L. buchneri, isoladas em condigdes tropicais favorece o perfil
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fermentativo das silagens. Portanto, objetivou-se isolar e identificar bactérias do 4cido
latico em silagem de sorgo, quantificar por qPCR a populacdo de L. buchneri, bem
como, avaliar mudancgas no perfil fermentativo e composi¢do quimica de silagens de

sorgo inoculadas com cepas autdctones.

Material e Métodos
Local e preparo da silagem

O experimento foi conduzido no Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vicosa, UFV, entre Marco e Junho de 2017. Vicosa esté localizada no estado
de Minas Gerais, a 657 m de altitude, a 20°45’ de latitude sul e 42°51” de longitude
oeste. O clima é do tipo Cwa, segundo a classificacdo proposta por KOPPEN, com
precipitacao média anual de 1341 mm.

O sorgo forrageiro Volumax (Agroceres®), foi cultivado em uma drea de 0,10
ha, apds preparo do solo, usando taxa de semeadura de 4,6 kg/ha, e espacamento de 0,8
m. As adubacdes de plantio e cobertura foram realizadas conforme as recomendagdes da
Embrapa Milho e Sorgo (Coelho, 2008). O sorgo foi colhido manualmente, ap6s 120
dias do plantio, graos no estddio leitoso a farindceo e, em seguida, picado em méquina
forrageira estaciondria (modelo PN Plus 2000, Nogueira S.A., Sdo Jodo da Boa Vista,
Brazil), em tamanho médio de particula de 1,5 cm. Foram preparados trés montes
(replicas), contendo 5 kg da forragem para cada inoculante, totalizando 12 montes, que
foram inoculados individualmente. Ap6és homogeneizacdo, 500 g da forragem foram
ensilados em bags (25 cm x 35 cm, Doug Care Equipament, Springville, CA) e a
condicdo de anaerobiose no interior do mini-silo foi realizada com seladora a vicuo
(Eco vacum 1040, Orved, Italy). Foram preparados cinco bags de cada monte,
referentes aos periodos de fermentacdo. Os bags foram armazenados em laboratério a

temperatura ambiente.

Delineamento experimental e aplicacao dos inoculantes

Foi utilizado um esquema fatorial 4 x 5, sendo quatro inoculantes, controle
(CON), L. buchneri estirpe 50.1 (LB.1), L. buchneri estirpe 50.4 (LB.4) e LALSIL AS,
L. buchneri CNCM 1-4323, Lallemand (LAS) e cinco periodos de fermentacao (7, 14,
28, 45 e 90 dias) no delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Os
inoculantes foram diluidos em 100 ml de agua e pulverizados sobre a forragem, a uma

taxa de aplicacdo de 10° ufc g”' de forragem. A mesma quantidade de dgua utilizada
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para diluir os inoculantes foi adicionada no tratamento CON. As culturas de L. buchneri
estirpes 50.1 e 50.4 pertencem a cole¢cdo de micro-organismos do Laboratério de
Microbiologia da Silagem do Departamento de Zootecnia-UFV, previamente isoladas

de silagens de sorgo forrageiro em condicao tropical aos 56 dias de fermentacao.

Perfil fermentativo

Um extrato aquoso foi preparado com 25 g de amostra da planta antes da
ensilagem ou silagem e 225 mL de solugdo salina estéril (Ringer Solution, Oxoid®,
Hampshire) e homogeneizados por um minuto em liquidificador industrial. Em seguida,
o extrato foi filtrado em dupla camada de gaze estéril e mensurado o pH com auxilio de
um potencidometro (Tecnal, SP, Brasil) (Kung Jr., 1996).

Uma aliquota de 15 mL do extrato foi filtrada em papel de filtro Whatman 54
(Whatman, Florham, NJ) e acondicionada em tubos contendo 100 puL de H,SO4 50%,
para andlises posteriores de nitrogénio amoniacal (N-NHj3) (Okuda et al., 1965),
carboidratos soluveis em dgua (Nelson, 1944), 4cidos latico, acético, propidnico e
butirico; e etanol, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, Dionex
Corporation, Sunnyvale, CA, USA) (Siegfried et al., 1984). O HPLC foi equipado com
um detector de indice de refracdo Shodex R1-101 (Showa Denko America, Inc., NY,
USA) e uma coluna Rezex ROA-Organic Acid H', 300mm x 7,8mm (Phenomenex,
Torrance, CA, USA) com fase mével contendo acido sulfiirico 5 mmol I'! a uma vazio

de 0,7 ml min’! a 45°C.

Populacoes microbianas

Foram quantificadas as populagdes de bactérias do dacido litico (BAL),
enterobactérias, mofos e leveduras da forragem antes da ensilagem e das respectivas
silagens. Uma aliquota (10 mL) do extrato aquoso (25 g silagem/225 mL solugdo salina
estéril) foi submetida as dilui¢des seriadas (10'1 a 10'8). O cultivo dos micro-organismos
foi realizado em placas de Petri estéreis, em meio de cultura MRS Agar (Man, Rogosa e
Sharpe) para BAL; VRB (Violet Red Bile) para enterobactérias e PDA (Potato Dextrose
Agar), acrescido com 1,5% de 4cido tartarico a 10%, para mofos e leveduras, utilizando
a técnica de plaqueamento Spread-plate para BAL e Pour-plate para os demais micro-
organismos. As placas foram incubadas em estufa BOD, com temperaturas e periodos
determinados para cada grupo de micro-organismo: enterobactérias, 37°C/24 h; BAL,

37 °C/48 h; leveduras e mofos, 25°C/72 e 120 h, respectivamente. Ao final do tempo de
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incubagdo, a contagem foi realizada com auxilio de um contador de colonias manual
(Phoenix, Modelo CP 608). Foram passiveis de contagem as placas que apresentaram
entre 30 e 300 unidades formadoras de colonias (UFC). Para avalia¢do e interpretagao

dos dados, os resultados obtidos foram convertidos para base logaritmica (logo ufc).

Isolamento e identificacao das bactérias laticas

As BAL foram isoladas das silagens controle (CON), nos periodos 45 e 90 dias
de fermentacdo. Apds a contagem, foram selecionadas coldnias de diferentes tamanhos,
formas e coloragdes, no total equivalente a raiz quadrada do valor de unidades
formadoras de coldnias presente nas placas, conforme recomendacdes de Holt et al.
(1994). Em seguida, foram estriadas em meio dgar MRS acrescido de 0,04 g 1" de
purpura de bromocresol e 5,0 g 1" de carbonato de cilcio. As placas foram incubadas
em jarras de anaerobiose em estufa BOD a 37°C por 48 horas. Apés esse periodo foi
realizado o teste de catalase, com perdxido de hidrogénio 3% (H,0,). Os isolados com
capacidade de produc¢do de 4cidos e catalase negativa foram estocados em meio MRS
adicionado de glicerol 20% e armazenados a -20 e -80°C, para posterior extracdo do
DNA.

O DNA dos isolados foi extraido usando kit comercial (Wizard Genomic Kit de
Purificacdo de DNA, Promega). As sequéncias do gene rRNA 16S foram amplificadas
por PCR usando os primers PO27F (5’-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1492R
(5’-TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT-3’) (Heuer et al., 1997). A reacao de PCR
foi realizada em microtubos contendo 50 pl da seguinte mistura: 4 ul de DNA
gendmico (20 ng ul'l); 10 pl do tampdo da reacdo GoTaq (5X); 3 ul de MgCl, (25
mmol 1'1); 1 ul ANTP (10 mmol 1’1) (Promega, Madison, W1, USA); 0,4 ul de Taq
DNA polimerase (5U/ul) (Promega, Madison, WI, USA); 0,6 ul de cada primer (10
umol 1) e dgua ultrapura autoclavada para completar o volume final. A amplificacio
ocorreu em termociclador (Thermal Cycler, Techne TC-512, Analytical) nas seguintes
condi¢Oes: desnaturacdo inicial 94°C/5 min; 30 ciclos (desnaturagdo, 94°C/30s;
anelamento, 60°C/30s; polimerizacdo, 72°C/2 min) e extensdo final: 72°C/5 min. O
produto do PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose (1,2 g I'') em tampio
de Tris Borato EDTA (TBE 0,5X). O gel foi corado com 0,5 pg mL™ de brometo de
etidio e as bandas foram visualizadas sobre iluminacdo UV (Transluminador UVB,
modelo LTB-20X20 HE, Loccus Biotecnologia, Brasil). O produto PCR de

aproximadamente 1500 pb foi encaminhado & empresa Macrogen® (Seoul, Coreia do

13



Sul) para purificacdo e sequenciamento. Pesquisas de similaridade das sequéncias foram
realizadas usando o banco de dados de DNA do GenBank, e alinhadas usando o
algoritmo BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) para nucleotideos. As sequéncias do gene rDNA
16S que apresentaram similaridade igual ou superior a 97% foram consideradas como
pertencentes a mesma Unidade Taxondmica Operacional (OTU) (Altschul et al., 1990).
As sequéncias dos isolados obtidos no presente estudo foram depositadas no

banco de dados do GenBank, conforme descrito na Tabela 4.

Caracterizacao das espécies de L. buchneri e L. rossiae

Testes fisiologicos, bioquimicos e antimicrobianos foram utilizados para
caracterizacdo das espécies de L. buchneri e L. rossiae. As cepas foram cultivadas em
caldo MRS por 16 h a 37°C. Posteriormente, foram reativadas e o indculo foi
padronizado a uma densidade 6ptica (DO) entre 0,4 - 0,5, utilizando espectrofotémetro
(630 nm). O in6culo (400 pl) foi transferido para 40 ml de caldo MRS, que foi incubado
a 37°C. Nos tempos 0; 6; 12; 24; 30; 48 e 72 h foram coletados amostras para analise do
crescimento microbiano, utilizando técnica de plaqueamento por microgota (Romeiro,
2001) e pH.

As cepas foram cultivadas em diferentes temperaturas (15, 37 e 45°C) e valores
de pH (3,5; 4,5 e 8,5). O crescimento foi monitorado pela leitura da DO em
espectrofotometro (630 nm), apds incubagao em caldo MRS por 24h (Silva et al., 2018).

Atividade antimicrobiana foi avaliada conforme método proposto por Tagg et al.
(1976). Apo6s padronizagao da DO (0,4 - 0,5) os isolados foram plaqueados e incubados
em jarra de anaerobiose a 37°C/24 h. As leveduras Candida glabrata, Candida
tropicales, Torulaspora delbrueckii, Pichia kudriavzevii, e Saccharomyces cerevisiae
foram utilizadas como culturas indicadoras e inoculadas nas placas numa concentracao
de células de 10° ufc ml™.

A técnica BOX-PCR foi utilizada para avaliar a diversidade genética das
espécies de Lactobacillus buchneri. A reacdo foi realizada usando o primer BOX-Al,
5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’(Versalovic et al., 1994). As condi¢des de
amplificacdo foram: desnaturacdo inicial, 95°C/7 min; 30 ciclos (desnaturagao, 90°C/30
s; anelamento, 52°C/1 min; polimeriza¢do, 65°C/8 min) e extensao final, 65°C/16 min
em termociclador (Termociclador, Techne TC-512, Analytical) conforme proposto por

Koeuth et al. (1995). Os produtos de PCR foram separados em gel de agarose 1,6% a 80
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V por aproximadamente 5 h. Foi utilizado marcador de massa molecular de 1 kb (DNA
Ladder, Promega) no momento da corrida eletroforética. O gel foi corado com 0,5 pg
mL" de brometo de etidio e as bandas foram visualizadas sobre iluminacdo UV. Os
perfis de bandas foram analisados e agrupados em dendograma pelo método Dice Ward
com auxilio do programa BioNumerics verdao 7.6 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,

Belgium).

PCR quantitativo

O DNA das bactérias foi extraido a partir do extrato aquoso da planta e das
silagens pelo método de purificacio com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico. Os
primers utilizados na reacdo quantitativa em tempo real (QPCR) especificos para L.
buchneri foram LBF2 (5’-GAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACCA-3’) e o
primer reverso LBR1  (5’-CGCCTTGGTAGGCCGTTACCTTACCAACA-3’)
(Integrated DNA Tech., Coralville, IA, USA), os quais produzem um fragmento de
aproximadamente 130 pb conforme Schmidt et al. (2008). As amostras, em triplicata,
foram analisadas em termociclador (CFX 96 Real Time System, Bio-Rad) nas seguintes
condic¢des: desnaturacdo, 95°C/15 s; anelamento/extensdo, 60°C/60 s por 40 ciclos. A
mistura da reagcdo continha 6 pl. da enzima GoTag® gqPCR Master Mix (A6001,
Promega), 2 pL de DNA (50 ng uL’l), 0,3 uLL de cada primer (10 pmol 1'1) e dgua
(Nuclease free water, Promega) para ajuste do volume final de 12 pL. O L. buchneri
SS45.25 foi utilizada para constru¢do da curva padrio. O isolado foi cultivado em meio
caldo MRS a 37°C/16 horas. Em seguida, foram coletadas células para contagem das
unidades formadoras de colonias. O DNA foi extraido, conforme descrito
anteriormente, quantificado em Nanodrop (Thermo Scientific, 2000) e submetido a
dilui¢des seriadas (base 10) para constru¢do da curva padrao. O programa Microsoft
Excel 2010 foi usado para constru¢cdo da curva padrdo, plotando o nimero de células

com o valor do threshold cycle (CT), Y=-0,2918x + 11,982; R?= 0,99.

Composicao quimica e digestibilidade in vitro

Amostras da forragem antes da ensilagem e de suas silagens foram secas em
estufa de ventilacdo for¢ada a 55°C por 72h, em seguida moidas em moinho tipo Willey
com peneira de crivo 1 mm. Os teores de MS (método 934.01), proteina bruta, PB

(método 984.13), fibra em detergente acido, FDA (método 973.18), matéria mineral,
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MM (método 942.05) foram analisados conforme AOAC (1990) e fibra em detergente
neutro (FDN) conforme Mertens (2002).

A digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da FDN (DIVFDN) foram
estimadas em ensaios replicados em momentos diferentes utilizando a incubadora Daisy
incubator (ANKOM Technology Corp.), seguindo o método proposto por Tilley e Terry
(1963) adaptado por Holden (1999). O indculo foi coletado em trés vacas em lactagdo
fistuladas no rdmen, alimentados com dieta a base de silagem de milho (60%) e

concentrado (40%).

Analise estatistica
Os dados foram analisados em esquema fatorial, em delineamento inteiramente
casualizado. Os inoculantes, os periodos de fermentacdo, bem como, a interacdo entre
os fatores, foram considerados efeitos fixos, conforme modelo:
Yij=p+ 1+ P+ (AP); + ek
onde Y ;= varidvel resposta; u= constante geral; I;= efeito do inoculante i; P;= efeito do
periodo j; (IP);= intera¢do do inoculante i e o periodo j; e e;3= erro aleatério assumindo
uma distribuicdo normal independente, NID (0,6°). Apés andlise de varidncia, as
interagdes significativas entre os fatores foram desdobradas e comparadas pelo teste
Tukey. Adotou-se 0,05 como nivel critico de probabilidade para o erro tipo I, por

intermédio do PROC MIXED do SAS versao 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

Resultados
Composicao da planta e perfil fermentativo das silagens
A composi¢cdo quimica e a populacdo de micro-organismos do sorgo antes da

ensilagem estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1- Composicdo quimica (g kg™ de MS), populacio microbiana (log ufc g') e pH
do sorgo antes da ensilagem

Item!

MS (g/kg MN) 263,0
PB 58,9
FDN 507,9
FDA 280,3
CHO 106,4
MM 51,0
BAL 7,08
Enterobactéria 7,45
Leveduras 6,29
Mofo 5,39
pH 5,76

IPB= proteina bruta; FDN= fibra em detergente neutro; FDA= fibra em detergente 4cido; CHO=
carboidratos soliveis em dgua; MM= matéria mineral; BAL= bactéria do dcido latico.

Houve efeito da interac@o I x P (P<0,05) sobre todas as caracteristicas avaliadas

das silagens (Tabela 2).

Tabela 2- Efeito dos fatores inoculante (I), periodo (P) e interacdo (I x P) nas varidveis
de MS, carboidratos soluveis, perfil fermentativo, populagdes microbianas e populacdao
de L. buchneri das silagens de sorgo

Ttem! P-valor

I P IxP EPM?
MS 0,13 <0,01 <0,01 1,326
CHO <0,01 <0,01 <0,01 2,583
pH 0,02 <0,01 0,02 0,008
Acido lético <0,01 <0,01 <0,01 1,329
Acido acético <0,01 <0,01 <0,01 1,966
Acido propionico <0,01 <0,01 <0,01 0,0891
Etanol <0,01 <0,01 <0,01 0,7975
N-NH; <0,01 <0,01 0,03 0,1707
BAL <0,01 <0,01 <0,01 0,1086
Levedura <0,01 <0,01 <0,01 0,2673
Mofo <0,01 <0,01 <0,01 0,0741
LBq <0,01 <0,01 <0,01 0,2148

ICHO= carboidratos soluveis em dgua; N-NH;= nitrogénio amoniacal; BAL= bactérias do 4cido 14tico;
LBqg= populagdo de L. buchneri estimada pela qPCR.
2EPM= erro padrdo da média.

Os valores de pH diferiram (P<0,05) nos dias 7 e 90 de fermentacdo. No sétimo

dia a silagem CON, apresentou pH superior (P<0,05) quando comparada as demais
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silagens (Tabela 3). No entanto, aos 90 dias de fermentacdo a silagem CON, apresentou
pH inferior (P<0,05) aos das silagens inoculadas com L. buchneri (Tabela 3).

A silagem CON apresentou maior (P<0,05) concentracdo de AL aos 28, 45 e 90
dias de fermentacdo comparada as silagens inoculadas. No decorrer da fermentacio, em
todas as silagens, foram verificadas maiores (P<0,05) concentracdes de AL e AA aos 45
e 90 dias de fermentacdo comparado aos 7, 14 e 28 dias (Tabela 3).

Em todos os periodos de fermentacdo, a silagem CON apresentou concentragdes
de 4cido acético (AA) inferiores (P<0,05) as silagens tratadas. Silagens inoculadas com
as cepas LB.1 e LB.4 aos 14 e 45 dias de fermentacdo apresentaram concentragdes de
AA superiores (P<0,05) as silagens tratadas com LAS (Tabela 3). No entanto, aos 90
dias de fermentacdo as concentragdes de AA foram semelhantes (P>0,05) entre as
silagens inoculadas com L. buchneri (Tabela 3). Silagens tratadas com LAS
apresentaram maiores concentragdes (P<0,05) de AA aos 90 dias de fermentacdao
comparados aos demais dias. Entretanto, as concentracdes de AA nas silagens
inoculadas com as cepas LB.1 e LB.4 aos 45 dias de fermentacdo foram semelhantes
(P>0,05) aos 90 dias de fermentagdo (Tabela 3).

Maiores concentragdes (P<0,05) de dcido propidnico (AP) foram observadas em
silagens inoculadas com as cepas LB.1 e LB.4 comparado ao LAS, exceto aos 45 dias
de fermentacdo. Nao foi detectado presenca de AP na silagem CON durante a
fermentacdo (Tabela 3).

Nao foi verificado presenca de &4cido butirico (AB) nas silagens avaliadas
(Tabela 3). A silagem CON apresentou maior concentragcdo (P<0,05) de etanol
comparada as silagens inoculadas com L. buchneri em todos os periodos de
fermentacdo. Ao longo da fermentacdo, foi verificado aumento nas concentragdes
(P<0,05) de etanol nas silagens CON até 28 dias de fermentagdo, posteriormente nao foi
verificado diferenca (Tabela 3). Aos 45 e 90 dias de fermentacdo ndo foi detectado
presenca de etanol nas silagens inoculadas (Tabela 3).

Ao longo do periodo de fermentacdo, em todas as silagens, foi verificado

maiores valores de N-NH3 (P<0,05) aos 90 dias de fermentagdo (Tabela 3).
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Tabela 3- Médias dos teores de matéria seca, carboidratos soliveis em dgua, perfil fermentativo

silagens de sorgo com ou sem inoculante em diferentes periodos de fermentacao

e populagdes microbianas (log ufc g'l), das

Item!

Periodo de fermentacgdo (dias)

14 28 45 90

CON LB.1 LB4 LAS CON LB.1 LB4 LAS CON LB.1 LB4 LAS CON LB.1 LB4 LAS CON LB.1 LB4 LAS
MS (g/kg MN) 251,24 25024 252,5°* 2542 247,848 238,6"  243,7°4F 243 g® 237,1°8C  234,3"8¢  229.8°C  232,3*P 229,6°C  233,5%¢  23578C 2357 215,0°° 2294 230,6° 22887
CHO (glkg MS)  62,2°% 588" 546" 709 46,38 2988 27,88 50,08 244¢ 133 114 16,7 18,8°¢  142°C  104C  14,8C 18,9 14,8 10,9 9,6
pH 3,86 3,794 380" 3,79 3,74 3,72 3,73 3,70 3,88 3788 3g1AB 380 3,778 380" 385" 379" 3,55°C 380 382 379
AL (g/kg MS) 37,67°C  36,40°C 37,92 3523 42,73%C  40,19"%¢ 40,93 44,49 63,73 4530 47,555 46,31"® 66,418 54,19"*  5520° 50,117 71,29°  54,09°*  53,93%AB 554204
AA (g/kg MS) 2,39 26,20"° 27,80  20,77°¢ 4,11C 30,62 30,12 24,59*¢ 7,49%® 33688 2562 25,08 8,61 4728 4641 40,65 12,34°% 48,614  48,99*"  47,99"
AP (g/kg MS) ND L16° 1,17 042 ND 1,30°P  1278¢ 0,440 ND 1,80"  1,56"BC 0,60 ND 1,53 1,648 176" ND 1,42°F 190" 1,24F
AB (g/kg MS) ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Etanol (z/kg MS) 1,32 2,284 582 221 587" 1,898 213" 1,21 18,714 1,49€ 120 335 18,61** ND ND ND 18,874  ND ND ND
N-NHj; (% NT) 444 400°C 465" 554 5278 437C 4258 498 5,66 485F  436"B 49598 5,608 493 471 500® 8,35 749%™ 7484 786
BAL 9,36 9,71**  9,52** 936 8428 980" 980" 966" 7,828C 901" 923" g gpuA 7,12°¢ 8,86°C 893" 910 720 843C  834C 884
LEV 4970 249" 3954 3607 541°C 2,534 249 3140 6,73 3,50 ND 3,04 7,16 3,34% ND 2,75 5,62°C 2,95 ND 3,16™
Mofo 2,61 ND? ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
ENT ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

ICHO= carboidratos soliveis em agua; AL= dcido latico; AA= acido acético; AP= dcido propidnico; AB= 4cido butirico;

enterobactérias;
2ND= nio detectado na menor dilui¢do realizada o™

N-NH;= nitrogénio amoniacal

; BAL= bactérias do acido latico; LEV= leveduras; ENT=

CON= controle; LB.1= L. buchneri estirpe 50.1; LB.4= L. buchneri estirpe 50.4; LAS= Lalsil AS (L. buchneri CNCM 1 - 4323, Lallemand).
Médias seguidas de mesma letra miniscula, desdobramento de inoculante em cada periodo; e maitiscula, desdobramento do periodo em cada inoculante na linha ndo diferem (P>0,05) entre si pelo teste Tukey.
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Populacoes microbianas

As populagdes de BAL, leveduras e mofos foram afetadas pela interacdo I x P
(P<0,05) (Tabela 2). O tratamento com L. buchneri proporcionou maior (P<0,05)
populagdo de BAL quando comparado a silagem CON, aos 14, 28, 45 e 90 dias de
fermentacdo (Tabela 3). Ao longo da fermentacdo, silagens inoculadas com LB.1 e LB.4
mostraram populacdes de BAL superiores (P<0,05) aos 7 e 14 dias de fermentagdo, com
posterior redugdo até o dia 90. Para o inoculante LAS, foram verificadas populacdes
inferiores aos 45 e 90 dias (P<0,05) quando comparado ao demais dias de fermentagao
(Tabela 3).

Nos dias 14, 28, 45 e 90 a silagem CON, apresentou populacdo de leveduras
superior (P<0,05) quando comparado as silagens inoculadas (Tabela 3). Nas silagens
CON, foi observado aumento (P<0,05) na populacdo destes micro-organismos até aos
45 dias de fermentacao, com posterior redugdo. A partir dos 28 dias de fermentagdo nio
foram detectadas leveduras nas silagens inoculadas com o isolado LB.4. Nao foi
verificado efeito (P>0,05) para populacio de leveduras nas silagens tratadas com LB.1 e
LAS no decorrer da fermentacdo, cujos valores médios observados foram 2,97 e 3,14
log ufc g', respectivamente (Tabela 3).

Foi verificado mofo apenas na silagem CON, aos sete dias de fermentacao. Nao

foi detectado enterobactérias nas silagens avaliadas (Tabela 3).

Isolamento e identificacao de bactérias laticas

Foram isoladas quarenta e sete culturas, sendo trinta e cinco obtidas aos 45 dias
de fermentacao, identificados como pertencentes ao género Lactobacillus (Tabela 4). As
espécies predominantes foram L. buchneri e L. rossiae, que representaram 74,29 e
8,57% do total dos isolados aos 45 dias de fermentacdo, respectivamente (Tabela 5).
Aos 90 dias de fermentacdo, além de bactérias pertencentes ao género Lactobacillus,
foram identificadas espécies dos géneros Pediococcus e Enterococcus. As espécies L.
buchneri e Pediococcus pentosaceus, representaram 50 e 33,34% do total dos isolados

aos 90 dias de fermentacdo, respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 4- Identidade taxondmica dos isolados obtidos da silagem de sorgo! aos 45 e 90
dias de fermentacao.

Identificagdo Espécie Similaridade Cddigo de acesso
SS45.1 Lactobacillus casei 99% MH936275.1
SS45.2 Lactobacillus farciminis 97% MH936276.1
SS45.3 Lactobacillus buchneri 98% MH936277.1
SS45.4 Lactobacillus buchneri 98% MH936278.1
SS45.5 Lactobacillus buchneri 97% MH936279.1
SS45.6 Lactobacillus buchneri 98% MH936280.1
SS45.7 Lactobacillus buchneri 98% MH936281.1
SS45.8 Lactobacillus buchneri 98% MH936282.1
SS45.10 Lactobacillus buchneri 98% MH936283.1
SS45.12 Lactobacillus rossiae 98% MH936284.1
SS45.13 Lactobacillus buchneri 98% MH936285.1
SS45.14 Lactobacillus rossiae 98% MH936286.1
SS45.15 Lactobacillus rossiae 98% MH936287.1
SS45.17 Lactobacillus buchneri 98% MH936288.1
SS45.18 Lactobacillus buchneri 98% MH936289.1
SS45.19 Lactobacillus buchneri 98% MH936290.1
SS45.21 Lactobacillus buchneri 98% MH936291.1
SS45.22 Lactobacillus buchneri 98% MH936292.1
SS45.23 Lactobacillus buchneri 98% MH936293.1
SS45.24 Lactobacillus buchneri 98% MH936294.1
SS45.25 Lactobacillus buchneri 99% MH936295.1
SS45.26 Lactobacillus buchneri 98% MH936296.1
SS45.27 Lactobacillus buchneri 98% MH936297.1
SS45.28 Lactobacillus farciminis 98% MH936298.1
S5S45.29 Lactobacillus kimchicus 98% MH936299.1
SS45.31 Lactobacillus buchneri 98% MH936300.1
SS45.32 Lactobacillus buchneri 98% MH936301.1
S5S45.33 Lactobacillus kimchicus 98% MH936302.1
SS45.34 Lactobacillus paracasei 99% MH936303.1
SS45.35 Lactobacillus buchneri 98% MH936304.1
SS45.36 Lactobacillus buchneri 98% MH936305.1
SS45.37 Lactobacillus buchneri 98% MH936306.1
S5S45.38 Lactobacillus buchneri 98% MH936307.1
SS45.40 Lactobacillus buchneri 98% MH936308.1
SS45.41 Lactobacillus buchneri 97% MH936309.1
SS90.7 Pediococcus pentosaceus 98% MH936310.1
SS90.9 Enterococcus sp. 98% MH936311.1
SS90.11 Pediococcus pentosaceus 97% MH936312.1
SS90.13 Lactobacillus buchneri 98% MH936313.1
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Tabela 4- Identidade taxonomica dos isolados obtidos da silagem de sorgo! aos 45 e 90
dias de fermentacao (cont.)

Identificagcao Espécie Similaridade =~ Cdédigo de acesso
SS90.14 Lactobacillus buchneri 98% MH936314.1
SS90.16 Pediococcus pentosaceus 98% MH936315.1
SS90.17 Pediococcus pentosaceus 98% MH936316.1
SS90.25 Lactobacillus paracasei 99% MH936317.1
S$S90.26 Lactobacillus buchneri 98% MH936318.1
SS90.27 Lactobacillus buchneri 97% MH936319.1
SS90.28 Lactobacillus buchneri 97% MH936320.1
SS90.31 Lactobacillus buchneri 99% MH936321.1

ICulturas isoladas apenas do tratamento controle (CON).

Tabela 5- Abundancia de bactérias ldticas isoladas em silagens de sorgo aos 45 e 90 dias

de fermentacao

Periodo de fermentacao (dias)

45 90

Espécies Numero % do Numero % do

absoluto total absoluto total
Lactobacillus buchneri 26 74,29 6 50
Lactobacillus rossiae 3 8,57 -
Lactobacillus farciminis 2 5,71 -
Lactobacillus kimchicus 2 5,71 -
Lactobacillus casei 1 2,86 -
Lactobacillus paracasei 1 2,86 1 8,33
Pediococcus
pentosaceus - - 4 33,34
Enterococcus sp. - - 1 8,33
Total 35 100 12 100

Caracterizacio das cepas de L. buchneri e L. rossiae

As cepas de L. buchneri apresentaram em meio de cultivo em batelada

crescimento exponencial, com aumento aproximado de dois ciclos log, até 24 horas,

enquanto que o pH do meio reduziu, com valores finais variando entre 4 ¢ 4,5 (Figura

1). Os isolados SS45.27, SS45.32 e SS45.38 mostraram menor crescimento em pH 3,5.

O crescimento maximo da maioria dos isolados foi observado em pH 4,5, nas

temperaturas de 37 e 45°C (Tabela 6).

As cepas de L. rossiae cresceram até 12 horas de fermentacdo, cujo pH

registrado variou entre 4,34 - 4,43. Posteriormente, foi verificado reducao das células

vidveis até 72 horas, com valores finais de pH de 4,11 - 4,18 (Figura 2, Tabela 6).
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Figura 1- Curvas de crescimento de cepas de Lactobacillus buchneri e pH do meio em
diferentes tempos de cultivo in vitro em batelada

Figura 2- Curva de crescimento de cepas de Lactobacillus rossiae
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Tabela 6- Crescimento em diferentes pH e temperaturas e atividade antagonista das
cepas de Lactobacillus buchneri e Lactobacillus rossiae isoladas de silagem de sorgo

L. buchneri!

Isolado pH Temperatura (°C) Leveduras3
3,5 4,5 8,5 15 37 45 SC CT CG TD PK
SS45.3  ++ 44+ +++ + 4+ +++ +++ - - + -
SS454  ++ 44+ +++ + +++ + - - + -
SS45.5  ++  +++ ++ + ++ + - - + -
SS45.6 ++ 44+ ++ + 4+ ++ + - - + -
SS45.7  ++ 44+ +++ + 4+ ++ ++ - - ++ -
SS45.8 ++ 44+ +++ + 4+ ++ - - - + -
SS45.10 ++  +++ +++ + ++ + - - + -
SS45.13  ++  +++ +++ + +++ + - - + -
SS45.17 ++  +++ ++ + ++ + - - + -
SS45.18  ++  +++ ++ + ++ + - - + -
SS45.19  ++  +++ ++ + +++ + - - - -
SS45.21  ++  +++ ++ + +++ + - - + -
SS45.22  ++  +++ ++ + +++ ++ + - - - -
SS45.23  ++ 44+ +++ + +++ + - - + -
SS45.24  ++  +++ +++ + +++ +++ + - - - -
SS45.25 ++ 44+ -+ + ++ + - - - -
SS45.26  ++  +++ +++ + 4+ +++ + - - - -
SS45.27  + +++ ++ + +++ + - - + -
SS45.31 ++  +++ ++ + +++ +++ + - - + -
SS45.32  + ++ -+ + +++ + - - + -
SS45.35 ++  +++ ++ +  +++ +++ + - - + -
SS45.36  ++  +++ ++ + 4+ +++ + - - + -
SS45.37 ++  +++ ++ + +++ +++ +++ - - +++ -
SS45.38 + +++ +++ + 4+ +++ +++ - - +++ -
SS45.40 ++  +++ ++ + +++ +++ +++ - - +++ -
SS45.41  ++  +++ ++ + 4 +++ + - - + -
SS90.13  ++  +++ ++ + +++ + - - + -
SS90.14  ++  +++ ++ + 4 ++ + - - + -
SS90.26  ++  +++ ++ + +++ + - - + -
SS90.27  ++  +++ +++ + 4+ +++ +++ - - +++ -
SS90.28  ++  +++ ++ + +++ +++ +++ - - +++ -
SS90.31  ++  +++ +++ + 4+ +++ +++ - - +++ -
L. rossiae?

SS45.12 + +++ +++ + ++ - - - + -
SS45.14  + +++ +++ + 4+ ++ + - - + -
SS45.15  + +++ +++ + ++ - - - + -

Crescimento mesurado por densidade dptica (630 nm): 'pH, 0,4 a 0,9= +; >0,9 a 1,10= ++; >1,10= +++.
ITemperatura, 0,10 a 0,5= +; >0,5 a 1,10= ++; >1,10= +++. ?pH, 0,25 a 1= +; >1= +++. ?Temperatura,
0,06 a 0,09=+; >0,09 a 0,2= ++; >1= +++.

3Culturas indicadoras: SC, Saccharomyces cerevisiae; CT, Candida tropicalis; CG, Candida glabrata;
TD, Torulaspora delbrueckii; PK, Pichia kudriavzevii. Raio de inibicdo em mm: >2 a <6 mm= +; >6 a <8
mm= ++; >8mm= +++; - auséncia de inibicao.
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Apenas Saccharomyces cerevisiae e Torulaspora delbrueckii foram inibidas na
presenca de cepas de L. buchneri e L. rossiae, cujos maiores halos de inibi¢cdo foram
verificados para os isolados SS45.3; SS45.37; SS45.38; SS45.40; SS90.27; SS90.28 e
SS90.31 (Tabela 6).

Trinta e duas cepas foram identificadas como L. buchneri, porém as cepas
SS45.7; SS45.8; SS45.10; SS45.13; SS45.32 e SS 45.36 ndo apresentaram perfil de
banda apds andlise do BOX-PCR. As sequéncias repetitivas do DNA amplificado, dos
vinte e seis isolados, apresentaram bandas que variam entre 750 a 8000 pb. O
polimorfismo de bandas apresentados pelos isolados permitiu a distribuicdo das
espécies em seis clados distintos. Apenas o isolado SS45.24 ndo apresentou clone, cuja
similaridade considerada foi de 90 a 100% (Figura 3).

Similarity (%)

1020 30 40 50 60 70 80 90 100

Clade 1

Clade 2

100

Clade 3

Clade 4

i SS45.18
o o SS45.23

Clade 5

SS45.19
—— $p SS45.24 | Clade 6

Figura 3- Dendrograma de similaridade genética de vinte e seis isolados de L. buchneri,
analisado com auxilio do programa BioNumerics versao 7.6.

PCR quantitativo
Os dados do qPCR demonstraram que a populacdo natural de L. buchneri na

forragem antes da ensilagem foi de 2,54 log ufc g, com aumento de aproximadamente
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2,4 ciclos log aos 90 dias de fermentagdo, 5,02 log ufc g'1 (Figura 4). As silagens
inoculadas com L. buchneri apresentaram populacdo superior (P<0,05) a silagem CON
em todos os periodos de fermentacdo (Figura 4). A maior populacdo, 8,01 log ufc g'1 foi
verificado na silagem tratada com LB.4, aos 7 dias de fermentagdo quando comparada
as demais silagens. Aos 90 dias de fermentacdo verificou-se maior (P<0,05) populacdo
de L. buchneri em silagens inoculadas com LAS, quando comparadas as silagens
inoculadas com LB.1 e LB.4, com valores de 7,13; 6,52 e 6,51 log ufc g'l,

respectivamente (Figura 4).

9 1 \]g\l \"L\]n: Q gv\":\
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=g 1k Id I S S g
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32_ LAS
1_
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0 7 14 28 45 90

Dias de fermentacao

Figura 4- Populagdo de L. buchneri estimada pela qPCR das silagens de sorgo em

diferentes periodos de fermentagdo. CON= controle; LB.1= L. buchneri estirpe 50.1; LB.4= L.
buchneri estirpe 50.4; LAS= Lalsil AS (L. buchneri CNCM I - 4323, Lallemand). Barras de erro indicam o
EPM. Médias seguidas de mesma letra, em cada periodo, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P>0,05).

A andlise de regressdo entre a populagdo de L. buchneri estimada pela reagdo em
cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) e a concentracdo de AA nas silagens mostrou
correlagdo linear positiva (R?= 0,54; P<0,001) ao longo da fermentacao (Figura SA). No
entanto, verificou-se aumento desta correlacdo (R?=0,79; P<0,001) ao se avaliar os

periodos finais de fermentacao (45 e 90 dias) (Figura 5B).
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Figura 5- Correlacdo entre a concentracdo de 4cido acético e a populacdo de L. buchneri
estimada pela qPCR durante toda fermentacdo (A) e aos 45 e 90 dias de fermentagdo

(B).

Composicao quimica e digestibilidade in vitro

As variaveis MS e CHO foram afetadas pela interagdo I x P (Tabela 2). As
silagens inoculadas apresentaram valores superiores de MS (P<0,05) quando
comparadas a silagem CON, aos 90 dias de fermentacdo (Tabelas 3 e 7). Nas silagens
CON e inoculadas foram verificadas redugdes (P<0,05) no teor de MS quando
comparado 7 aos 90 dias de fermentagdo (Tabela 3) e quando comparado 45 aos 90 dias
de fermentacao (Tabela 7).

A concentracdo de CHO na silagem CON, foi superior (P<0,05) comparada as
silagens inoculadas aos 28, 45 e 90 dias de fermentacdo. Foi observada reducio
(P<0,05) nos teores de CHO até aos 28 dias em todas as silagens (Tabela 3).

Ao avaliar a composi¢do quimica das silagens aos 45 e 90 dias de fermentacao,
foi verificado efeito da interagdo I x P (P<0,05) sobre MS, FDN, DIVMS e DIVFDN
(Tabela 7). Foi observado efeito de I (P<0,05) e P (P<0,05) sobre o teor de PB,
enquanto o teor de FDA foi afetado (P<0,05) apenas por I e MM ndo foi afetada
(P>0,05) pelos fatores estudados (Tabela 7).
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Aos 90 dias de fermentagdo, silagens inoculadas com L. buchneri apresentaram
valores inferiores (P<0,05) de FDN comparadas a silagem CON (Tabela 7). A
inoculagdao com LB.1; LB.4 e LAS proporcionou reducao (P<0,05) nos teores de FDA
comparada a silagem CON, registrando-se valores de 316,4; 315,7; 312,8 ¢ 330,6 g kg'1
de MS, respectivamente.

A DIVMS das silagens aos 45 dias de fermentagao foi semelhante (P>0,05). No
entanto, aos 90 dias, as silagens tratadas com L. buchneri apresentaram maiores
(P<0,05) valores. Ao comparar os dias de fermentacdo, silagens inoculadas com as
cepas LB.1 e LAS apresentaram valores semelhantes (P>0,05) para DIVMS (Tabela 7).
A inoculacdo com LAS resultou em maior (P<0,05) DIVFDN comparado as silagens
CON; LB.1 e LB.4 aos 90 dias de fermentacdo (Tabela 7). Valores semelhantes
(P>0,05) foram observados para essa varidvel na silagem inoculada com a cepa LB.1
aos 45 e 90 dias de fermentacdo. Entretanto, silagens CON; LB.4 e LAS apresentaram
maiores valores (P<0,05) para DIVFDN aos 90 dias de fermenta¢do comparada aos 45

dias (Tabela 7).
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Tabela 7- Médias da composicdo quimica (g kg de MS), digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro
(DIVFDN) (g kg'1 de MS) das silagens de sorgo com ou sem inoculante aos 45 e 90 dias de fermentacdo

Periodo de fermentacdo (dias) P-valor?
Item! 45 90

CON LB.1 LB.4 LAS CON LB.l LB4 LAS EPM I P IxP
MS (glkg da MN)  229.6**  233,5*% 23574 23574 215,0"® 2294** 2306 228,7® 1430 0,03 <0,01  <0,01
PB 57,4 53,8 57,1 56,7 58,7 56,1 58,3 57,3 0,384  <0,01 0,03 0,79
FDN 559,3' 5542 5486 5443** 5940 547,8°* 543,0°* 5598 3795  <0,01 0,06 0,02
FDA 319,0 3154 318,3 3094 342,1 3173 3130 3162 2612 0,04 0,14 0,15
DIVMS 685,3*  693,7** 6851 701,8  654,7"® 694,24 709,0** 709,3** 3,837  <0,01 0,94 0,02
DIVFEDN 462,9°® 49724 476,0™8 501,68 4859 503,6™ 514,1" 5593 6,070 <001  <0,01 0,02
MM 56,3 56,0 55,4 53,5 57,6 54,5 58,1 57,0 0,440 0,26 0,07 0,14

IPB= proteina bruta; FDN= fibra em detergente neutro; FDA= fibra em detergente dcido; MM= matéria mineral

2]= inoculante; P= periodo; I x P= interacao.

CON-= controle; LB.1= L. buchneri estirpe 50.1; LB.4= L. buchneri estirpe 50.4; LAS= Lalsil AS (L. buchneri CNCM I — 4323, Lallemand).

Meédias seguidas de mesma letra mindscula na linha, desdobramento de inoculante em cada periodo, ndo diferem (P>0,05) entre si pelo teste Tukey. Médias seguidas de mesma letra maidscula
na linha, desdobramento do periodo em cada inoculante, ndo diferem (P>0,05) entre si pelo teste F.
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Discussao
Composicao da planta e perfil fermentativo das silagens

Os teores de CHO e a populagdo de BAL do sorgo antes da ensilagem foram
adequados para fermentagcao da massa ensilada. A concentracdo inicial de CHO tem um
efeito importante na taxa de declinio do pH durante a ensilagem, pois € o substrato
utilizado para o metabolismo das BAL. Teores de CHO entre 60 - 80 g kg™ de MS sdo
adequados para produzir silagens de boa qualidade, conforme sugeriram Woolford,
(1984) e McDonald et al. (1991). As concentragdes residuais de CHO, aos 28, 45 e 90
dias de fermentagdo, superiores (P<0,05) nas silagens CON em comparacgdo as silagens
inoculadas, indicam que a aplicacdo de L. buchneri, aumentou a populacio de BAL
nessas silagens, resultando em maior consumo de CHO durante a fermentacdo (Tabela
3).

Os valores de pH que variaram de 3,55 a 3,86, foram adequados para as silagens
avaliadas. E reconhecido que o pH é afetado diretamente pela concentracio de dcidos
organicos produzidos pelas BAL, sendo o AL o mais efetivo na redu¢do do pH durante
a fermentacdo (Kung Jr. et al.,, 2018). O AL, normalmente € encontrado na forma
dissociada (Kung Jr. et al.,, 2018) e em maiores concentracdes na massa ensilada
comparado aos demais dcidos (Ferrero et al., 2019; Fernandes et al., 2020), conforme
verificado no nosso estudo (Tabela 3). Os valores de pH mais elevados, aos 90 dias de
fermentacdo nas silagens tratadas com L. buchneri se deve a menor concentracdo de AL
e a maior producdo de 4cido acético (AA) nessas silagens (Rabelo et al., 2017; Da Silva
et al., 2018).

Maiores concentragdes de AA (P<0,05) foram observadas em silagens
inoculadas com L. buchneri nos diferentes periodos de fermentacdo e menores
concentragdes de CHO residual (P<0,05) aos 28, 45 e 90 dias de fermentagdo
comparado a silagem CON (Tabela 3). A reducdo na concentracdo de CHO no processo
de fermentacio e alteracdo do pH do meio condicionam ao L. buchneri a necessidade de
metabolizar novos substratos (Johanningsmeier e McFeeters, 2015). O acido lético €
metabolizado em 4cido acético e dlcool, deste modo reduz a concentra¢do de acido ndo
dissociado no meio o que favorece sua sobrevivéncia (Oude Elferink et al., 2001). Heinl
et al. (2012) estudaram o genoma do L. buchneri CD034 isolado de silagem estdvel de
capim e identificaram um conjunto de genes envolvidos na sintese de
exopolissacarideos. A producdo de exopolissacarideos apresenta correlacdo positiva

com a resisténcia a condi¢des de baixo pH em espécies de Lactobacillus (Sabir et al.,

30



2010), o que provavelmente contribui para a resisténcia do L. buchneri em ambiente
acido, como ocorre no silo.

A concentracdo final de dcido propionico (AP) em silagens bem fermentadas é
baixa (<1 g kg'1 de MS) (Kung Jr. et al., 2018). No nosso estudo, ndo foi encontrado AP
na silagem CON, como observado por Ferrero et al. (2019). No entanto, silagens
inoculadas com L. buchneri apresentaram valores de AP inferiores aos reportados por
esses autores em silagem de sorgo com 100 dias de fermentagcdo. A inoculacdo de L.
buchneri em silagens pode proporcionar aumentos nas concentracdes do 4cido
propidnico, devido a conversdao do dcido l4ctico em 1,2-propanodiol (Oude Elferink et
al., 2001), seguida da conversdo de 1,2-propanodiol em 4cido propidnico por outros
micro-organismos presentes no meio. Vale ressaltar que, até 2014 considerava-se que
cepas de L. buchneri produziam 1,2 propanodiol, porém ndo metabolizava este
composto para 4cido propidnico. A primeira descoberta sobre esta capacidade foi
apresentada por Zielinska et al. (2014). Em 2017, Zielinska et al. confirmaram que
espécies de L. diolivorans, L. reuteri e L. buchneri apresentaram capacidade efetiva em
metabolizar 1,2 propanodiol e converté-lo em acido propidnico. Tal efeito foi mais
evidente quando adicionado a cobalamina (vitamina B12) e glicose ao meio de cultivo
dos micro-organismos. Gomes et al. (2019) ao inocularem L. buchneri na ensilagem da
aveia com baixo teor de MS (205,0 g kg’1 de MN) registraram alto valor de AP, 13,32 g
kg! de MS.

A auséncia do 4cido butirico nas silagens avaliadas no presente estudo indica
que nao houve atividade metabdlica significativa de micro-organismos indesejaveis o
que corrobora com as demais caracteristicas fermentativas observadas nas silagens

inoculadas ou ndo com L. buchneri (Tabela 3).

Populacoes microbianas

Na silagem CON, houve aumento de aproximadamente dois ciclos log na
populacdo de BAL no sétimo de fermenta¢do, quando comparado a planta no momento
da ensilagem (7,07 log ufc g’l), com posterior reducdo da populacdo até aos 45 dias de
fermentacado (Tabelas 1 e 3). Ao longo da fermentacao ¢ comum a reducdo da populagdo
total de BAL, pois além do baixo pH, a falta de substrato e produtos da fermentacao
inibem o crescimento das BAL (McDonald et al., 1991; Pahlow et al., 2003).

O sucesso no uso de BAL como inoculante depende da capacidade das bactérias

inoculadas crescerem rapidamente na massa ensilada, da presenca de substrato
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adequado e da populacdo de bactérias inoculadas em relacdo a populacdo epifita da
forragem (McDonald et al., 1991; Muck, 2010). A maior populacdo de BAL aos 14, 28,
45 e 90 dias de fermentagdo mostra que a inoculacdo com L. buchneri superou a
populagdo natural de BAL, fato este importante na selecdo de inoculantes para silagem
(Muck, 2010). Lynch et al. (2012) observaram que a inoculacdo de L. buchneri nao
apresentou efeito na ensilagem de espiga de milho aos 45 e 130 dias de fermentacao. Os
autores atribuiram isso a alta populacdo natural de L. buchneri observada nas silagens
controle, 6,11 e 7,57 log ufc g'l, nos respectivos periodos de fermentacao.

A ndo deteccdo de enterobactérias nos diferentes periodos de fermentacdo
provavelmente se deve a rdpida acidificacdo da massa ensilada, conforme sugeriram
Pahlow et al. (2003).

A menor populacdo de leveduras nas silagens tratadas com L. buchneri, em
todos os periodos de fermentagcdo, exceto aos sete dias, pode ser atribuida a maior
producdo de AA nessas silagens e, portanto, sua atividade antifingica (Moon, 1983;
Danner et al., 2003), o que pode proporcionar maior estabilidade aerdbia das silagens
(Tabacco et al., 2011; Silva et al., 2018a; Gallo et al., 2018). A populacdo de leveduras
nas silagens tratadas foi em torno de 3 log ufc/g nesses periodos, enquanto na silagem
ndo tratada foi de 6 log ufc/g, o que pode torni-la mais instavel aerobiamente, conforme
sugerido por Nishino et al. (2004). Outra hipdtese para essa menor populacdo de
leveduras nas silagens tratadas seria a producdo de AP, que apresenta efeito positivo no
controle desses micro-organismos (Ferrero et al., 2019a). Esse 4cido em pH inferior ao
seu pKa (4,87) permanece na forma ndo dissociada; e sendo a membrana dos micro-
organismos permedavel a 4dcidos na forma ndo dissociada, a sua entrada na célula ocorre
via transporte passivo (Davidson, 1997; Kung Jr. et al., 2018).

Durante a ensilagem os mofos se desenvolvem no inicio do processo, quando
ainda hd oxigénio remanescente no interior do silo. Contudo, no decorrer da
fermentacdo a auséncia de oxigénio associado a presenca de dcidos organicos inibem o
crescimento desses micro-organismos (Woolford, 1984; McDonald et al., 1991), o que
pode explicar a detec¢do de mofos apenas na silagem controle, no primeiro periodo de

fermentacao.

Isolamento, caracterizacido e quantificacao das bactérias laticas
O isolamento de BAL em meio MRS, cultivadas em placas e sob condicoes

anaerdbias, com posterior da andlise do fragmento do gene rDNA 16S, permite a
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identificacdo de diferentes espécies em silagens (Ni et al., 2015, Silva et al., 2018). A
predominancia de isolados do género Lactobacillus no nosso estudo, aos 45 e 90 dias de
fermentagao corrobora com resultados reportados por outros estudos, como Chahrour et
al. (2013), Duniere et al. (2017), Silva et al. (2018) e Agarussi et al. (2018) para
silagens de sorgo, pequenos graos, milho e alfafa, respectivamente. Com o avancar da
fermentacdo, ocorre reducdo do pH da massa ensilada o que seleciona grupos mais
resistentes as condi¢des 4cidas, a exemplo de espécies do género Lactobacillus
(Woolford, 1984). Ogunade et al. (2018) demostraram que o pH das silagens de milho
se correlacionou negativamente (R?=-0,59) com o género Lactobacillus.

O percentual de 74,29 e 50% do total de isolados identificados como L.
buchneri, explica a maior participacdo de isolados desta espécie na silagem CON, aos
45 e 90 dias de fermentacdo, demonstrado pelo teste de QPCR (Tabela 5, Figura 4). Isto,
provavelmente, se deve ao fato destes micro-organismos apresentarem maior
efetividade na conversdo anaerdbia do 4cido latico em acido acético, entre 45 e 60 dias
de fermentacao (Oude Elferink et al., 2001). Corroborando com nossos dados, Silva et
al. (2018) isolaram 16 cepas de L. buchneri, em silagem de milho, aos 56 dias de
fermentacdo, correspondendo a 60% da populacgdo total de BAL.

A quantificacdo de maiores populacdes de L. buchneri pela técnica de qPCR nas
silagens tratadas (Figura 4), bem como maiores concentragdes de AA nessas silagens
(Tabela 3) demostram que as cepas adicionadas dominaram a populagdo epifitica em
todos periodos de fermentacdo. Além disso, a andlise de regressdo mostrou correlagdo
positiva (R2= 0,54, P<0,001) entre a populacdo de L. buchneri estimada pelo qPCR e as
concentracdes de AA ao longo da fermentacdo, com aumento dessa correlagdo (R?=
0,79, P<0,001) ao analisar apenas os periodos finais de fermentacdo, 45 e 90 dias
(Figura 5). Esses resultados demonstram maior efetividade metabodlica do L. buchneri a
partir de 45 dias de fermentacdo, conforme sugerem Oude Elferink et al. (2001).
Corroborando com a assertiva, Ferrero et al. (2019) ao inocularem bactérias laticas
heterofermentativas, incluindo L. buchneri, na ensilagem do sorgo, observaram efeito
significativo de inoculante e periodo de fermentacdo, com maiores valores de AA
obtidos aos 250 dias de fermentacao.

Um achado interessante no presente estudo, é que silagens inoculadas com as
cepas LB.1 e LB.4 apresentaram estabilidade na produgdo de AA a partir de 45 dias de
fermentagdo, apesar da reducdo da populacdo estimada pelo qPCR aos 90 dias de

fermentag¢do (Tabela 3, Figura 4). Deste modo, € possivel inferir que estes isolados

33



podem ser efetivos no controle de estabilidade aerébia de silagens de sorgo em periodos
de fermentacdo inferiores a 45 dias de fermentacdo. Investigacdes adicionais sdo
necessdrias para avaliar as caracteristicas genéticas e metabdlicas das cepas isoladas sob
condicdo tropical, para compreender seus efeitos ao serem inoculadas, uma vez que
pode existir variabilidade intraespecifica entre as cepas (Tanizawa et al., 2020).

Schmidt et al. (2009) também observaram redu¢do da populacdo de L. buchneri
estimada pelo qPCR em silagens de alfafa inoculadas a partir dos 45 dias de
fermentacdo. Oude Elferink et al. (2001) ressaltaram que o AL pode entrar livremente
nas células microbianas, o que diminui pH interno. Entdo, as bactérias para retirar o
préton, hidrolisam ATP, o que ocasiona em gasto de energia. Assim, ao utilizar o
lactato como substrato o L. buchneri pode apresentar reducdo no crescimento durante a
fermentacao.

A maior populagdo de L. buchneri, 5,02 log ufc g™, estimada pela gPCR obtido
aos 90 dias de fermentacdo na silagem CON (Figura 4), seguido de aumento da
concentracdo de AA nessa silagem (Tabela 3), indica que a ensilagem de sorgo sem
utilizacdo de L. buchneri requer maior tempo de fermentacdo para aumento na
concentracdo de AA. Ou seja, apesar da presenca de L. buchneri, oriundo da flora
epifitica dessa silagem, a adicdo de inoculantes microbianos contendo cepas dessa
espécie, resultaram em maiores concentracdes de dcido acético e menores populagdes de
leveduras, o que pode proporcionar maior estabilidade aerdbia das silagens, conforme ja
reportado.

Com relagdo aos isolados de L. rossiae identificados aos 45 dias de fermentacdo
ndo encontramos na literatura consultada, relatos da identificacdo desta espécie em
silagens. Lactobacillus rossiae € caracterizada como bactéria heterofermentativa
obrigatdria, cujas caracteristicas principais sdo: producao de vitamina B12 e cofator de
outras vitaminas do complexo B (riboflavina e 4cido félico), capacidade de usar vdrias
fontes de carbono, que fornece flexibilidade metabdlica em termos de disponibilidade
de nutrientes. Além disso, o elevado nimero de genes correlacionado com os sistemas
reguladores indica que L. rossiae € uma espécie versitil com alto potencial de
colonizagdo de diferentes ambientes (De Angelis et al., 2014) e producdo de diferentes
compostos antifingicos (Gorofalo et al., 2012; Crowley et al., 2013).

Nos testes realizados as cepas de L. buchneri apresentam maior tolerancia a
condi¢do de ambiente acido comparadas as espécies de L. rossiae (Tabela 6), o que

pode ser atribuida a caracteristicas genéticas do L. buchneri, resultando em maior
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efetividade metabdlica sob condi¢des dcidas (Oude Elferink et al., 2001; Heinl et al.,
2012).

Quanto 4 andlise do BOX-PCR, estudos demonstram que a técnica € adequada
para diferenciagdo de cepas bacterianas, incluindo bactérias laticas (Mantovani et al.,
2001; Brusetti et al., 2008; Agarussi et al., 2018). Este método é capaz de examinar
simultaneamente diferentes regides do DNA distribuidas no genoma bacteriano
(Brusetti et al., 2008). No presente estudo, os isolados de L. buchneri foram distribuidos
em seis clados, sendo que apenas o isolado SS45.24 ndo apresentou clone (Figura 3), o
que permite inferir que este isolado pode apresentar particularidades genéticas que

podem ser favordveis quando utilizado como inoculante de silagem.

Composicao quimica e digestibilidade in vitro

Durante o processo de fermentacdo devido a atividade dos micro-organismos
verifica-se reducdo nos teores de MS da forragem ensilada (Roth et al., 2016; Michel et
al., 2017; Rabelo et al., 2017). No entanto, ao controlar micro-organismos indesejaveis
durante a ensilagem, a exemplo das leveduras, as reducdes no teor de MS podem ser
minimizadas (Roth et al., 2016). No presente estudo, silagens inoculadas com o L.
buchneri apresentaram menores (P<0,05) populacdes de leveduras em comparagdo a
silagem CON, o que refletiu em menores redugdes de MS nestas silagens aos 90 dias de
fermentacdo (Tabela 3).

O menor teor de FDN aos 90 dias de fermentacdo nas silagens inoculadas com L.
buchneri pode ser atribuido a degradacdo do contetido da parede celular, que segundo
Junges et al. (2013) pode ser considerada positiva no processo de fornecimento de
carboidratos soliveis aos microrganismos € aumento da ingestdo de silagem pelos
animais.

A maior DIVMS, aos 90 dias de fermentacdo nas silagens tratadas com L.
buchneri, possivelmente pode estd associada a producdo da enzima ferulato esterase,
conforme sugerido por Kang et al. (2009). Essa enzima rompe a ligacdo do 4cido
ferdlico na parede celular vegetal, e, portanto, podem aumentar a digestdao das fibras ou
aumentar a susceptibilidade da parede celular a uma hidrdlise celulolitica. Estes autores
ao inocularem L. buchneri em silagem de milho observaram aumento de 4,1 pontos
percentuais na digestibilidade da MS e 5,7 para digestibilidade da FDN quando
comparado a silagem controle. Weinberg et al. (2007) reportaram aumento na DIVMS e

DIVFDN ao inocularem L. buchneri em silagem de trigo.
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No presente estudo, aos 90 dias de fermentacdo, a silagem inoculada com LAS
apresentou DIVEDN superior (P<0,05) as demais silagens (Tabela 7). Embora tenha
sido registrados maiores DIVFDN aos 90 dias quando comparado aos 45 dias de
fermentagdo nas silagens CON; LB.4 e LAS, alguns estudos demostraram reducdo da
DIVFDN e destacaram que esta varidvel é pouco afetada com o tempo de ensilagem
(Der Bedrosian et al., 2012; Young et al., 2012). Um achado interessante no nosso
estudo € que as silagens inoculadas com a cepa LB.1 ndo apresentaram diferenca nas
digestibilidades da MS e da FDN nos diferentes periodos de fermentacdo, o que permite
inferir que o valor nutritivo da silagem ndo seria comprometido ao abrir o silo aos 45
dias de fermentacao.

Além da melhoria na qualidade da silagem, o L. buchneri apresenta efeito
probidtico potencial, pois ocorre maior sintese de proteina microbiana no ruimen,
consequentemente, aumenta o desempenho de animais que consomem silagens

inoculadas (Basso et al., 2014; Rabelo et al., 2016).

Conclusao

O L. buchneri foi a espécie epifitica predominante em silagens de sorgo aos 45 e
90 dias de fermentagcdo. A inoculagdo com o L. buchneri resultou em silagens com
maior contetido de acido acético e menor populagdo de leveduras a partir dos 14 dias de
fermentacdo, o que pode resultar em silagem com maior estabilidade aerdbia. A
inoculaca¢do proporciona maior DIVMS, aos 90 dias de fermentacdo. As cepas
autéctones LB.1 e LB.4 apresentam potencial para serem utilizados como inoculantes

para producao de silagem com efeitos na fermentacio aos 45 dias de armazenamento.
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CAPITULO 2

Efeitos da adicao de protease exogena na fermentacao e valor nutritivo de graos de

milho e sorgo reidratados

Resumo - Objetivou-se avaliar os efeitos da adicdo de protease exdgena na fermentacao
e valor nutritivo de silagens de grdo de milho e sorgo reidratados em diferentes periodos
de armazenamento. Os grdos de milho e sorgo foram moidos em tamanho de particula
de 3 mm e a umidade reconstituida para 35%. Foi utilizado um esquema fatorial 2 x 6 x
3, sendo dois graos (milho e sorgo), seis doses da enzima (0; 0,3; 0,6; 0,9; 1,2 e 1,5%
com base na MN) e trés periodos de fermentacdo (0, 60 e 90 dias) no delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticoes. Foi utilizada a protease,
aspergilopepsina I (FoodPro® PAL, DANISCO) de origem fingica, produzida por
Aspergillus niger. Houve efeito (P<0,05) da interacdo G x E x P sobre AL, N-NHj3;, P-
Sol, CHO, amido, DISAM, FDN, FDA e leveduras. A concentracio AL aumentou
linearmente (P<0,05), com o incremento da dose de enzima nas silagens de GM e GS,
aos 60 e 90 dias de fermentacdo. Silagens de GM e GS apresentaram concentra¢des de
ETA semelhantes (P>0,05), exceto nas doses de enzima 1,2 e 1,5%, nas quais silagens
de GS apresentaram maoires concentragdes (P<0,05) comparada a GM. Aos 60 e 90
dias de fermentacdo foi verificado populagdo de BAL semelhante (P>0,05) entre
silagens de GM e GS. Silagens de GS apresentaram populacdes de LEV superiores
(P<0,05) as silagens de GM aos 60 e 90 dias de fermentagcdo, nas doses de enzima
avaliadas. Os dados observados para concentracdo de N-NH3, P-Sol, FDN e DISAM nas
silagens de GM e GS foram ajustados a modelo polinomial quadratico com resposta
platd. Verificaram-se aumentos (P<0,05) nas concentracoes de N-NHjz e P-Sol nas
silagens de GM e GS reidratados, comparado ao tratamento sem adicdo da protease,
assim com verificou-se incremento na DISAM das silagens. A adicdo de 0,3% de
protease exdgena no momento da ensilagem de GM e 0,5% em GS reidratados
aumentou a atividade proteolitica durante a fermentacdo, proporcionando aumento da

digestibilidade in situ do amido em menor tempo de armazenamento.

Palavras chave: amonia, digestibilidade do amido, protease, proteina soltvel
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Effects of exogenous protease addition on fermentation and nutritive value of

rehydrated corn and sorghum grains

Abstract- The objective was to evaluate the effects of adding exogenous protease (E)on
the fermentation and nutritive value of rehydrated corn and sorghum grain silages (G) at
different storage periods. Corn and sorghum grains were ground through a mill
retrofitted with a 3-mm screen. Prior to ensiling, ground grains were rehydrated up to
35% of moisture. A 2 x 6 x 3 factorial scheme was used, two grains (corn and
sorghum), six doses of enzyme (0; 0.3; 0.6; 0.9; 1.2 and 1.5% on fresh matter basis) and
three fermentation periods (0, 60 and 90 d), in a completely randomized design, with
four replicates. The enzyme was a protease, aspergillopepsin I, which is produced by the
Aspergillus niger (FoodPro® PAL, DANISCO). There was an effect (P<0.05) of G x E
x P interaction on the concentrations of LA, ammonia nitrogen (N-NHj3), soluble protein
(P-Sol), water-soluble carbohydrate (WSC), starch, ISSD, NDF and ADF, and on yeast
count. There was a positive linear increase (P<0.05) on LA concentrations with
increasing doses of enzyme in corn (CG) and sorghum (SG) grain silages at 60 and 90 d
of fermentation. CG and SG silages showed similar ETA concentrations (P>0.05),
except for enzyme doses 1.2 and 1.5%, in which SG silages showed higher
concentrations (P<0.05) compared to CG. It was found similar (P>0.05) LAB count
between CG and SG silages at 60 and 90 d of fermentation. Sorghum grain silages
showed greater yeast population (P<0.05) compared to CG silages at 60 and 90 d of
fermentation, in all evaluated enzyme doses. The data of N-NHj3, P-Sol, NDF and in situ
starch digestibility (ISSD) of CG and SG silages were adjusted to a quadratic
polynomial model with plateau response. Ammonia nitrogen, ISSD and P-Sol increased
(P<0.05) in silages treated with enzyme in relation to untreated silages. The addition of
0.3 and 0.5% of exogenous protease at ensiling of rehydrated CG and SG, respectively,
increased the proteolytic activity and in situ starch digestibility during silage

fermentation in a shorter storage time.

Keywords: ammonia, starch digestibility, protease, soluble protein
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Introducao

A silagem de grios reidratados é o produto resultante da fermentacdo anaerébia
de grdos maduros moidos, com umidade reconstituida, em que 0s micro-organismos
consomem carboidratos soldveis em dgua e produzem 4cidos organicos de cadeia curta.
E uma tecnologia de abordagem antiga (Mclaren e Matsushima, 1968) que vem sendo
resgatada nos dltimos anos (Ferrareto et al., 2018; da Silva et al., 2018; Santos et al.,
2019).

Durante o processo de fermentacdo proteases microbianas, bem como os dcidos
organicos produzidos, promovem solubilizagdo da matriz proteica que envolve os
granulos de amido tornando-o mais digestivel para os micro-organismos ruminais
(Junges et al., 2017; da Silva et al., 2018). No entanto, silagem de graos reidratados e
graos de alta umidade, necessitam de tempos mais prolongados de armazenamento para
maiores incrementos na digestibilidade da matéria seca e do amido (Benton et al., 2005;
Carvalho et al., 2017).

O uso de proteases exdgenas sdo apontados como aditivos promissores que
promovem melhorias nutricionais em silagem da planta de milho (Windle et al., 2014),
graos de milho de alta umidade (Kung Jr. et al., 2014) e graos de milho reidratados
(Ferrareto et al., 2015) em menores tempos de armazenamento.

Proteases sdo enzimas que hidrolisam cadeias peptidicas sob condi¢do de pH e
temperatura adequados. Produtos gerados durante a fermentagdo como amonia e
proteina solivel sdo parametros mensurdveis nas silagens que apresentam correlacao
positiva com a digestibilidade do amido (Ferrareto et al., 2014, Kung et al., 2014).
Ferrareto et al. (2014) avaliaram amostras de silagem de grdos de milho com alta
umidade e observaram correlacdo positiva para amonia (R*= 0,61, P<0,001) e para
proteina soluvel (R?= 0,55, P<0,001).

Até o momento ndo ha relatos na literatura da utilizac@o de proteases exdgena na
ensilagem de graos de sorgo reidratados, e, no Brasil, com grdos de milho reidratados.
A hipétese do nosso estudo € que a adi¢do de protease exdgena na ensilagem de graos
de milho e sorgo reidratados favorece a solubiliza¢do da fracdo protéica e melhora a
digestibilidade do amido das silagens em menor tempo de ensilagem. Portanto,
objetivou-se avaliar os efeitos da adi¢do de protease exdgena na fermentacdo e valor
nutritivo de silagens de grdo de milho e sorgo reidratados em diferentes periodos de

armazenamento.
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Material e Métodos
Local e preparo da silagem

O experimento foi conduzido no Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vigosa, UFV, entre Fevereiro e Abril de 2018. Vigosa estd localizada no
estado de Minas Gerais, a 657 m de altitude, a 20°45° de latitude sul e 42°51° de
longitude oeste. O clima é do tipo Cwa, segundo a classificacdo proposta por KOPPEN,
com precipitacdo média anual de 1341 mm.

Cinquenta quilos de grdos de milho (GM) e sorgo (GS) foram obtidos na
Universidade Federal de Vicosa, UFV e submetidos 2 moagem em moinho de martelos
(DMP-2, Nogueiras, Sao Jodo da Boa Vista, Sdo Paulo, Brasil) com peneira de 3 mm.
Em seguida, foi realizada a reconstituicdo da umidade dos graos para 35%, com o
auxilio de um misturador de racdo para homogeneizagdo. Os graos de milho (GM) e
sorgo (GS) reidratados foram distribuidos em 24 montes, contendo 2,5 kg de graos em
cada monte. Foram coletadas amostras dos graos secos e reidratados para

caracterizacdo do material antes da ensilagem (Tabela 1).

Tabela 1- Composi¢do quimica (g kg'1 de MS), pH e populagdo microbiana (log ufc g‘l)
dos grdos de milho e sorgo secos e reidratados antes da ensilagem

Seco Reidratado
Itens! : .

Milho Sorgo Milho Sorgo
MS (g kg'1 de MN) 882.4 889,2 634,7 642,5
PB 92,0 107,1 92,3 106,4
P-Sol (% PB) 24,2 18,78 24,74 14,3
FDN 145,2 158,1 165,7 153,9
FDA 34,2 39,9 33,6 39,6
Amido 698.,9 673,7 737,5 589,0
CHO 17,1 12,1 15,8 11,1
N-NHj; (% NT) - - 0,43 0,14
pH - - 6,18 6,47
BAL - - 4,82 5,12
ENT - - 4,67 5,17
LEV - - 4,49 4,97
MOFO - - 5,11 4,19

IMS= matéria seca; PB= proteina bruta; P-Sol= proteina solivel total em TBF; FDN= fibra em detergente neutro;
FDA: fibra em detergente 4cido; CHO= carboidratos soliveis em dgua; N-NH;= nitrogénio amoniacal; BAL=
bactérias do acido latico; ENT= enterobactérias; LEV= leveduras.

O produto comercial (FoodPro® PAL - PD 263063-2.0EN, DANISCO), fonte da
protease exdgena apresenta em sua composicdo (p/p): 50% de glicerina; 32-40% de

agua; 10-12% de aspergilopepsina I e 0-2,8% de sulfato de sodio. A aspergilopepsina é
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uma protease de origem flngica produzida por Aspergillus niger que apresenta
atividade 6tima em pH 2,5 a 3,0 e temperatura de 55 a 60°C, conforme especificacdo do
fabricante.

O produto comercial foi diluido em 50 mL de &4gua destilada e aplicado
aleatoriamente nos montes. A mesma quantidade de 4dgua foi pulverizada no tratamento
sem adi¢@o de enzima (0%). O material foi homogeneizado e 1 kg dos grios de milho e
sorgo foram ensilados em bags (25 cm x 35 cm, Doug Care Equipament, Springville,
CA) e a condi¢do de anaerobiose no interior do mini-silo foi estabelecida utilizando
seladora a vacuo (Eco vacum 1040, Orved, Italy). Foram preparados dois bags em cada
monte, referente aos dias 60 e 90 dias de fermentacdo. Os bags foram armazenados em
laboratdrio a temperatura ambiente. O restante do material, (500 g) do periodo zero foi
armazenado em sacos de polietileno para posteriores andlises.

Foi utilizado um esquema fatorial 2 x 6 x 3, sendo dois graos (milho e sorgo),
seis doses da enzima (0; 0,3; 0,6; 0,9; 1,2 e 1,5% com base na MN) e trés periodos de
fermentacdo (0, 60 e 90 dias) no delineamento inteiramente casualizado, com quatro

repeticoes.

Perfil fermentativo

Um extrato aquoso foi preparado com 25 g de amostra dos graos (dia 0) ou
silagens e 225 mL de solucdo salina estéril (Ringer Solution, Ox0id®, Hampshire) e
homogeneizados por um minuto em liquidificador industrial. Em seguida o extrato foi
filtrado em dupla camada de gaze estéril e mensurado o pH com auxilio de um
potencidmetro (Tecnal, SP, Brasil) (Kung Jr., 1996).

Uma aliquota de 15 mL do extrato foi filtrada em papel de filtro Whatman 54
(Whatman, Florham, NJ) e acondicionada em tubos contendo 100 puL de H,SO4 50%,
para posteriores andlises de nitrogénio amoniacal (N-NHj3) (Okuda et al., 1965),
carboidratos soliveis em dgua (Nelson, 1944), 4cido latico (AL), 4cido acético (AA),
acido butirico (AB) e etanol (ETA) por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC,
Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA) (Siegfried et al., 1984). O HPLC foi
equipado com um detector de indice de refracdo Shodex R1-101 (Showa Denko
America, Inc., NY, USA) e uma coluna Rezex ROA-Organic Acid H*, 300mm x 7,8mm
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) com fase mével contendo acido sulfirico 5 mmol 1’

!'a uma vazdo de 0,7 ml min™ a 45°C.
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Populacoes microbianas

Foram quantificadas as populagdes de bactérias do &cido latico (BAL),
enterobactérias, mofos e leveduras dos grdos antes da ensilagem (dia 0) e das
respectivas silagens. Uma aliquota (10 mL) do extrato aquoso (25 g de grao/225 mL de
solucdo salina estéril) foi submetida as dilui¢des seriadas (10'l a 10'8). O cultivo dos
micro-organismos foi realizado em placas de Petri estéreis, em meio de cultura MRS
Agar (Man, Rogosa e Sharpe) para BAL; VRB (Violet Red Bile) para enterobactérias e
PDA (Potato Dextrose Agar), acrescido com 1,5% de acido tartarico a 10%, para mofos
e leveduras, utilizando a técnica de plaqueamento Pour-plate. As placas foram
incubadas em estufa BOD, com temperatura e periodo determinado para cada grupo de
micro-organismo: enterobactérias, 37°C/24 h; BAL, 37°C/48 h; leveduras e mofos,
25°C/72 e 120 h, respectivamente. Ao final do tempo de incubacio, a contagem foi
realizada com auxilio de um contador de colénia manual (Phoenix, Modelo CP 608).
Foram passiveis de contagem as placas que apresentaram entre 30 e 300 unidades
formadoras de coldnias (UFC). Para avaliacdo e interpretacdo dos dados, os resultados

obtidos foram convertidos para base logaritmica (log;o ufc).

Composicao quimica e digestibilidade ruminal in situ

Amostras dos graos antes da ensilagem e das silagens foram secas em estufa de
ventilagdo forcada a 55°C por 72 h, em seguida moidas em moinho tipo Willey com
peneira de crivo 1 mm. Os teores de MS (método 934.01) e proteina bruta, PB (método
984.13), foram analisados conforme AOAC (1990), fibra em detergente neutro (FDN)
conforme Mertens (2002), amido conforme Hall (2015) e proteina solavel total (P-Sol)
obtida apds tratar as amostras com tampao borato fosfato (TBF), onde os valores de P-
Sol correspondem as fracdes A e Bj, obtida pela diferenca entre o N total e o N
insolivel em TBF conforme Licitra et al. (1996).

Para o ensaio de digestibilidade ruminal in sifu, aproximadamente, 5,0 g de
amostra (tamanho de particula de 3 mm) de cada tratamento foram pesadas
individualmente em sacos de ndilon (Sefar Nitex, Suica; porosidade de 50 pum, 400 cm®
de superficie) e incubados em quatro bovinos Nelore, com peso médio de 300 + 18 kg,
providos de canula no rimen. Apds 7 horas de incubagdo os sacos foram retirados do
rimen e lavados em dgua corrente até o clareamento da mesma. Em seguida, foram
mantidos durante 72 h em estufa ventilada, a 55°C, na sequéncia em estufa a 105°C por

2 h e pesados. O residuo de cada saco de ndilon foi removido e moido em moinho de
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facas (Tecnal, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil) com peneira de 1 mm e acondicionado em
sacos de polietileno para posterior andlise do amido residual conforme Hall (2015).

Os animais utilizados no ensaio, quinze dias antes da incubacgao receberam dieta
contendo 50% de silagem de milho e 50% de concentrado, base seca.

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas da
Comissdo de Etica no Uso de Animais de Produgio da UFV (CEUAP/UFV, protocolo
n° 037/2018).

Analise estatistica

Os dados de 4cidos organicos e etanol foram analisados em esquema fatorial 2 x
6 x 2, no qual nio foi considerado o periodo 0 de fermentagdo, as demais varidveis
foram analisadas em esquema fatorial 2 x 6 x 3, em delineamento inteiramente
casualizado. O tipo de grao, as doses de enzima, os periodos de fermentacdo, bem
como, a intera¢do entre os fatores, foram considerados efeitos fixos conforme o modelo:

Y= + G; + E; + Py + (GE);+ (GP)ix + (EP)jx + (GEP)j + €jjs ()
onde, Y;3= varidvel resposta; u= constante geral; G;= efeito do grio i; Ej= efeito da
enzima j; (GE);= intera¢do do grdo i e a enzima j; (GP)y= intera¢do do grao i € o
periodo k; (EP);= intera¢do da enzima j e do periodo k; (GEP);;= intera¢do do grao i,
enzima j e periodo k; e e;u= erro aleatério assumindo uma distribuicio normal
independente, NID (0,5%). Apos andlise de variancia, as interacOes significativas foram
desdobradas e as médias comparadas pelo teste Tukey. O fator enzima foi analisado por
meio de andlise de regressdo e as equacdes foram escolhidas com base nos seus
coeficientes de determinacdo e na significincia dos coeficientes de regressdo. Adotou-se
0,05 como nivel critico de probabilidade para o erro tipo I, por intermédio do PROC
MIXED do SAS versao 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC). Para as variaveis P-SOL, N-
NHj;, DISAM e FDN as médias estimadas pelo modelo (1) foram ajustadas para modelo
polinomial quadritico com resposta platd por meio do procedimento NLIN (PROC
NLIN) do SAS versao 9.4, conforme as equagoes:

Y=a+ bx + cxz, se x < xp (quadrético)
Y=p, se x > xy (platd)

onde, Y= teor da varidvel em funcdo da dose x de enzima; p= ©platdé; a, b e c=
parametros estimados do modelo. Deste modo, valores de x menores que xp, 0 modelo
que descreve a resposta Y € uma fungdo quadrética, e para valores de x maiores ou

iguais a xp, a equagao € uma constante ou platd.
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Resultados
Perfil fermentativo e populacio microbiana

Houve efeito (P<0,05) da interacdo G x E x P sobre AL, N-NH; e LEV. As
variaveis pH, ETA e BAL foram afetadas (P<0,05) pela interacio G X E, GxPe E x P,
enquanto que o AA foi afetado (P<0,05) apenas por E (Tabela 2).

Tabela 2- Efeitos dos fatores grio (G), enzima (E), periodo (P) e interacdes para as
varidveis do perfil fermentativo e populacdes microbianas das silagens de graos de
milho e sorgo reidratados

Item! P-valor

G E P GxE GxP ExP GxExP EPM?
pH <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <001 <001 0,15 0,092
AL <0,01 <0,01 <0,01 0,29 0,19 0,11 0,008 0,705
AA 0,27 0,02 0,23 0,09 0,96 0,18 0,88 0,271
ETA <0,01 <0,01 <001 <0,01 0,025 <0,01 0,25 0,269
N-NH; <0,01 <0,01 <001 <0,01 <001 <0,01 <0,01 0,381
BAL 0,01 0,37 <0,01 0,003 0,009 0,004 0,10 0,048
LEV <0,01 <0,01 <001 <0,01 0,02  <0,01 <0,01 0,058

1AL= 4cido latico; AA= 4cido acético; ETA= etanol; N-NH;= nitrogénio amoniacal; BAL= bactérias do 4cido latico;
LEV= leveduras.
2EPM= erro padrdo da média

Os maiores (P<0,05) valores de pH foram registrados no material antes da

ensilagem, nas diferentes doses de enzima avaliadas (Figura 1).

6,32a 6,36a 6,30a 6,31a 6,29a 6,26a

0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5
Enzima (% da MN)

m PO = P60 mP90

Figura 1- Médias dos quadrados minimos para interacdo E x P para valores de pH
(P<0,0001, EPM= 0,0919) das silagens de graos de milho e sorgo reidratados, tratados

ou ndo, com enzima em diferentes periodos de fermentag@o. Barras indicam EPM. Médias
seguidas de mesma letra*®, desdobramento do periodo em cada dose de enzima nido diferem (P>0,05) entre si pelo
teste Tukey.
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Verificou-se aumento linear nas concentragdes de AL (P<0,05), com o aumento
da dose de enzima nas silagens de GM e GS, aos 60 e 90 dias de fermentacdo (Figura
2A), enquanto que independente do tipo de grio e periodo de fermentacdo, a
concentracdo de AA ajustou-se a um modelo quadritico (P<0,05) estimando-se valor

minimo de 0,79 g kg de MS, na dose de 0,9% da enzima (Figura 2B).
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Figura 2- Andlise de regressdo para as concentracdes do dcido latico (AL) afetada pela
interacdo G x E x P (A, P=0,0008, EPM= 0,705) e efeito da enzima para concentracdes
de 4cido acético (AA) (B, P=0,019, EPM= 0,271) em silagem de graos de milho e sorgo
reidratados, tratados ou ndo, com enzima em diferentes periodos de fermentagcdao. GM:
grio de milho; GS: gréo de sorgo; P: periodo (60 e 90 dias)

Silagens de GM e GS apresentaram concentragdes de ETA semelhantes
(P>0,05), exceto nas doses de 1,2 e 1,5%, nas quais as silagens de GS apresentaram
maoires concentragdes (P<0,05) comparada a GM (Figura 3). Nao foi detectado

presenca de dcido butirico nas silagens avaliadas no presente estudo.
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Figura 3- Média dos quadrados minimos da interacdo G X E para concentracdes de
etanol (P=0,0002, EPM= 0,269) em silagem de graos de milho e sorgo reidratados,
tratados ou ndo, com enzima em diferentes periodos de fermentacdo. GM: grio de

milho. Barras indicam EPM. Médias seguidas de mesma letra*"b, desdobramento dos gridos em cada dose de
enzima, ndo diferem entre si (P>0,05) pelo teste F.

Os dados observados para a concentragdo de N-NHj3 nas silagens de GM (Figura
4A) e GS (Figura 4B) foram ajustados a um modelo polinomial quadratico com resposta
plato. Verificaram-se aumentos (P<0,05) nas concentragdes de N-NH3 até as doses de
0,75 € 0,5% de enzima em silagens de GM e 0,8 e 0,59% em silagens de GS aos 60 e 90

dias de fermentacgao, respectivamente, com posterior estabilizacdo das concentracdes N-

NH; nas silagens (Figura 4).
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Figura 4- ConcentracOes de nitrogénio amoniacal (N-NHj3) das silagens de grios de
milho (A) e sorgo (B) reidratados, tratados ou nao, com enzima em diferentes periodos

de fermentagﬁo. Graos de milho (A) PO: Y=0,428-0,55x+1,02x2, se x<0,27 ¢ Y=0,36, se x>0,27, R2=0,64; P60:
Y= 3,84+15,86x-10,63x2, se x<0,75 e Y=9,75, se x>0,75, R2= 0,99; P90: Y= 4,75+22,52x-21,57x2, se x<0,52 ¢ Y=
10,62, se x>0,52, R?= 0,96. Griaos de sorgo (B) PO: Y=0,13+0,24x-0,17x2, se x<0,70 e Y=0,21, se x>0,70, Rz=0,41;
P60: Y= 2,84+16,10x-10,03x2, se x<0,80 e Y=9,30, se x>0,80, R2= 0,98; P90: Y= 3,52+25,38x-21,47x2, se x<0,59 e
Y= 11,02, se x>0,59, R?2=0,97.

No momento da ensilagem, o GS apresentou maior (P<0,05) populacdo de BAL,
enquanto que aos 60 e 90 dias de fermentacdo ndo foi verificado (P>0,05) diferenca
comparado a silagens de GM (Figura 5A). Em ambas as silagens, as maiores (P<0,05)
populacdes de BAL foram registradas aos 60 dias de fermentacdo comparado aos
periodos O (zero) e 90 dias (Figura 5A). Silagens de GS apresentaram populacdes de
LEV superiores (P<0,05) as silagens de GM aos 60 e 90 dias de fermentacdo, nas
diferentes doses de enzima (Figura 5B). Nao foram detectadas populacOes de

enterobactérias e mofos nas silagens avaliadas no presente estudo.

52



6.5 -
Z A 6,09aA  6,03aA
= 6 - *
S 55 - 5,33aB 5,30aB5.35aB
o 4,960 F *
g d
=
en 4.5
S
20
m 3.5 T T 1
0 60 90

Periodo (dia)

EGM 1 GS
B 3 a a a
z . Taby, I, ad aa a Laa
E ab ab aZab
4.5 - a I al I
= I b
T4 be b I
o0 bb bc b b
& T b T
=35 - ¢ b
= c c b C
= 5 1
>
=
=25 - N
0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5

Enzima (% da MN)
B GMPO = GMP60 m GMP90 ~ GSPO m GSP60 O GSP90

Figura 5- Média dos quadrados minimos da interagao G x P para populacao de bactérias
do éacido latico (BAL) (A, P<0,0009, EPM= 0,048) e interacio G x E x P para
populacdo de leveduras (LEV) (B, P=0,0015, EPM= 0,058) em silagem de grdos de
milho e sorgo reidratados, tratados ou ndo, com enzima em diferentes periodos de
fermentacdo. GM: grao de milho; GS: grio de sorgo, P: periodo (0, 60 e 90 dias). Barras

indicam EPM. Figura A: Médias seguidas de mesma letra miniscula®®, desdobramento dos grios em cada
periodo ndo diferem entre si (P>0,05) pelo teste F e médias seguidas de mesma letra maitscula®®, desdobramento do
periodo em cada grao, ndo diferem entre si (P>0,05) pelo teste Tukey. Figura B: Médias seguidas de mesma letra™,
desdobramento dos grios e periodo em cada dose de enzima, ndo diferem (P>0,05) entre si pelo teste Tukey.

53



Composicao quimica e digestibilidade ir situ do amido
Houve efeito da interacdo G x E x P (P<0,05) para todas as varidveis do valor
nutritivo das silagens, exceto para MS que foi afetada pelas interacdes G x P e E x P,

enquanto que a PB foi afetada pelos fatores G e P (Tabela 3).

Tabela 3- Efeitos dos fatores grio (G), enzima (E), periodo (P) e interagdes para as
varidveis da composicdo quimica e digestibilidade in situ do amido das silagens de
graos de milho e sorgo reidratados

Item! P-valor

G E P GxE GxP ExP GxExP EPM?
MS <0,01 0,08 <0,01 0,07 0,01 <0,01 0,07 0,740
CHO <0,01 <0,01 <0,01 0,03 <0,01  <0,01 <0,01 0,338
PB <0,01 035 <0,01 0,45 0,75 0,24 0,39 0,974
P-Sol <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <001 <001 <0,01 2,522
Amido <0,01 <0,01 0,007 <0,01 <001 <0,01 0,04 5,873
FDN 0,01 <0,01 <0,01 0,002 0,003 <0,01 <0,01 2,490
FDA <0,01 <0,01 <0,01 0,03 <0,01 0,08 <0,01 0,457
DISAM <0,01 <0,01 <001 <0,01 <001 <0,01 <0,01 19,914

IMS= matéria seca; CHO= carboidratos soliveis em dgua; PB= proteina bruta; P-Sol= proteina solivel em tampao
borato fosfato; FDN= fibra em detergente neutro; FDA= fibra em detergente dcido; DISAM= digestibilidade in situ
do amido.

2EPM= erro padrao da média

Silagens aos 90 dias de fermentacdo apresentaram menor (P<0,05) teor de MS
comparado aos 60 dias de fermentagdo, exceto na dose 0,3% da enzima, na qual ndo foi

verificado efeito do periodo de fermentagdo sobre a MS (Figura 6).
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Figura 6- Média dos quadrados minimos da interacdo E x P para o teor de MS (P<0,01,
EPM= 0,740) em silagem de graos de milho e sorgo reidratados, tratados ou ndo, com
enzima em diferentes periodos de fermentacdo. GM: grao de milho; GS: grao de sorgo;
P: periodo (60 e 90 dias). Barras indicam EPM. Médias seguidas de mesma letra®”,
desdobramento de periodo em cada enzima, ndo diferem (P>0,05) entre si pelo teste Tukey.
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As concentracdes de CHO observadas para GM, no momento da ensilagem (P0)
e na silagem aos 60 dias de fermentacao, foram superiores (P<0,05) ao GS em todas as
doses de enzima (Figura 7A). Resultado semelhante foi observado para as
concentracdes de amido, em que no momento da ensilagem o GM apresentou valores
superiores (P<0,05) ao GS. Aos 60 e 90 dias de fermentacdo a concentracdo de amido

no GM também foi maior (P<0,05), exceto nas doses 0 e 1,5% de enzima (Figura 7B).
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Figura 7- Média dos quadrados minimos da interacdo G x E x P para concentragdes de
carboidratos soldveis em agua (CHO) (A, P<0,0001, EPM= 0,338) e amido (B,
P=0,044, EPM= 5,873) em silagem de graos de milho e sorgo reidratados, tratados ou
ndo, com enzima em diferentes periodos de fermentacdo. GM: grao de milho; GS: grao
de sorgo, P: periodo (0, 60 e 90 dias). Barras indicam EPM. Médias seguidas de mesma letra™

desdobramento dos grios e periodo em cada dose de enzima, ndo diferem entre si (P>0,05) pelo teste Tukey.

A varidvel PB foi afetada pelos fatores G (P<0,05) e P (P<0,05) (Tabela 3).
Silagens de GS apresentaram valores superiores as silagens GM, com valores de 100,9 e
86,1 g kg'' de MS, respectivamente. Aos 60 e 90 dias de fermentacio foi observado
menor valor (P<0,05) para esta varidvel comparado ao periodo 0 (zero), com valores de

90,1; 90,2 e 100,1, respectivamente.
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Foi observado efeito da interacdo G x E x P (P<0,05) sobre FDN e FDA (Tabela
3). A concentracao de FDA (P<0,05) decresceu linearmente com o aumento da dose de
enzima nas silagens de ambos os grdos. Os dados de FDN foram ajustados a modelos
polinomiais quadriticos com resposta platd. Observou-se, que a silagem de GS requer
menores doses de enzima aos 60 e 90 dias de fermentacdo para obter uma resposta

plato, comparado a silagem de GM (Figura 9).

0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5
Enzima (% da MN)

Linear (GMPO) = = =Linear (GMP60)  «++e2ee- Linear (GMP90)
— = Linear (GSP0) ==== Linear (GSP60) = - = Linear (GSP90)

Figura 8- Equacdes de regressdo para os teores de fibra em detergente dcido (FDA)
afetada pela interacdo G x E x P (P=<0,001, EPM= 0,457) para silagem de graos de
milho e sorgo reidratados, tratados ou ndo, com enzima em diferentes periodos de

fermenta(;ﬁo. GM: grio de milho; GS: grdo de sorgo; P: periodo (0, 60 e 90 dias). GMPO= -1,8017x + 33,876,
R2=0,78; GMP60= -1,1734x + 29,079, R2= 0,87, GMP90= -0,818x + 25,085 R?= 0,68; GSP0= -0,9663x + 39,432,
R2=0,77; GSP60= -1,7991x + 37,802, R?= 0,58; GSP90= -1,0586x + 31,06, R2=0,59.
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Figura 9- Concentracdes de fibra em detergente neutro (FDN) das silagens de graos de
milho (A) e sorgo (B) reidratados, nao tratados e tratados com protease exdgena em

diferentes periodos de fermentac@o. Grios de milho (A) PO: Y=163,97-61,82x+27,71x2, se x<1,12 e
Y=129,49, se x>1,12, R2=0,88; P60: Y=94,89-39,2x4+32,35x2, se x<0,61e Y=82,99, se x>0,61, R2= 0,89; P90: Y=
81,81-7,44+2,77x2, se x<1,34 e Y= 76,81, se x>1,34, R?= 0,27. Grios de sorgo (B) PO: Y=156,33-39,76x+13,39x2, se
x<1,48 e Y=126,82, se x>1,48, R2=0,90; P60: Y=114,95-155,69x+176,19x2, se x<0,44 e Y=80,56, se x>0,44, R2=
0,99; P90: Y= 85,86-61,79x+54,86x2, se x<0,56 ¢ Y= 68,47, se x>0,56, R2=0,93.

Houve efeito da interacdo G x E x P (P<0,05) sobre P-sol (Tabela 3). Os dados
obtidos foram ajustados ao modelo polinomial quadratico com resposta platd (Figura
10), exceto para GSPO, que aumentou linearmente com as doses de enzima (Figura
10B). Verificaram-se aumentos nas concentracdes de P-sol até as doses de 0,45 e 0,37%
de enzima em silagens de GM (Figura 10A) com resposta platd de 88,29 e 93,94% da
PB; e 0,50 e 0,53% em silagens de GS (Figura 10B) com resposta platd de 83,83 e
87,81% da PB aos 60 e 90 dias de fermentacdo, respectivamente. A partir da equacdo
UPB= [PB (% MS) x (P-sol do periodo de fermentagdo - P-sol do dia 0)/100] proposta
Kung Jr. et al. (2014), onde UPB= unidades de PB, estimou-se a quantidade de PB
solubilizada. Aos 60 dias de fermentag¢do, com a adicao de 0,45% de enzima (resposta
platd) em GM, foi solubilizado 5,5 unidades de PB, enquanto que no tratamento sem
adicao de protease esse valor foi de 1,4 unidades de PB com base na MS. Na silagem de

GS, foram solubilizados 7,0 e 1,8 unidades de PB, na dose de 0,5% e na auséncia de
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enzima, respectivamente. O mesmo comportamento foi observado aos 90 dias de
fermentacdo, com valores de 5,9 e 2,4 unidades em silagem de GM, e 7,4 e 2,4 unidades
de PB em silagem de GS, ao tratar com enzima e nio tratar, respectivamente.

Houve efeito da interagdo G x E x P (P<0,05) sobre DISAM (Tabela 3). Os
dados obtidos foram ajustados ao modelo polinomial quadritico com resposta platd nas
doses de 0,29 e 0,30% de enzima em silagens de GM (Figura 11A) e 0,50 e 0,44% em
silagens de GS (Figura 11B), as quais proporcionaram incrementos na digestibilidade
do amido de aproximadamente 44,9 (648,39 vs 939,62 g kg'1 de amido) e 43% (676,81
vs 967,42 g kg de amido) em silagens de GM e 69,6 (346,53 vs 587,88 g kg de
amido) e 66,7% (376,99 vs 628,57 g kg' de amido) em silagens de GS, aos 60 e 90 dias
de fermentagdo, respectivamente (Figura 11). Apesar dos maiores incrementos serem
observados nas silagens de GS, a silagem de GM apresentou valores de DISAM

numericamente superiores (Figura 11).
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Figura 10- Concentragdes de proteina soluvel (P-Sol) em tampdo borato fosfato das
silagens de graos de milho (A) e sorgo (B) reidratados, ndo tratados e tratados com
enzima em diferentes periodos de fermentacao. Grios de milho (A) PO: Y=25,22+13,04x-3,96x2, se
x<1,65 e Y=35,96, se x>1,65, R=0,97; P60: Y= 40,83+209,39x-230,95x2, se x<0,45 ¢ Y=88,29, se x>0,45, R?=
0,99; P90: Y= 52,99+222,32x-301,75x%, se x<0,37 e Y= 93,94, se x>0,37, R>= 0,99. Grao de sorgo (B) PO: Y=
6,3915x+15,36, R>= 0,80; P60: Y= 33,25+204,48x-202,67x2, se x<0,50 ¢ Y=83,83, se x>0,50, R>= 0,99; P90: Y=
38,29+187,27x-177,04x2, se x<0,53 ¢ Y= 87,81, se x>0,53, R>= 0,99.
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Figura 11- Digestibilidade in situ do amido (DISAM) das silagens de graos de milho
(A) e sorgo (B) reidratados, ndo tratados e tratados com enzima em diferentes periodos

de fermentagﬁo. Griaos de milho (A) PO: Y=418,53+371,14x-488,7x2, se x<0,38 e¢ Y=489,001, se x>0,38,
R2=0,83; P60: Y= 648,39+2003,25x-3444,9x2, se x< 0,29 e Y=939,62, se x>0,290, R>= 0,99; P90: Y=
676,81+1767,55x-2687,7x2, se x<0,30 ¢ Y= 967,424, se x>0,328, R?>= 0,99. Graos de sorgo (B) PO: Y=312,05-
40,67x+16,80x2, se x<1,21 e Y=287,43, se x>1,21, R>=0,14; P60: Y= 346,53+994,91x-1025,4x2, se x<0,49 e
Y=587,88, se x>0,49, R>=0,97; P90: Y=1376,99+1150,81x-1316,1x?, se x<0,44 ¢ Y= 628,57, se x>0,44, R>= 0,97.

No presente estudo as concentragdes de P-sol e N-NHj3 apresentaram correlacao
linear positiva com a digestibilidade in situ do amido (DISAM) com R2= 0,71 vs 0,62

para P-sol e N-NHj3, respectivamente (Figura 12).
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Figura 12- Correlacdo entre a proteina solivel em TBF (P-sol) (A), nitrogénio
amoniacal (N-NHj3) (B) e a digestibilidade in situ do amido (DISAM) de silagens de
graos de milho e sorgo reidratados, tratados ou ndo com enzima, em diferentes periodos
de fermentacao.

Discussao
Perfil fermentativo e populacao microbiana

Os nutrientes dos graos de milho e sorgo, apds reidratacdo, apresentaram valores
proximos aos observados quando secos. No entanto, verificou-se numericamente, uma
reducdo de 84,7 g kg'1 de amido apos reidratagdo do GS, o que ndo era esperado, pois
nio hd mecanismos que justifiquem a redu¢do na concentracdo do amido apds o
processo de reidratacdo de graos (Tabela 1).

As baixas concentragdes de CHO dos graos antes da ensilagem (Tabela 1), ndo
limitaram o crescimento das BAL (Figura 5A) e o processo de fermentagdo, pois os
valores de pH observados nas silagens aos dias 60 e 90 de fermentacdo, que variaram de
3,93 a 4,02, podem ser considerados adequados para as silagens avaliadas (Figura 1).
Valores de pH mais elevados (4,12 vs 4,20) foram registrados por Kung Jr. et al. (2014)
em silagens de grios de alta umidade tratados com protease exdgena, aos 70 e 140 dias
de fermentacdo, respectivamente. O pH € afetado diretamente pela concentracdo de

acidos organicos produzidos pelas BAL, sendo o AL considerado o mais efetivo na
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reducdo do pH durante a fermentacao (Kung Jr. et al., 2018). O aumento linear nas
concentracdes de AL (P<0,05), no nosso estudo, com o aumento das doses de enzima
nas silagens de GM e GS, aos 60 e 90 dias de fermenta¢do (Figura 2A), provavelmente
se deve ao fato de que a adi¢do da protease exdgena aumentou a protedlise, e,
consequentemente, houve maior liberacio de peptideos e aminodcidos livres, que
favorecem o crescimento de bactérias produtoras de dcido latico (Pahlow et al., 2003;
Hoffman et al., 2011, Young et al., 2012). Ferrareto et al. (2015) em estudo com graos
de milho de alta umidade, também registraram aumento (P<0,001) nas concentragdes de
AL das silagens com adicdo de protease exdgena. As concentragdes de AL, nos
tratamentos sem adicao de enzima, do nosso estudo foram semelhantes as concentragoes
observadas em silagens de GM reidratado aos 60 e 90 dias de fermentagdo (Carvalho et
al., 2017) e GS reidratado aos 90 dias de fermentacdo (Santos et al., 2019).

As variagdes nas concentracdoes de CHO ao longo da fermentagcdo em silagens de
GM e GS nas diferentes doses de enzimas avaliadas podem ser explicadas pela reducdo
(P<0,05) na concentracdo de constituintes da parede celular (FDN e FDA) ao longo da
fermentacdo (Figuras 8 e 9). Ribeiro et al. (2008) ressaltam que somente a andlises de
CHO no momento da ensilagem, poderd subestimar a quantidade de substratos
fermentesciveis disponivel, pois assim que o material € ensilado, as hemicelulases
presente na massa, associado a hidrdlise 4cida, disponibilizam xilose e arabinose no
meio, os quais sdo utilizados pelas BAL, o que ndo € quantificado quando o teor de
CHO ¢ mensurado no momento da ensilagem. Contudo, Carvalho et al. (2017) em
silagens de GM reidratados reportaram que ao longo da fermentacdo, com o
crescimento microbiano na massa ensilada, ocorre redugdo e estabilizacdo da
concentracdo de CHO.

A concentragdo minima de AA de 0,79 g kg'1 de MS estimada na dose de 0,9%,
pode ser considerada adequada com base nas concentracdes recomendadas para este
acido, em silagem de grdo de milho de alta umidade reportadas por Kung Jr. et al.
(2018). Contudo, Kung Jr. et al. (2014) e Ferrareto et al. (2015) ndo verificaram efeito
na adicdo de protease em silagem de grao de milho de alta umidade ou silagem de graos
de milho reidratados, respectivamente. Entretanto, aumento na concentracdao de AA foi
reportado em silagem de milho (Young et al., 2012).

Apesar de ndo haver diferenca estatistica nas concentracdes de ETA nas doses
de 0 a 0,9% de enzima, numericamente silages de GS apresentaram maiores valores, o

que pode ser explicado pelas maiores (P<0,05) populacdes de leveduras presentes
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nessas silagens aos 60 e 90 dias de fermentacdo nas diferentes doses de enzimas
avaliadas (Figura 5B). As leveduras sd@o os principais micro-organimos responsaveis
pela producdo de etanol durante a fermentacdo (Pahlow et al., 2003). E importante
destacar, que independente da dose e do periodo de fermentacdo, ambas as silagens
apresentaram concentracdes de ETA dentro daquela faixa (2-20 g kg™ de MS) proposta
por Kung Jr. et al. (2018) para silagens de graos de milho de alta umidade. No nosso
estudo, as concentracdes de ETA em silagem de GS reidratado, sem adicdo de enzima,
foram semelhantes aos valores observados por Santos et al. (2019a) e superiores aos de
silagem GM reidratado, tratado ou ndo com enzima apds 30 dias de ensilagem,
reportados por Ferrareto et al. (2015).

A nio deteccdo de enterobactérias aos 60 e 90 dias fermentacdo , provavelmente
se deve ao pH da massa ensilada, uma vez que esse grupo microbiano € sensivel ao
baixo pH conforme sugeriram Pahlow et al. (2003).

Durante a ensilagem, os mofos se desenvolvem no inicio do processo quando
ainda hd oxigénio remanescente no interior do silo. Contudo, no decorrer da
fermentacdo a auséncia de oxigénio associado a presenca de dcidos organicos inibem o
crescimento desses micro-organismos (Woolford, 1984; McDonald et al., 1991)
conforme observado no presente estudo. Isto sugere a efetividade das BAL epifiticas no
processo de fermentagdo, que produzem acidos organicos responsaveis pela reducao do
pH (Kung Jr. et al., 2018) e controle de micro-organismos indesejveis durante a
fermentacdo, a exemplo de enterobactérias e mofo.

Quando forragem e graos sdo ensilados, naturalmente, as proteinas sdo
degradadas em peptideos e aminodcidos livres e a desaminacdo de aminodcidos pode
levar ao aumento de N-NH3 na massa ensilada devido a acdo de enzimas microbianas e
vegetais (Rooke e Hatfield, 2003, Junges et al., 2017). Isto pode explicar o aumento de
aproximadamente 8,88 e 11,05 vezes nas concentracdes de N-NHj3 em silagem de GM
(Figura 4A); e 19,43 e 25,14 vezes em silagem de GS (Figura 4B) aos 60 e 90 dias
fermentagdo, respectivamente. Kung Jr. et al. (2014) sugeriram a inclusdo de protease
exogena na ensilagem de grdo de milho de alta umidade, para aumentar a protedlise, o
que anteriormente era visto como indesejavel no processo de fermentacdo (Young et al.,
2012). Os aumentos substanciais nas concentracdes de N-NHj; nas silagens de GM
(Figura 4A) e GS (Figura 4B) confirmam a efetividade da protease exdgena utilizada no
presente estudo na degradacdo das prolaminas que envolvem os granulos de amido,

tornando o amido mais digestivel pelos micro-organismos ruminais (Hoffman et al.,
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2011). Resultados semelhantes foram observados por Young et al. (2012) em silagem
de planta inteira de milho e Kung Jr. et al. (2014) em silagem de grdao de alta umidade
tratados com protease exdgena. Desde modo, as concentragcdes de N-NHz € um
parametro indicativo de protedlise, que permite inferir uma possivel melhoria na
digestibilidade do amido, pois apresenta correlagdo linear positiva com a digestibilidade
conforme observado anteriormente (Kung Jr. et al., 2014; Ferrareto et al., 2014) e

confirmado no presente estudo (Figura 12B).

Composicao quimica e digestibilidade ir situ do amido

O processo de reidratacdo dos GM e GS apresentaram valores de MS préximos
ao previamente desejado, 65% (Tabela 1). No entanto, apds a aplicagdo da enzima,
periodo 0, verificou-se teores de MS numericamente inferiores ao previsto, cuja razao
ndo se conhece, uma vez que foi considerado previamente a quantidade de d4gua (50 ml)
utilizada para dilui¢do da enzima. O menor conteido de MS aos 90 dias de fermentagdo
comparado aos 60 dias, exceto na dose 0,3% da enzima (Figura 6), provavelmente se
deve a atividade microbiana durante o processo de fermentagdo, que naturalmente
promovem reducdes nos teores de MS com o avancar do tempo de ensilagem como
verificado por Carvalho et al. (2017) e Da Silva et al. (2018) em silagens de GM
reidratados e Santos et al. (2019) em silagem de GS reidratados.

Embora o tratamento com protease exdgena nao tenha afetado a concentragdo de
PB das silagens de GM e GS reidratados, as concentracdes de P-Sol foram
numericamente superiores aos 60 e 90 dias de fermentacdo comparado ao periodo O
(zero) em todas as doses de enzimas (Figura 10). A quantidade de PB solubilizada,
observada no nosso estudo indica que ocorre naturalmente atividade proteolitica em GM
e GS durante a fermentag@o, conforme reportado por Hoffman et al. (2011) e Junges et
al. (2017). No entanto, essa atividade € aumentada com adicdo da protease exdgena
(Figura 10), conforme observado por Kung Jr. et al. (2014) em silagem de grdo de
milho de alta umidade e Ferrareto et al. (2015) em silagens de GM reidratados.
Portanto, com base nos resultados do nosso estudo pode-se inferir que P-Sol é um
parametro indicativo de atividade proteolitica, pois proporciona melhoria na
digestibilidade do amido, apresentando correlacdo linear positiva com a digestibilidade
(Figura 12A).

Um achado interessante no nosso estudo foi a reducdo das concentracdes de

FDN e FDA aos 60 e 90 dias de fermentagdo comparado ao periodo 0 (zero) com o
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aumento das doses da enzima em silagens de ambos graos (Figuras 8 € 9). Uma possivel
explicacdo para essa reducdo seria a solubilizacdo de componentes da parede celular
pela atividade de enzimas 4cido tolerantes presente nos graos ensilados (Der Bedrosian
et al., 2012). Young et al. (2012) também observaram reducdes nas concentracdes de
FDN e FDA em silagem de planta inteira de milho tratadas com protease, em fun¢do do
tempo de armazenamento. As proteases podem remover proteinas estruturais na parede
celular vegetal, resultando no acesso mais rdpido a celulose e hemicelulose pelos
microrganismos ruminais (Colombatto e Beauchemin, 2009), o que provavelmente,
também contribui para o aumento nas concentracdes de P-Sol das silagens tratadas em
nosso estudo. Estes autores observaram que a adi¢do de protease na racdo antes do
fornecimento aos animais proporcionou melhoria na digestibilidade da FDN.

As proteinas que envolvem os granulos de amido nos grdos representam uma
barreira fisico-quimica aos micro-organismos amiloliticos do rimen, o que limita a
digestdo do amido (Hoffman et al., 2011). Os dados apresentados em estudos anteriores
(Hoffman et al., 2011, Kung Jr. et al., 2014, Ferrareto et al., 2018) e no presente estudo
apoiam a sugestdo de Kung Jr. et al. (2014) que destacaram a protedlise como o
principal mecanismo para aumentar a digestdo do amido ruminal em silagens com fonte
de amido, pois durante o a fermentacdo ocorre solubilizagdo da matriz protéica, o que
aumenta a superficie de contato para a acdo dos micro-organismos ruminais. Windle et
al. (2014) e Ferrareto et al. (2015) relataram que a adicdo de proteases exdgenas em
plantas de milho e GM reidratados durante a ensilagem, aceleraram o processo
proteolitico durante a fermentacdo, resultando em um rapido aumento na degradacgdo in
vitro do amido com tempo de ensilagem, respectivamente. Independente do periodo de
fermentagdo, com base no modelo quadratico de reposta platd, a dose de 0,3% de
enzima proporcionou maxima digestibilidade do amido da silagem de GM, enquanto
que para a silagem de GS a digestibilidade do amido atingiu valor maximo nas doses de
0,5 e 0,44%, quando armazenadas por 60 e 90 dias, respectivamente (Figura 11). Essa
maior dose para silagem GS, provavelmente se justifica pelo fato do grao de sorgo
apresentar no endosperma periférico maior propor¢ao de proteinas comparado ao grao
de milho, o que ocasiona maior resisténcia a penetracdo de 4gua, tornando-o mais
resistente a degradacdo enzimatica (Rooney e Pflugfelder, 1986), proporcionando assim
menor P-Sol comparado ao GM, tanto antes quanto apds a fermentagao.

Vale ressaltar, que a estabilidade das enzimas e a sua capacidade de interagir

7z

adequadamente com o substrato alvo € um fator que pode proporcionar respostas
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inconsistentes quando se utiliza esse aditivo na ensilagem. Cada enzima possui uma
faixa O6tima de temperatura e pH, atuando com mais eficiéncia quando a condi¢do
encontra-se proximo ao ideal (Lehninger et al., 1993, Adesogan, 2014; Muck et al.,
2018). Diante disso, as respostas obtidas com a utilizacdo da enzima em silagens de GM
e GS, nas condi¢des do presente, apoiam nossa hipdtese, que a adi¢do da protease

proporciona aumento na digestibilidade do amido.

Conclusao

A adicdo de 0,3% de protease exdgena no momento da ensilagem de GM e 0,5%
em GS reidratados favoreceu a atividade proteolitica durante a fermentacdo e
proporcionou aumento da digestibilidade in situ do amido em menor tempo de
armazenamento. Uma implicacdo pratica, € que apesar do sorgo ser uma opc¢ao
interessante frente ao milho, considerando seu menor preco histérico de
comercializacdo, o sorgo requer uma dose de 66,6% superior aquela do milho para
maximizacao da digestibilidade do amido, aos sessenta dias de fermentacdo, fato este
que deve ser levado em consideracdo no momento da escolha do tipo de grios a ser

reidratado e ensilado. Contudo, destaca-se, que as silagens de GM apresentaram valores

N

de DISAM superiores a silagem de GS, indicando a necessidade da realizacdo de
estudos para avaliar o desempenho de ruminantes alimentados com essas silagens, € o

custo beneficio da adicdo de protease exdgena, no momento da ensilagem.
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Conclusoes gerais

O L. buchneri foi a espécie epifitica predominante em silagens de sorgo aos 45 e
90 dias de fermentagdo. A inoculagdo com o L. buchneri resultou em silagens com
maior contetido de 4cido acético e menores populacdes de leveduras a partir dos 14 dias
de fermentacdo, o que pode resultar em silagem com maior estabilidade aerébia. A
inoculacacdo proporciona maior DIVMS, aos 90 dias de fermentagdo. As cepas
autoctones LB.1 e LB.4 apresentam potencial para serem utilizados como inoculantes
para producao de silagem com efeitos na fermentacdo aos 45 dias de armazenamento.

A adicdo de 0,3% de protease exdgena no momento da ensilagem de GM e 0,5%
em GS reidratados favoreceu a atividade proteolitica durante a fermentacdo e
proporcionou aumento da digestibilidade in situ do amido em menor tempo de

fermentacao.
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