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RESUMO

Esta tese foi dividida em dois capítulos. Capítulo 1 - Objetivou-se avaliar os efeitos

da monensina e de inoculantes microbianos à base de Lentilactobacillus buchneri

sobre o perfil fermentativo, estabilidade aeróbia, composição química e

digestibilidade in vitro de silagem de TMR usando o sorgo forrageiro como fonte de

volumoso para bovinos de corte. Os tratamentos foram: TMR controle, sem

inoculante, mineral ou monensina (TMRc); TMR com inclusão de mineral (TMRm);

TMR com a inclusão de mineral acrescido de monensina (TMRmo), sendo todos os

tratamentos inoculados ou não com inoculante a base de L. buchneri, com quatro

repetições, totalizando 24 unidades experimentais. Foi observado menores valores

de fungos filamentosos (FUN) e leveduras (LEV) em silagens TMRmo. Silagens

inoculadas apresentaram maiores valores para a contagem de bactérias do ácido

lático (BAL), FUN e ácido acético, além de menores valores de N-NH3 e

digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro DIVFDN. A utilização de núcleo

mineral com inclusão de monensina não comprometeu o processo fermentativo de

silagens de TMR. A utilização de núcleo mineral com inclusão de monensina e

presença de inoculante microbiano a base de L. buchneri não afeta o processo

fermentativo de silagens de TMR, contribuindo para a redução da população de

fungos filamentosos e leveduras nas silagens. Capítulo 2 - Avaliou-se o consumo, a

digestibilidade e a microbiota ruminal de bovinos de corte, alimentados com TMR

ensiladas ou não, contendo duas proporções de volumoso:concentrado (V:C).

Quatro touros F1 Nelore × Angus canulados no rumen receberam quatro tratamentos

dietéticos em um delineamento experimental quadrado latino 4x4. Os tratamentos

consistiram em TMR com duas diferentes V:C (80:20 e 20:80), e dois diferentes tipos

de processamento: ensilada (TMRs) ou não (TMRn). O experimento durou 80 dias,

com 4 períodos de 20 dias, 14 dias para adaptação e 6 dias de coleta. O consumo

de fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteína (FDNcp), consumo de

amido, consumo de carboidratos não fibrosos (CCNF) e o consumo de nutrientes

digestíveis totais (CNDT) foram influenciadas pela relação V:C. O aumento da

proporção de concentrado aumentou o consumo de amido, CCNF, CNDT e reduziu

o consumo de FDNcp. A digestibilidade do amido (DAmido) foi
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influenciada pela interação processamento × V:C. As digestibilidades da matéria

seca (MS), proteína bruta (PB), extrato etéreo (EE), carboidratos não fibrosos (CNF)

e matéria orgânica (MO) foram maiores para as TMR com relação V:C de 20:80. Foi

observado maiores populações de Lachnospiraceae_NK3A20_group, Atopobium,

para a relação V:C de 20:80. Enquanto que para a relação V:C 80:20 foram

observadas maiores populações de Candidatus_Soleaferrea, Family_XIII_UCG_001,

Pseudobutyrivibrio, Lactobacillus, Shuttleworthia, Fibrobacter, Butyrivibrio,

Acetobacter, Lachnospiraceae_ACC2044_group,

Lachnospiraceae_XPB1014_group, Candidatus_Saccharimonas,

Saccharofermentans e Succiniclasticum. A maior proporção de concentrado na dieta

(20:80) proporciona impacto positivo no consumo e na digestibilidade da maioria dos

nutrientes, sem comprometer a fermentação ruminal. A abundância relativa dos

táxons bacterianos a nível de gênero, na fase líquida e sólida, mostrou

predominância de Prevotella, Rikenellaceae_RC9_gut_group e

Christensenellaceae_R7_group para todos os tratamentos analisados

Palavras-chave: Bactérias lácticas; Ionóforos; Perfil fermentativo; Bactérias ruminais



ABSTRACT

This thesis was divided into two chapters. Chapter 1 - The objective was to evaluate

the monensin and microbial inoculants based on Lentilactobacillus buchneri effects

on the fermentation profile, aerobic stability, chemical composition, and in vitro

digestibility of TMR silage using forage sorghum as a roughage source for beef

cattle. The treatments were: TMR control, without inoculant, mineral, or monensin

(TMRc); TMR with mineral inclusion (TMRm); TMR with mineral plus monensin

inclusion (TMRmo), where all treatments were inoculated or not with L. buchneri

inoculant. It was adopted with four replicates per treatment, totaling 24 experimental

units. For TMRmo silages we observed lower values of filamentous fungi (FUN), and

yeast (LEV). We observed higher counts for lactic acid bacteria (BAL), FUN, higher

acetic acid concentration, lower N-NH3 values, and in vitro neutral detergent fiber

digestibility (IVFDN) for inoculated silages. A mineral nucleus with monensin

inclusion use did not compromise the fermentation process of TMR silages. The

mineral nucleus with monensin and a microbial inoculant based on L. buchneri

inclusion does not affect the fermentation process of TMR silages, contributing to the

filamentous fungi and yeasts population reduction in the silages. Chapter 2 – This

study aimed to evaluate intake, digestibility and ruminal microbiota of beef cattle fed

TMR ensiled or not, containing two forage:concentrate (V:C) ratios. Four F1 Nellore ×

Angus bulls cannulated in the rumen received four dietary treatments in a 4x4 latin

square experimental design. The treatments consisted of TMR with two different V:C

(80:20 and 20:80), and two different processing: types ensiled (TMRs) or not (TMRn).

The experiment lasted 80 days, with four periods of 20 days with 14 days for

adaptation and 6 days of collection. The neutral detergent fiber corrected for ash and

protein (NDFcp) intake, starch intake, non-fibrous carbohydrate (NFCC) intake, and

total digestible nutrient (TDNc) intake were influenced by the V:C ratio. Increasing the

concentrate proportion in TMR increased the starch, NFCC, and NDFcp intake, and

reduced the NDFcp intake. Starch digestibility (DStarch) was influenced by the

processing × V:C interaction. The digestibilities of dry matter (DM), crude protein

(CP), ether extract (EE), non-fibrous carbohydrates (NFC), and organic matter (OM)

were higher for TMR with a
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20:80 V:C ratio. Higher populations of Lachnospiraceae_NK3A20_group and

Atopobium were observed for a 20:80 V:C ratio. While for the 80:20 V:C ratio, higher

populations of Candidatus_Soleaferrea, Family_XIII_UCG_001, Pseudobutyrivibrio,

Lactobacillus, Shuttleworthia, Fibrobacter, Butyrivibrio, Acetobacter,

Lachnospiraceae_ACC2044_group, Lachnospiraceae_XPB1014_group,

Candidatus_Saccharimonas, Saccharofermentans, and Succiniclasticum were

observed. The higher concentrate proportion (20:80) in the diet has a positive impact

on the intake and digestibility of most nutrients, without compromising ruminal

fermentation. The relative abundance in the liquid and solid phase of bacterial taxa at

the genus level, showed a predominance of Prevotella,

Rikenellaceae_RC9_gut_group, and Christensenellaceae_R7_group for all

treatments analyzed.

Keywords: Lactic acid bacteria; Ionophores ; Fermentation profile; Ruminal bacteria.
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INTRODUÇÃO GERAL 
 

A pecuária moderna atualmente objetiva atender à crescente demanda mundial por 

alimentos, tendo em vista que até 2050, a população poderá atingir nove bilhões de pessoas 

(OECD/FAO, 2021). Nesse contexto, o Brasil surge como uma alternativa promissora para 

atender a essa demanda e ocupar lugar de destaque como um dos principais fornecedores de 

carne bovina, principalmente para os mercados em ascensão como a Ásia (OECD/FAO, 2021). 

A terminação de bovinos em confinamento tem como característica a utilização de 

elevadas quantidades de alimentos concentrados, variando de 70 a 90%) (Oliveira & Millen, 

2014). Este fato é observado principalmente pela alta produtividade de grãos, aumento na 

disponibilidade de resíduos e coprodutos agroindustriais, além de questões de operacionalidade 

nos confinamentos de grande porte (Santos et al., 2011). a crescente pressão da sociedade 

moderna para que os sistemas produtivos sejam mais sustentáveis, e as preocupações em relação 

ao atendimento das questões econômicas, socioambientais e de bem estar animal impõem ao 

setor a busca por tecnologias que visam intensificar a produção de carne (Carvalho et al., 2018).  

Atualmente, os sistemas de criação de bovinos têm objetivado reduzir os custos da 

alimentação, melhorar os índices econômicos, expandir o uso de recursos forrageiros e melhorar 

a tecnologia de armazenamento de forragem (Zhang et al., 2021). Neste sentido, a utilização de 

silagens de dietas totais (TMR) pode ser uma opção para a otimização do manejo alimentar dos 

animais (Bueno et al., 2020). A silagem de TMR é caracterizada pela ensilagem de uma mistura 

de alimentos volumosos, concentrados, minerais, vitaminas e aditivos, com o objetivo de 

atender a demanda nutricional de uma determinada categoria animal (Xie et al., 2022). Além 

disso, a ensilagem de TMR contribui com a melhoria da estabilidade aeróbia e características 

sensoriais de subprodutos de baixa aceitabilidade, aumento da digestibilidade da proteína e 

amido, além de promover a redução da mão de obra e maquinário quando esta é adquirida no 

comércio (Hao et al., 2020; Wang et al., 2020; Zhang et al., 2021). 

O consumo e o desempenho animal estão diretamente relacionados com a composição 

química e as características da dieta. A proporção de volumoso, a composição nutricional e o 

método de conservação da dieta são fatores que podem afetar a microbiota ruminal (Belanche 

et al., 2012; Pitta et al., 2016; Zhang et al., 2021). Desta forma, para que a saúde ruminal seja 

mantida, é necessário entender como se dão as mudanças fisiológicas neste ecossistema. A partir 

disso, seria possível traçar estratégias alimentares com o objetivo de melhorar o desempenho 

produtivo de animais, que são desafiados durante o período de confinamento.  
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A aplicação de inoculantes microbianos que contêm bactérias do ácido lático (BAL) é 

reconhecida por melhorar a qualidade e a estabilidade aeróbia de silagens de diferentes culturas 

(Agarussi et al., 2022). As BAL heterofermentativas (Lentilactobacillus buchneri) convertem 

o ácido lático (AL) principalmente em ácido acético e 1,2 propanodiol que possuem potencial 

antifúngico e inibem o crescimento de fungos filamentosos e leveduras (Restelatto et al., 2019), 

que são indesejáveis durante a ensilagem. Recentemente, seu uso em silagens de TMR vem 

sendo considerado, apresentando resultados promissores (Liu et al., 2016; Restelatto et al., 

2019; Li et al., 2024).  

Outro produto muito utilizado nas TMRs in natura são os aditivos nutricionais. Seu uso 

está relacionado com a melhoria do desempenho dos animais, tornando-se indispensáveis para 

o desenvolvimento da pecuária com menor ciclo de produção. Segundo estudo conduzido por 

Oliveira e Millen, (2014) aproximadamente 99,2% dos sistemas de confinamento incorporam 

aditivos alimentares em suas dietas, sendo os ionóforos os principais, presentes em 93,9% das 

dietas. Vários desses compostos são produzidos por bactérias do gênero Streptomyces, sendo a 

monensina uma das mais empregadas na criação comercial de bovinos (Ovchinnikov, 1979; 

Romero-Pérez et al., 2017).  

Os ionóforos tem a capacidade de modificar a fermentação ruminal e, com isso, 

incrementar a eficiência na utilização de nitrogênio e retenção da energia proveniente da dieta 

(Weiss et al., 2020). Além disso, seu uso está relacionado com reduções na produção de metano 

e alterações na produção dos ácidos graxos de cadeia curta produzidos no rúmen (Oliveira & 

Millen, 2014; Ovchinnikov, 1979; Romero-Pérez et al., 2017; Weiss et al., 2020). Outro efeito 

inerente da inclusão de monensina está relacionado a sua capacidade de modificar a microbiota 

ruminal devido a sua eficácia em inibir o desenvolvimento de bactérias Gram-positivas 

(produtoras de AL; Gadberry et al., 2022).  

Entretanto, nos casos em que o L. buchneri é adicionado a TMRs contendo aditivos 

nutricionais como a monensina, sua capacidade de atuação pode ser comprometida pelo seu 

efeito inibitório, o que poderia contribuir para o aumento das perdas e diminuição da 

estabilidade aeróbia do material ensilado. Desta forma, a inclusão de monensina em silagens de 

TMR poderia alterar o curso da fermentação destas silagens por meio da sua ação antagônica 

sobre as bactérias Gram-positivas fermentadoras.  

Embora façam parte de diversos tipos de misturas e suplementos para a produção de 

ração total, os efeitos dos aditivos melhoradores de desempenho animal na conservação do 

alimento ainda são pouco compreendidos. Tendo em vista a escassez de trabalhos na literatura 

que avaliaram o metabolismo de bovinos de corte recebendo silagens de TMR com diferentes 
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proporções de volumoso, a condução de estudos desta magnitude torna-se necessária para 

elucidar os efeitos da TMR na fermentação ruminal. Além da ampliação do conhecimento 

acerca do tema, este estudo pode resultar em recomendações práticas que podem ser adotadas 

a campo, contribuindo para o incremento na produtividade dos animais. 

Diante da importância da bovinocultura de corte no país e as pressões sociais para que 

os sistemas produtivos se tornem mais sustentáveis, nossa primeira hipótese é que a inclusão 

de monensina para a ensilagen de TMR, inoculadas ou não com Lentilactobacillus buchneri 

afetam o perfil fermentativo, estabilidade aeróbia, composição química e digestibilidade in vitro 

da TMR ensilada. E, no segundo momento, hipotetizamos que diferentes proporções de 

volumoso nas silagens de TMR promovem alterações na microbiota ruminal, bem como na 

digestibilidade dos nutrientes e desempenho de bovinos de corte. 

Sendo assim, os objetivos deste trabalho foram: avaliar os efeitos da monensina e de 

inoculantes microbianos à base de Lentilactobacillus buchneri sobre o perfil fermentativo, 

estabilidade aeróbia, composição química e digestibilidade in vitro de silagem de TMR usando 

o sorgo forrageiro como fonte de volumoso para bovinos de corte; e avaliar o consumo, a 

digestibilidade aparente dos nutrientes, o balanço de nitrogênio e a população bacteriana 

ruminal em bovinos de corte, alimentados com TMR ensilada ou não, contendo duas proporções 

de volumoso:concentrado. 
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CAPÍTULO 1: EFEITOS DE LENTILACTOBACILLUS BUCHNERI E MONENSINA 
SÓDICA NA ENSILAGEM DE TMR  
 

Resumo 

Objetivou-se avaliar os efeitos da monensina e de inoculantes microbianos à base de 

Lentilactobacillus buchneri sobre o perfil fermentativo, estabilidade aeróbia, composição 

química e digestibilidade in vitro de silagem de TMR, usando o sorgo forrageiro como fonte de 

volumoso. O experimento foi conduzido em esquema fatorial 2×3, sendo o primeiro fator o uso 

ou não de inoculante microbiano à base de L. buchneri (I) e, o segundo fator, diferentes núcleos 

minerais adicionados à TMR (S), no delineamento inteiramente casualizado, com quatro 

repetições, totalizando 24 unidades experimentais. As silagens de TMR consistiram em: TMR 

controle, sem mineral ou monensina (TMRc); TMR com inclusão de mineral (TMRm); TMR 

com a inclusão de mineral e monensina (TMRmo), sendo todos os tratamentos inoculados ou 

não com inoculante comercial a base de L. buchneri, antes da ensilagem, e alocados em mini-

silos de polietileno com aproximadamente 10kg de capacidade. Houve efeito da interação I × S 

sobre os conteúdos de carboidratos solúveis em água (CHO) e de ácido lático (AL). Houve 

efeito de tipo de suplementação mineral sobre bactérias do ácido lático (BAL), fungos 

filamentosos (FUN), leveduras (LEV), pH, matéria mineral (MM) e digestibilidade in vitro da 

matéria seca (DIVMS). Foi observado efeito de inoculante sobre BAL, FUN, nitrogênio 

amoniacal (N-NH3), ácido acético, fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e proteína 

(FDNcp) e digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro (DIVFDN). Silagens TMRm e 

TMRmo apresentaram maiores valores de BAL e pH, enquanto que a TMRmo apresentou 

menores populações de FUN e LEV. Nas silagens inoculadas foram registradas maiores 

contagens de BAL e FUN, e menores valores de N-NH3 e DIVFDN. Não houve efeito de 

silagem, de inoculante, nem da interação destes (P>0,05) sobre a estabilidade aeróbia (h), 

contagem de LEV, FUN e pH das silagens durante a exposição aeróbia das silagens. As 

variáveis matéria seca (MS), proteína bruta PB, proteína bruta solúvel (PBS) e nitrogênio 

insolúvel em detergente ácido (NIDA) não foram afetadas pelos fatores em estudo, 

apresentando médias de 605,84 g/kg MN, 143,23; 86,15 e 4,43 g/kg MS, respectivamente. A 

utilização de núcleo mineral com inclusão de monensina não afeta o processo fermentativo de 

silagens de TMR, contribuindo para a redução da população de fungos filamentosos e leveduras 

nas silagens. Portanto, a ensilagem da TMR, pode ser realizada com a inclusão de monensina 

na dieta, associada a presença de inoculante microbiano a base de L. buchneri. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O uso de silagens de dieta total (TMR) pode ser uma opção para a otimização do manejo 

alimentar dos ruminantes. Alvo de estudos desde a década de 60 nos EUA, as silagens de TMR 

tem sido foco de pesquisas em diversos países nos últimos anos, impulsionada, principalmente, 

pelo aumento da disponibilidade de subprodutos agroindustriais (Bueno et al., 2020). 

Silagens de TMR são caracterizadas pela mistura de alimentos volumosos, 

concentrados, minerais, vitaminas e aditivos com o objetivo de atender a demanda nutricional 

de uma determinada categoria animal (Lazzari et al., 2021). Além disso, a ensilagem de TMR 

contribui com a melhora na estabilidade aeróbia, nas características sensoriais de subprodutos 

de baixa aceitabilidade, aumento na digestibilidade da proteína e amido, além de promover a 

redução da mão de obra e maquinário quando esta é adquirida no comércio (Bueno et al., 2020; 

Hao et al., 2020; Lazzari et al., 2021; Xie et al., 2022). 

Dentre os diversos produtos utilizados nas TMR, destacam-se os aditivos nutricionais 

cujo uso está relacionado com a melhora no desempenho dos animais, tornando-se 

indispensáveis para o desenvolvimento da pecuária com menor ciclo de produção. Um dos 

aditivos mais utilizados na dieta dos ruminantes são os ionóforos (Oliveira & Millen, 2014), 

que são produzidos por bactérias do gênero Streptomyces, sendo a monensina um dos mais 

empregados na dieta de bovinos (Ovchinnikov, 1979). 

Os ionóforos, como exemplo a monensina, possuem a capacidade de modificar a 

fermentação ruminal e, com isso, incrementar a eficiência na utilização de nitrogênio e retenção 

de energia proveniente da dieta (Weiss et al., 2020). Além disso, seu uso está relacionado com 

reduções na produção de metano e alterações na produção dos ácidos graxos de cadeia curta 

produzidos no rúmen (Romero-Pérez et al., 2017; Weiss et al., 2020). Outro efeito inerente a 

inclusão de monensina está relacionado a sua capacidade de modificar a microbiota ruminal 

devido a sua eficácia em inibir o desenvolvimento de bactérias Gram-positivas (por exemplo 

as produtoras de lactato) com pouco efeito em bactérias gram-negativas (Gadberry et al., 2022). 

Desta forma, sua inclusão na confecção de silagens de TMR poderia alterar o curso da 

fermentação destas silagens por meio de sua ação nos microrganismos fermentadores. 

A aplicação de inoculantes microbianos que contêm bactérias do ácido lático (BAL) é 

reconhecida por melhorar a qualidade e a estabilidade aeróbia de silagens de diferentes culturas 

(Agarussi et al., 2022). As BAL heterofermentativas (Lentilactobacillus buchneri) têm a 

capacidade de converter o AL principalmente em ácido acético e 1,2 propanodiol que possuem 

potencial antifúngico e inibem o crescimento de fungos filamentosos e leveduras (Restelatto et 
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al., 2019). Recentemente, seu uso em silagens de TMR vem sendo considerado, apresentando 

resultados promissores (Liu et al., 2016; Restelatto et al., 2019; Li et al., 2024). No entanto, 

nos casos em que o L. buchneri é adicionado a TMRs contendo aditivos nutricionais, como a 

monensina, sua capacidade de atuação pode ser comprometida pelo efeito inibitório da 

monensina, o que poderia contribuir para o aumento das perdas, e diminuição da estabilidade 

aeróbia do material ensilado. 

Ao avaliar o efeito da inclusão de lasalocida, um antibiótico ionóforo, em silagem de 

milho, Hoon e Meeske (2011), observaram redução nas concentrações de AL e aumento nas 

perdas fermentativas, além de redução na digestibilidade in vitro dessas silagens. Por outro lado, 

a utilização de monensina não afetou silagens de TMR para bovinos de corte, apresentando pH 

abaixo de 4,8, produção de AL acima de 23 g kg-1 e estabilidade aeróbia elevada, acima de 240 

horas (Lazzari, 2020). 

Embora façam parte de diversos tipos de misturas e suplementos para a produção de 

TMR não ensilada, os efeitos dos aditivos melhoradores de desempenho animal na conservação 

do alimento ou dieta conservada na forma de silagem, bem como a inclusão do núcleo mineral 

e o uso de aditivo microbiano, ainda são pouco compreendidos em silagens de TMR. Nossa 

hipótese é que a inclusão de monensina em silagem de TMR, inoculada ou não, afeta o perfil 

fermentativo, a estabilidade aeróbia, a composição química e a digestibilidade in vitro da 

silagem. Sendo assim, objetivou-se avaliar os efeitos da monensina e de inoculantes 

microbianos à base de Lentilactobacillus buchneri sobre o perfil fermentativo, estabilidade 

aeróbia, composição química e digestibilidade in vitro de silagem de TMR usando o sorgo 

forrageiro como fonte de volumoso para bovinos de corte. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1. Localização do experimento e cultivo do sorgo 
 

O cultivo do sorgo volumax (Agroceres®, Santa Cruz das Palmeiras-SP, Brasil) foi 

realizado no setor de Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensão-UEPE em Forragicultura e as 

análises laboratoriais no Laboratório de Forragicultura e Microbiologia da Silagem, ambos 

pertencentes ao Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Viçosa (UFV), Viçosa-

MG, Brasil. O município de Viçosa situa-se na Região da Zona da Mata- Minas Gerais, com 

altitude de ≅ 649 m, latitude Sul de 20°45’14’’ e longitude Oeste de 42º52’54’’. O clima é 
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caracterizado como subtropical húmido conforme a classificação Köppen-Geiger (Cwa; 

Climate, 2022). 

Antecedendo a semeadura do sorgo, foi realizada a amostragem (0-20 cm profundidade) 

e análise do solo com uso de trado do tipo sonda, para avaliar a necessidade de calagem, e 

calcular a quantidade de adubo necessária (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Atributos químicos do solo da área do plantio do sorgo 

pH P K+ H++Al3+ Al3+ Ca2+ Mg2+ SB t T V P-rem 

H2O mg/dm3 -------------------------Cmolc/dm3--------------------- % mg/L 

5,4 2,2 123,0 4,3 0,1 1,9 0,8 3,0 3,1 7,3 41,5 26,1 

pH: potencial hidrogeniônico; P: fósforo; K+: potássio; H++Al+3: acidez potencial; Al3+: alumínio; Ca 2+: cálcio; 
Mg+2: magnésio; SB: soma de bases; t: capacidade de troca catiônica efetiva; T: capacidade de troca catiônica em 
pH 7,0; V: índice de saturação de bases; P-rem: fósforo remanescente. 

 

A calagem e a adubação foram determinadas com base nos resultados da análise de solo, 

visando atender as necessidades da cultura, conforme as diretrizes do Manual de Cultivo 

Agrícola (5ª Aproximação) para o estado de Minas Gerais, Brasil (Ribeiro et al., 1999). Para a 

correção do solo, foram aplicadas 1,8 toneladas por hectare de calcário dolomítico (75% PRNT; 

Minasol®, Arcos-MG, Brasil). A semeadura foi feita em uma área de aproximadamente 800m2, 

com espaçamento de 0,7 m entre linhas, distribuindo-se 11 sementes por metro linear, com o 

objetivo de alcançar um estande de aproximadamente 125 mil plantas por hectare. Na 

semeadura, foram aplicados 285 kg/ha de fórmula NPK 08:28:16 no sulco de plantio, e 100 

kg/ha de nitrogênio na forma de ureia, foram aplicados em cobertura 20 dias após a semeadura. 

 

2.2. Delineamento experimental, colheita e ensilagem 
 

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 2×3, sendo o primeiro fator o uso ou 

não de inoculante microbiano à base de L. buchneri CNCM I-4323 (Lalsil AS, Lallemand®, 

Brasil) (I) e o segundo fator, diferentes núcleos minerais adicionados às TMRs, em um 

delineamento inteiramente casualizado, com quatro repetições, totalizando 24 unidades 

experimentais. Os tratamentos consistiram em: 

• TMR controle (TMRc), com e sem inoculante; 

• TMR + mineral (TMRm) com e sem inoculante; 

• TMR + mineral + monensina (TMRmo) com e sem inoculante; 
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As rações foram formuladas adotando-se relação volumoso:concentrado de 20:80, na 

base da MS, utilizando-se o manual BR-Corte 4.0 (Valadares Filho et al., 2016), para atender 

as exigências nutricionais de novilhos de corte, da raça Nelore, não-castrados, em terminação, 

com ganho médio diário de 1,5 kg. 

Foi realizada a colheita manual da planta inteira de sorgo, a 10 cm do nível do solo, com 

auxílio de facão, quando o mesmo atingiu ±300 g/kg MS. O material colhido foi processado em 

ensiladora estacionária (PN Plus 2000, Nogueira®, São João da Boa Vista-SP, Brasil), a fim de 

atingir o tamanho de partículas de ±2 cm. 

Os ingredientes do concentrado (farelo de soja, fubá de milho, ureia + sulfato de amônio 

9:1 e núcleo mineral) foram processados na Fábrica de Ração da UFV. 

O núcleo mineral foi composto de (%MS): 44,24% calcário, 16,36% fosfato bicálcico, 

18,99% sal comum, 18,78% flor de enxofre, 1,21% sulfato de zinco, 0,24% sulfato de 

manganês, 0,12% sulfato de cobre, 0,022% sulfato de cobalto, 0,008% iodato de potássio e 

0,008% selenito de sódio. A inclusão de monensina nas dietas foi realizada na quantidade de 20 

ppm com base na inclusão da mesma em produtos comerciais (20 mg de Rumensin™ 200). 

Considerando as devidas proporções dos alimentos, estes foram pesados e misturados 

manualmente à forragem para a confecção das TMR em pilhas de 10 kg. O inoculante 

microbiano foi aplicado, quando necessário, usando um pulverizador manual. A taxa de 

aplicação do aditivo comercial foi utilizada conforme a recomendação do fabricante para a 

obtenção de 1×105 unidade formadora de colônia log UFC/g, e 50 mL água destilada foi usada 

para diluir os produtos, com a dose aplicada de 1 g/ tonelada. O TMRc recebeu o mesmo volume 

de água (sem nenhum aditivo) usado na diluição do aditivo microbiano. A aplicação seguiu de 

forma sequencial, considerando as repetições de cada tratamento. Após a aplicação do aditivo, 

o material foi homogeneizado e ensilado em mini-silos com capacidade para 10 kg objetivando 

a densidade de 700 kg/ m³, totalizando 24 mini-silos, que foram vedados e armazenados por 60 

dias. 

Foram coletadas amostras do material antes da ensilagem, que foram processadas para 

a caracterização do material. 

 

2.3. Processamento e análises químicas 
 

As amostras coletadas antes da ensilagem e na data de abertura dos silos (60 dias), foram 

submetidas a secagem parcial em estufa com circulação forçada de ar a 55°C, até peso 
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constante. Posteriormente as amostras foram moídas usando o moinho de facas (R-TE-650/1, 

Tecnal®, Piracicaba-SP, Brasil) em peneira de 1mm. 

As amostras foram usadas para estimar os teores de teores de matéria seca (MS, método 

934.01), matéria orgânica (MO, método 972.43), cinzas ou matéria mineral (MM, método 

942.05), proteína bruta (PB, método 984.13) e extrato etéreo (EE, método 920.39), de acordo 

com procedimentos descritos pela (AOAC, 1990). Os teores de fibra em detergente neutro 

corrigido para cinzas e proteínas (FDNcp), utilizando-se α-amilase termoestável sem o uso de 

sulfito de sódio, foram estimados conforme descrito por Van Soest et al. (1991) e o nitrogênio 

insolúvel em detergente ácido (NIDA; Licitra et al., 1996). 

 

2.4. Análises do perfil fermentativo 
 

Após a abertura dos mini-silos, 25 g de amostra de cada mini-silo foram 

homogeneizadas com 225 mL de solução estéril de Ringer’s (Oxoid™, Hampshire, Inglaterra) 

usando um liquidificador industrial durante 1 min. O extrato aquoso foi dividido em três 

alíquotas: uma para aferição do pH, utilizando-se potenciômetro digital (W38/Tecnal®, São 

Paulo-SP, Brasil); 10 mL do extrato aquoso foram filtrados, acidificados com H2SO4 1:1 e 

armazenados a -20 °C, para as análises das concentrações de carboidratos solúveis em água 

(CHOs; Nelson, 1944), nitrogênio amoniacal em relação ao nitrogênio total (N-NH3), pelo 

método fenol-hipoclorito (Okuda et al., 1965), e ácidos orgânicos (lático, acético, butírico e 

propiônico) conforme descrito por Siegfried et al. (1984), e 10 mL do extrato aquoso foram 

usados para a quantificação das populações microbianas conforme descrito a seguir. 

 

2.5. Quantificação das populações microbianas 
 

A terceira alíquota do extrato foi usada para a quantificação das populações microbianas 

(enterobactérias, bactérias láticas, leveduras e fungos filamentosos). Foram realizadas diluições 

seriadas 10-1 a 10-9. Em seguida, foi realizado o plaqueamento em placas de Petri estéreis 

(método pour-plate) em meio MRS ágar (De Man, Rogosa & Sharpe, Merck®, Darmstadt, 

Alemanha), para o cultivo de bactérias láticas (37 ºC/48 h), VRB ágar (Violet Red Bile Agar, 

Oxoid™, Hampshire, Inglaterra) para o cultivo de enterobactérias (37 ºC/24 h)e DRBC ágar 

(Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol Base Agar, Oxoid™, Hampshire, Inglaterra) para cultivo 

de leveduras (25 ºC/72 h) e fungos filamentosos (25 ºC/120 h). Foram consideradas para a 
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determinação do número de unidades formadoras de colônias (UFC) as placas contendo de 25 

a 250 colônias. 

 

2.6. Análise da digestibilidade in vitro 
 

Foram avaliadas a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e a digestibilidade 

in vitro da fibra em detergente neutro (DIVFDN) das silagens de TMR referente aos 60 dias 

após ensilagem, seguindo a metodologia de (Tilley and Terry, 1963). 

As amostras previamente secas e processadas 1 mm, pesadas em duplicata (0,5 g/frasco) 

foram colocadas em frascos de 60 mL de penicilina juntamente com 10 mL de liquido ruminal 

e 40 mL de solução tampão (McDougall, 1948) para uma relação 1:4 inoculo e solução tampão, 

segundo (Silva et al., 2017), realizando o processo de fermentação a 39 ºC, em ambiente 

anaeróbio por 48h. 

Nos dias que antecederam os procedimentos, foi preparada a solução tampão de 

McDougall, (1948), que foi mantida em uma sala climatizada a 39°C para estabilização da 

temperatura. Antes do início de cada incubação experimental, foi coletada a digesta (líquido e 

sólidos) de diferentes pontos da interface líquido-sólido no ambiente ruminal, de dois machos 

Nelore não castrados (peso corporal médio de 595 ±20 kg) e fistulados no rúmen. Os 

procedimentos para o uso de animais foram autorizados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal de Viçosa conforme o protocolo 40/2024. Os 

animais doadores foram alocados em baias individuais dispostas de comedouro e bebedouro. 

Foi fornecida a esses animais uma dieta a base de silagem de milho e concentrado (relação 

volumoso: concentrado de 20:80, base da MS). O concentrado era composto por milho fubá, 

soja farelo, núcleo mineral e ureia com 140g PB/kg MS. Os animais foram adaptados a dieta 

padrão por 14 dias antes da coleta de digesta ruminal (Machado et al., 2016). Após a coleta, a 

digesta ruminal foi acondicionada em recipientes térmicos adequados para manter a 

temperatura de 39°C (garrafas térmicas pré-aquecidas). Em seguida, a digesta foi transferida 

para um liquidificador, em uma sala climatizada a 39°C, e homogeneizada por 30 segundos. O 

material homogeneizado foi filtrado com camadas de gaze em frascos Erlenmeyer de 2 L 

(Castro et al., 2021).  

O espaço livre nos frascos foi imediatamente saturado com CO2. Posteriormente, foram 

vedados com tampas de borracha e lacres de alumínio. Os frascos foram mantidos sob agitação 

em uma mesa agitadora orbital (40 rpm), em uma sala climatizada a 39°C. A remoção dos gases 

resultantes da fermentação foi realizada a cada três horas, utilizando agulhas. Após 48 horas, o 
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conteúdo dos frascos foi então transferido para cadinhos filtrantes de porosidade grossa, com o 

auxílio de água destilada a mais de 90°C. Em seguida, os cadinhos foram secos a 105°C por 24 

horas e pesados, obtendo-se o resíduo aparentemente não digerido da matéria seca. 

Para a avaliação da digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro (DIVFDN), os 

cadinhos contendo o resíduo de incubação foram colocados dentro de coletores universais 

autoclaváveis (120 mL), aos quais foram adicionados 80 mL de solução de detergente neutro, 

preparada conforme (Mertens, 2002), sem a adição de sulfito de sódio, e 250 μL de α-amilase 

termoestável (Termamyl 2X). Os coletores, com os cadinhos no interior, foram fechados e 

autoclavados a 105°C por 1 hora, seguindo o método descrito por  (Detmann et al., 2021; INCT-

CA F-002/1). Após a autoclavação, os cadinhos foram lavados novamente com água destilada 

quente e, ao final, com 30 mL de acetona. Posteriormente, foram secos a 105°C por 24 horas, e 

pesados para a obtenção do resíduo de FDN. 

A DIVMS e DIVFDN foram obtidas através da equação: 𝐷 = 𝑀 − (𝑅 − 𝐵)𝑀 × 100 

Onde: M= massa de MS ou FDN incubada (g); R= resíduo de MS ou FDN da incubação 

(g); B= resíduo de MS ou FDN obtido nos “brancos” (g). 

 

2.7. Estabilidade aeróbia 
 

Após 60 dias de ensilagem os mini-silos foram abertos e, após homogeneização do 

material, uma amostra de 2 kg de silagem retornou aos mini-silos para avaliação da estabilidade 

aeróbia. Os mini-silos foram armazenados em sala com temperatura controlada (± 22ºC), e no 

centro da massa de silagem, foi inserido um data logger (Cryopark iMINI™, Cryopark 

Company Inc., VA, USA) para mensuração da temperatura, a cada 10 minutos, por dez dias. 

Dois data loggers foram distribuídos na sala para mensuração da temperatura ambiente. A 

estabilidade aeróbia foi definida como o número de horas que a silagem permaneceu estável 

antes da temperatura da mesma elevar 2ºC acima da temperatura ambiente (Kung et al., 2003). 

3. ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 

Todos os dados foram analisados por intermédio do procedimento GLM do SAS® 

versão 9.4 (SAS, 2010). Os dados foram analisados segundo o delineamento inteiramente 

casualizado, com arranjo fatorial 2 × 3, no qual o teor de MS e os tipos de aditivos, bem como 
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suas interações foram considerados efeitos fixos, e o erro experimental o efeito aleatório, de 

acordo com o modelo:  𝑌 𝑖𝑗𝑘  =  µ +  𝐶 𝑖  +  𝐼𝑗  ( 𝐶 𝑖 +  𝐼𝑗  )𝑖𝑗   +  𝑒 𝑖𝑗𝑘   
em que: Y ijk = variável de resposta; µ = média geral;  𝐶 𝑖= inclusão de monensina i; 𝐼𝑗 = efeito 

do inoculante j; ( 𝐶 𝑖 +  𝐼𝑗 )ij = efeito da interação entre os níveis i do fator C e j do fator I; ecijk 

= erro residual aleatório. 

Os dados da avaliação microbiológica foram transformados para a base logarítmica 

(Log10 UFC) e submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-wilk. Após a adequação, os 

dados de análise microbiológica, assim como os referentes ao perfil de fermentação, 

composição química, DIVMS, DIFDN e de estabilidade aeróbia foram submetidos à análise de 

variância e as médias dos efeitos foram comparadas utilizando-se os testes F e de Tukey-

Kramer. A matriz de covariância foi escolhida por meio do critério de Akaike corrigido (AICC). 

Todos os procedimentos estatísticos foram conduzidos utilizando-se 0,05 como nível crítico de 

probabilidade para o erro tipo I.  

 

 

4. RESULTADOS 
 

4.1. Caracterização das TMR antes da ensilagem 

 

As características químicas e microbiológicas das TMR antes da ensilagem são 

mostradas na Tabela 2.  
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Tabela 2. Proporção dos ingredientes, composição química e população microbiana das TMR 
com e sem monensina e inoculante microbiano antes da ensilagem. 
Proporção dos ingredientes (% MS) 
Item TMRc TMRm TMRmo 
Sorgo forrageiro 20,00 20,00 20,00 
Farelo de milho 73,40 71,80 71,70 
Farelo de soja 5,00 5,00 5,00 
Ureia 1,60 1,60 1,60 
Núcleo mineral1 0,00 1,65 1,65 
Monensina 0,00 0,00 0,015 
Composição química (g/kg MS) 
Item Inoculante TMRc TMRm TMRmo 

Matéria seca2 
Com 559,86 542,23 579,04 

Sem 560,21 542,95 578,79 

Matéria mineral 
Com 29,01 35,98 33,24 

Sem 28,96 36,11 33,52 

Proteína bruta 
Com 116,73 121,12 115,35 

Sem 116,08 120,89 115,67 

Extrato etéreo 
Com 36,53 37,07 36,14 

Sem 37,1 37,6 36,8 

FDNcp 
Com 163,22 165,07 150,12 

Sem 162,95 164,63 149,64 

NIDA 
Com 3,69 4,55 4,31 

Sem 3,75 4,69 4,70 

pH 
Com 6,15 6,11 6,05 

Sem 6,12 6,07 6,09 

CHOs 
Com 62,01 61,32 61,07 

Sem 61,23 60,87 60,53 

População microbiana (Log10 UFC/g forragem) 

BAL  Com 6,81 6,92 6,79 

Sem 5,70 5,90 5,90 

Mofos 
Com 4,33 4,15 4,21 

Sem 4,70 4,60 4,70 

Leveduras Com 6,5 6,72 6,11 

Sem 6,80 7,00 6,40 

Enterobactérias 
Com 5,23 5,51 5,76 

Sem 5,40 5,10 5,10 

TMRc: Silagem de dieta total sem núcleo mineral e monensina; TMRm: Silagem de dieta total com adição de 
núcleo mineral e sem monensina; TMRmo: Silagem de dieta total com adição de núcleo mineral e monensina; 2: 
g/kg Matéria natural; MS: matéria seca; FDNcp: fibra insolúvel em detergente neutro corrigido para cinzas e 
proteína; NIDA: nitrogênio insolúvel em detergente ácido; CHOs: Carboidratos solúveis em água (g/kg MS); BAL: 
Bactérias ácido láticas. 1:Composição do núcleo mineral (% MS): 44,242% Calcário, 16,364% fosfato bicálcico, 
18,788% sal comum, 18,788% flor de enxofre, 1,212 sulfato de zinco, 0,242% sulfato de manganês, 0,121% sulfato 
de cobre, 0,022% sulfato de cobalto, 0,008% iodato de potássio e 0,008% selenito de sódio. A inclusão de 
monensina nas dietas foi feita tomando como base a inclusão da mesma em produtos comerciais (0,015% na MS). 
 

 

4.2. Perfil fermentativo 
 



26 

 

Foi observado efeito da interação inoculante x tipo de suplemento mineral I × S (P<0,05) 

sobre os teores de CHOs e AL, em que a TMRmo apresentou os maiores valores de CHOs, com 

ou sem inoculante (Figura 1a), enquanto que a TMRc e a TMRm com inoculante apresentaram 

maiores conteúdos de AL comparados a TMRmo (Figura 1b.).  

 

 

 

Figura 1. Efeito da interação I × S sobre o conteúdo de carboidratos solúveis em água (CHOs) (a); e de 
ácido lático (b); ); barras azuis: sem inoculante; barras verdes: com inoculante (L. buchneri);; letras 
maiúsculas: efeito para o tipo de silagem (S); letras minúsculas: efeito para o tipo de inoculante (I); DM: 
matéria seca; TMRc: Silagem de dieta total sem núcleo mineral e monensina; TMRm: Silagem de dieta 
total com adição de núcleo mineral e sem monensina; TMRmo: Silagem de dieta total com adição de 
núcleo mineral e monensina. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade. 

 

Não foi observado efeito da interação I × S sobre as variáveis mostradas na Tabela 3. 

Contudo, observou-se efeito de I e de S, sobre as populações de BAL e FUN, enquanto que as 

concentrações de ácido acético e amônia foram afetadas apenas por inoculante (Tabela 3), 

registrando-se, respectivamente, maior e menor valor na silagem inoculada. Por outro lado, a 

população de leveduras e o pH das silagens foram afetados apenas pelo tipo de mineral 

adicionado às TMRs. Não foram observados efeitos de interação I × S, nem dos fatores 

individuais sobre as concentrações de AB e etanol, cujos valores médios foram 0,4 e 15,5 g/kg 

MS, respectivamente (Tabela 3). Comportamento semelhante foi observado para as variáveis 

avaliadas na estabilidade aeróbia das silagens, que não foram afetadas por nenhum dos fatores 

estudados (Tabela 3).  
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Tabela 3. Perfil fermentativo, populações microbianas e estabilidade aeróbia de silagens de 
TMR com e sem monensina e inoculante microbiano. 

Item 
Inoculante Silagem  P-valor4 

NI I TMRc TMRm TMRmo EP I S I×S 

BAL1 7,39 7,52 7,31b 7,56a 7,49ab 0,039 0,0303 0,0076 0,0634 

FUN1 4,10 4,62 4,59ª 4,55a 3,94b 0,133 0,0260 0,0382 0,2746 

LEV1 4,12 4,16 4,64ª 4,20ab 3,58b 0,162 0,8588 0,0062 0,1650 

N-NH32 12,23 10,56 11,44 11,15 11,59 0,317 0,0123 0,8406 0,9754 

pH 4,47 4,40 4,36b 4,49a 4,47a 0,020 0,0531 0,0112 0,9288 

AAc3 10,4 14,3 12,0 11,9 13,2 0,585 0,0002 0,3564 0,2423 

ET3 13,6 17,4 15,4 16,5 14,6 1,703 0,0876 0,6287 0,5231 

AB3 0,5 0,4 0,5 0,3 0,4 0,063 0,0996 0,7922 0,6802 

Estabilidade aeróbia        

EA (h) 240 240 240 240 240 - - - - 
pH est 4,53 4,36 4,45 4,45 4,44 0,050 0,1385 0,9962 0,5290 

Lev est1 5,76 5,06 5,84 5,8 4,59 0,285 0,1586 0,0788 0,0712 

FUN est1 3,39 4,29 3,60 4,27 3,64 0,241 0,1064 0,4692 0,1075 
1: log ufc/g forragem; 2:g/kg nitrogênio total; 3: g/kg de matéria seca; P-valor: Probabilidade de efeitos para 
inoculante (I), silagem (S) e interação I com S (I × S); NI: sem inoculante; I: com inoculante; EPM: erro padrão 
da média TMRc: Silagem de dieta total sem núcleo mineral e monensina; TMRm: Silagem de dieta total com 
adição de núcleo mineral e sem monensina; TMRmo: Silagem de dieta total com adição de núcleo mineral e 
monensina, BAL: bactérias do ácido lático; FUN: fungos filamentosos; LEV: leveduras; N-NH3/N total: nitrogênio 
amoniacal em relação ao nitrogênio total; AAc: ácido acético; ET: Etanol; AB: Ácido butírico; pH est: potencial 
hidrogeniônico na estabilidade aeróbia; Lev est: Leveduras na estabilidade aeróbia; FUN est: Fungos filamentosos 
na estabilidade aeróbia. 

 

4.3. Composição química 
 

Na Tabela 4 são mostradas a composição química e as digestibilidades in vitro da 

matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro (DIFDN) das silagens. Os conteúdos de 

MS, PB, PBS, EE e NIDA não foram afetadas pelos fatores em estudo, apresentando valores 

médios de 605,84; 143,23; 86,15, 50,37 e 4,43 g/kg MS, respectivamente (Tabela 4).  

Observou-se efeito de silagem sobre os conteúdos de MM, DIVMS e DIVFDN, bem 

como de inoculante sobre a FDN e DIFDN. As silagens TMRm e TMRmo apresentaram 

maiores teores de MM do que a controle, sem diferirem entre si (Tabela 4).  

As silagens inoculadas apresentaram maior contéudo de FDN (P=0,0307) e DIVFDN (<,0001) 

(Tabela 4). As silagens TMRm e TMRmo, apresentaram menores valores de DIVMS e 

DIVFDN quando comparadas a silagem TMRc (Tabela 4). 
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Tabela 4. Composição química de silagens de TMR com e sem monensina e inoculante microbiano. 

Item1 
Inoculante Silagem 

EPM 
P-valor4 

NI I TMRc TMRm TMRmo I S I×S 

MS2 604,27 607,47 604,08 601,14 612,33 0,586 0,6661 0,4363 0,510 

MM 33,27 34,14 28,51b 37,03a 35,58a 0,083 0,1906 <,0001 0,3256 

PB 140,94 145,53 143,62 145,51 140,58 0,134 0,0946 0,2926 0,2652 

PBS3 84,24 88,05 86,00 89,53 82,91 0,118 0,0962 0,0740 0,4874 

EE 50,21 50,53 49,13 49,67 51,72 0,108 0,5000 0,1106 0,0547 

FDNcp 161,58 178,73 173,45 177,24 159,78 0,430 0,0307 0,1303 0,1041 

NIDA 4,62 4,23 4,33 3,94 5,01 0,021 0,2792 0,0601 0,7841 

DIVMS 899,40 894,71 904,84a 892,65b 893,69b 2,928 0,1952 0,0223 0,7516 

DIVFDN 603,69 664,62 668,45a 618,75b 615,28b 6,811 <,0001 0,0004 0,0704 

1: g/kg MS; 2: g/kg MN 3: g/kg PB; P-valor: Probabilidade de efeitos para inoculante (I), silagem (S) e interação I com S (I × S); NI: sem inoculante; I: com inoculante; EPM: 
Erro padrão da média TMRc: Silagem de dieta total sem núcleo mineral e monensina; TMRm: Silagem de dieta total com adição de núcleo mineral e sem monensina; TMRmo: 
Silagem de dieta total com adição de núcleo mineral e monensina; MS: matéria seca; MM: matéria mineral; PB: Proteína bruta; PBS: proteína solúvel; FDNcp: Fibra insolúvel 
em detergente neutro corrigido para cinzas e proteína; NIDA: Nitrogênio insolúvel em detergente ácido; DIVMS: Digestibilidade in vitro da matéria seca; DIVFDN: 
Digestibilidade in vitro da fibra insolúvel em detergente neutro. 
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5. DISCUSSÃO  
 

5.1. Perfil fermentativo 
 

A acidificação do material ensilado é essencial para preservar o material dentro do silo 

e inibir a atuação de microrganismos indesejáveis. Para tanto, é fundamental que as BAL 

dominem o processo fermentativo, produzindo principalmente ácido lático, pela utilização dos 

CHOs como substrato, o que resultará na redução do pH e preservação do material em meio 

ácido e anaeróbio (McDonald et al., 1991; Restelatto et al., 2019)). 

O conteúdo médio de CHOs nas TMR antes da ensilagem, de 60,8 g/kg MS, pode ser 

considerado adequado para que haja o crescimento de microrganismos favoráveis e assim 

promover o sucesso no processo fermentativo (Wang et al., 2023). Os menores teores de CHOs 

residuais observados nas silagens TMRm e TMRmo, na presença de inoculante pode ser 

resultante do maior consumo de CHOs durante a fermentação, devido ao aumento da população 

de BAL nessas silagens inoculadas.  

A eficácia do uso de BAL como inoculante depende da habilidade das bactérias 

inoculadas de crescerem rapidamente na massa ensilada, da presença de substratos adequados, 

da proporção da população de bactérias inoculadas em relação à população epífita presente na 

forragem, como também fatores que possam suprimir o desenvolvimento das mesmas 

(McDonald et al., 1991; Xie et al., 2022). Nesse contexto, a inclusão de monensina poderia 

afetar o desenvolvimento das BAL devido a sua ação inibitória em bactérias Gram-positivas 

(Gadberry et al., 2022), fato este não verificado em nosso estudo, uma vez que silagens 

contendo 0,015% monensina na base da MS (TMRmo) apresentaram populações de BAL 

semelhante às demais TMRs, sem monensina.  

Outro fator que poderia influenciar na qualidade de silagens está relacionado ao 

conteúdo de MS do material original, pois valores elevados como os 605,8 g/kg MS, observados 

em nosso estudo, podem inibir o crescimento e metabolismo das BAL o que pode reduzir a 

quantidade de ácidos orgânicos produzidos durante a ensilagem (Buenno et al., 2020). No 

entanto, a população de BAL observada no nosso estudo foi semelhante à média (7,78 log 

UFC/g) observada por Wang et al. (2023) e superior aos 6,6 log UFC/g observados por 

Restelatto et al. (2019), para silagens de TMR inoculadas com diferentes aditivos microbianos. 
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O aumento da população de BAL na massa ensilada está diretamente relacionado com 

a concentração de ácidos orgânicos encontrado nessas silagens (Muck et al., 2018). Os ácidos 

orgânicos são resultantes do metabolismo das BAL e indicam a natureza do processo de 

fermentação em silagens (Muck et al., 2018; Restelatto et al., 2019), sendo o ácido lático o que 

promove a rápida redução do pH, inibindo fermentações indesejáveis e diminuindo as perdas 

de nutrientes na ensilagem. O conteúdo de AL variou de 47,3 a 62,3 g/kg MS e encontra-se 

dentro da faixa de 37,0 a 97,2 g/kg MS, reportada na literatura para silagens de TMR (Restelatto 

et al., 2019; Wang et al., 2023) . 

A redução das concentrações de AL nas silagens inoculadas é resultante do metabolismo 

do L. buchneri que utiliza AL e CHO produzindo, principalmente ácido acético (Oude Elferink 

et al., 2001). Isso explica o aumento de ácido acético observado em nosso estudo quando o 

inoculante foi utilizado. O aumento das concentrações de ácido acético são desejáveis afim de 

obter ganhos em estabilidade aeróbia devido a sua ação inibitória contra microrganismos 

indesejáveis. As concentrações de ácido acético observadas em nosso estudo corroboram com 

as observadas na literatura quando silagens de TMR são inoculadas com L. buchneri (Xie et al., 

2022; Wang et al., 2023). 

O pH da silagem embora seja um importante indicador da qualidade da fermentação da 

massa ensilada, não deve ser interpretado de forma isolada, uma vez que é influenciado pelas 

concentrações de ácidos orgânicos produzidos pelas BAL, sendo o AL o mais eficaz na redução 

deste durante a fermentação (Kung et al., 2018). Além disso, outros fatores como teor de MS, 

capacidade tampão, teor de CHOs, bem como os ingredientes que compõem a TMR e o período 

de ensilagem, também podem afetar o pH (Bueno et al., 2022; Wang et al., 2023). 

Para silagens de TMR com alto teor de MS (maior que 40%), o pH normal pode variar 

de 4,0 a 5,0 (Chen et al., 2015). A presença de ingredientes como calcário, fosfato bicálcico, sal 

comum, flor de enxofre, sulfato de zinco, sulfato de manganês, sulfato de cobre, sulfato de 

cobalto, iodato de potássio e selenito de sódio, podem aumentar o poder tampão, dificultando 

assim a queda do pH das silagens (Tian et al., 2020). Contudo, tal fato não se verificou em 

nosso estudo, cujos valores de pH que variaram de 4,36 (TMRc) a 4,49 (TMRm) estão dentro 

da faixa indicadora de adequado processo fermentativo (Kung et al., 2018; Wang et al., 2023). 

A quantificação da população microbiana em silagens é importante para identificar se 

ocorreram atividades microbianas indesejáveis (Muck et al., 2018). Leveduras, enterobactérias 

e fungos filamentosos prejudicam a fermentação da silagem por meio da degradação de 

açúcares e ácidos orgânicos. A ação desses microrganismos resulta no aumento das perdas de 
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MS e produção de micotoxinas, as quais podem ser nocivas para a saúde animal e humana 

(Ávila e Carvalho, 2020; Kalúzová et al., 2022). A inclusão de monensina na dieta de 

ruminantes pode inibir a população de fungos no rúmen por meio da desestabilização do 

equilíbrio interno desses microrganismos (Newbold et al., 1986; Elliott et al., 1987; McGuffey 

et al., 2001). Da mesma forma, acredita-se que a população desses microrganismos foi afetada 

dentro do silo, resultando na redução de suas populações. A população de leveduras em todos 

os tratamentos apresentou-se abaixo de 5 log UFC/g, preconizado para obtenção de maior 

estabilidade aeróbia (Pahlow et al., 2003). Por outro lado, a população de fungos filamentosos 

se mostrou superior a 2,0 log UFC/g, o que pode indicar perda de estabilidade aeróbia da 

silagem (Borreani et al., 2018). Em contrapartida, a ausência de enterobactérias no nosso estudo 

é considerada benéfica para o processo fermentativo (Weiss et al., 2016). Isto provavelmente 

se deve ao fato deste grupo microbiano ser sensível a pH abaixo de 4,5 (Kung et al., 2018). 

A menor concentração de N-NH3 na silagem inoculada (105,6 g/kg NT), comparada 

aquela não inoculada (122,3 g/kg NT), provavelmente se deve a redução no pH dessas silagens, 

inibindo a proteólise por microrganismos indesejáveis. No entanto, os valores de N-NH3 

observados estão um pouco acima do preconizado (<100 g/kg MS) para silagens de TMR sem 

adição de ureia (Liu et al., 2016b). Isto, provavelmente se deve a inclusão de 16,00 g/kg MS de 

ureia nas silagens do nosso estudo, pois durante o processo fermentativo a ureia pode ser 

hidrolisada pela ação da enzima urease, resultando no aumento do N-NH3 (Lazzari et al., 2021).  

A presença de ácido butírico na silagem é indesejável, pois sua formação implica em 

desperdício de energia metabólica (Dong et al., 2021). Concentrações de ácido butírico acima 

de 5 g/kg de matéria seca indicam considerável atividade clostridial (McDonald et al., 1991). 

Contudo, em nosso estudo, todas as silagens avaliadas apresentaram concentrações deste ácido 

inferiores a este valor, sugerindo uma fermentação satisfatória. Silagens com presença de 

clostridios tendem a apresentar elevadas concentrações de fibras de baixa digestibilidade devido 

a degradação de grande parte dos nutrientes solúveis (McDonald et al., 1991). Além disso, essas 

silagens podem conter altos níveis de aminas biogênicas (putrescina, cadaverina, tiramina e 

histamina) o que pode resultar em redução da ingestão de alimentos e problemas de saúde 

(McDonald et al., 1991).  

A transformação de CHOs em etanol pode resultar em perdas significativas de MS 

(McDonald et al., 1991). No entanto, quando o etanol é consumido por ruminantes, o mesmo 

pode ser absorvido ou metabolizado por microrganismos ruminais como fonte de energia 

(Restelatto et al., 2019). Culturas com alto teor de matéria seca e alto teor de açúcar às vezes 
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produzem silagens mais alcoólicas (Wang et al., 2019). Consequentemente, a silagem de TMR 

pode ser mais propensa à fermentação alcoólica do que a silagem convencional (Restelatto et 

al., 2019). Para silagens com elevado teor de matéria seca, valores de etanol abaixo de 30,0 

g/kg de MS são considerados satisfatórios, indicando que não houve elevada proliferação de 

leveduras no material ensilado (Kung et al., 2018). Portanto, considerando o conteúdo médio 

de etanol de 15,5 g/kg MS observado no nosso estudo, podemos inferir que a fermentação 

alcoólica foi adequada. 

A estabilidade aeróbia alta é esperada em silagens que possuem baixo teor residual de 

CHOs e alto teor de MS (Pahlow et al., 2015). No geral, silagens de TMR apresentam elevada 

estabilidade aeróbia mesmo sem a presença de inoculantes (Restelatto et al., 2019). Os valores 

de pH reduzido e as concentrações de ácido acético observadas podem ter contribuído para 

inibir o desenvolvimento de microrganismos deterioradores resultando em silagem de alta EA 

(240 horas).  

 

5.2. Composição química e digestibilidade in vitro 

O aumento na concentração de FDNcp nas silagens inoculadas pode ser atribuído ao 

maior consumo de CHOs pelos microrganismos durante o processo de fermentação das 

silagens, pois o decréscimo de CHOs favorece o aumento proporcional nos constituintes da 

fração fibrosa na silagem (Pedroso et al., 2008; Diepersloot et al., 2022). 

A digestibilidade tornou-se amplamente aceita na avaliação do valor nutricional e do 

consumo de alimentos por ruminantes (Zhao et al., 2020; Xie et al., 2022).Em nosso estudo, a 

redução de aproximadamente 8% na DIVMS das silagens TMRm e TMRmo, quando 

comparadas com a TMRc, pode ser resultante da inclusão de núcleo mineral nesses tratamentos, 

pois a inclusão de misturas minerais pode influenciar de forma negativa a DIVMS por meio da 

diminuição da digestão da fibra e de outros nutrientes, conforme sugerem Bonhomme et al.( 

1979) e Genther e Hansen (2015), o que pode explicar a redução na DIVFDN das silagens 

TMRm e TMRmo , quando comparadas a TMRc.  

O aumento na digestibilidade da fibra em silagens inoculadas com o L. buchneri 

possivelmente pode estar relacionada com a síntese da enzima ferulato esterase por esses 

microrganismos (Kang et al., 2009), fato este que provavelmente pode explicar a maior 

DIVFDN observada na silagem inoculada no nosso estudo. Esta enzima quebra a ligação do 

ácido ferúlico na parede celular, o que pode aumentar a digestão das fibras ou tornar a parede 

celular mais suscetível a hidrolise celulolitica (Kang et al., 2009).  
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A ausência de efeito dos fatores analisados sobre os conteúdos de MS, PB, PS e NIDA 

indica que a ensilagem na forma de TMR contribui para a preservação do valor nutricional dos 

alimentos, sem comprometer a qualidade nutricional das dietas, se configurando como uma 

alternativa promissora de conservar dietas devidamente formuladas na forma de silagem para 

bovinos de corte confinados. 

Por fim, a monensina se mostrou eficaz no controle de fungos filamentosos no material 

ensilado, o que pode contribuir para a redução das perdas nas silagens. Além disso, sua inclusão 

não comprometeu o perfil fermentativo e o valor nutricional das silagens. Observamos que as 

silagens que não foram tratadas com inoculantes microbianos a base de L. buchneri 

apresentaram comportamento semelhante as silagens inoculadas. Desta forma, com base nos 

achados nesse estudo podemos salientar que a monensina poderia ser utilizada juntamente com 

os demais constituintes da dieta, na forma de silagem, sem afetar a ação do inoculante 

microbiano. 

 

6. CONCLUSÕES 
 

A utilização de núcleo mineral com inclusão de monensina não afeta o processo 

fermentativo de silagens de TMR, contribuindo para a redução da população de fungos 

filamentosos e leveduras nas silagens. O inoculante a base de L. buchneri avaliado proporciona 

menor concentração de amônia e favoreceu a DIVFDN. Desta forma, a ensilagem da TMR, 

pode ser realizada com a inclusão de monensina na dieta, associada a presença de inoculante 

microbiano a base de L. buchneri. 
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CAPÍTULO 2: CONSUMO, DIGESTIBILIDADE E MICROBIOTA RUMINAL DE 
BOVINOS DE CORTE ALIMENTADOS COM DIETA TOTAL ENSILADA OU NÃO, 
CONTENDO DUAS PROPORÇÕES DE VOLUMOSO:CONCENTRADO  
 

Resumo 

Avaliou-se o consumo, a digestibilidade e a microbiota ruminal de bovinos de corte, 

alimentados com TMR ensiladas ou não, contendo duas proporções de volumoso:concentrado. 

Foram usados quatro touros F1 nelore x angus canulados no rúmen (PC inicial de 300± 16 kg, 

e idade média de 14± 2 meses) distribuídos em um fatorial 2 x 2, num quadrado latino 4x4. Os 

tratamentos dietéticos consistiram da combinação de duas relações volumoso:concentrado 

(V:C; 20:80 e 80:20, na base da MS) e dois tipos de processamento, TMR ensilada (TMRs) ou 

não (TMRn). O experimento durou 80 dias, com 4 períodos de 20 dias, sendo 14 dias para 

adaptação dietética e seis dias de coleta de dados. A coleta total de fezes e urina foi realizada 

para estimar a ingestão e a digestibilidade de nutrientes e estimar o balanço de N. A coleta de 

digesta ruminal foi realizada para estimar os parâmetros ruminais e caracterizar as populações 

microbianas. A relação V:C influenciou (P < 0,05) o consumo dos animais. O consumo de fibra 

em detergente neutro, corrigida para cinzas e proteína (CFDNcp) foi menor (P < 0,01) para a 

dieta com maior proporção de concentrado 20:80. Enquanto que maiores (P < 0,05) consumos 

de amido (CAmido), carboidratos não fibrosos (CCNF) e nutrientes digestíveis totais (CNDT) 

foram observados para a mesma dieta (20:80). A digestibilidade do amido (DAmido) foi 

influenciada pela interação SxR (P = 0,0016). As digestibilidades da matéria seca (MS), 

proteína bruta (PB), extrato etéreo (EE), carboidratos não fibrosos (CNF) e matéria orgânica 

(MO) foram afetadas pela relação V:C, registrando-se maiores valores para a dieta 20:80. Foram 

observadas maiores populações de Lachnospiraceae_NK3A20_group e Atopobium para a 

relação V:C 20:80. Além disso, a relação 80:20 proporcionou maiores quantidades dos gêneros 

Candidatus_Soleaferrea, Family_XIII_UCG_001, Pseudobutyrivibrio, Lactobacillus, 

Shuttleworthia, Fibrobacter, Butyrivibrio, Acetobacter, Lachnospiraceae_ACC2044_group, 

Lachnospiraceae_XPB1014_group, Candidatus_Saccharimonas, Saccharofermentans e 

Succiniclasticum. A proporção de concentrado na dieta proporciona impacto positivo no 

consumo e na digestibilidade da maioria dos nutrientes, sem comprometer a fermentação 

ruminal. A abundância relativa dos táxons bacterianos a nível de gênero, na fase líquida e sólida, 

mostrou predominância de Prevotella, Rikenellaceae_RC9_gut_group e 

Christensenellaceae_R7_group para todos os tratamentos analisados. 
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1. INTRODUÇÃO  
 

Os sistemas de criação de bovinos têm buscado a redução dos custos com alimentação 

ao longo dos anos, visando melhorias dos índices econômicos, expansão do uso de recursos 

forrageiros por meio de melhorias da tecnologia de armazenamento de forragem (Zhang et al., 

2021). Nesse sentido, a utilização de silagens de dietas totais (TMR) pode ser uma técnica de 

conservação que otimiza o manejo alimentar dos animais, uma vez que é realizada a ensilagem 

de uma mistura de forragens, alimentos proteicos e energéticos, minerais, vitaminas e aditivos, 

cujos componentes são balanceados para atender a demanda nutricional dos animais (Yuan et 

al., 2015). Além disso, a ensilagem de TMR permite a utilização de subprodutos com alto teor 

de umidade, podendo aumentar a digestibilidade da proteína e do amido, bem como melhorar 

as características sensoriais de subprodutos de baixa aceitabilidade pelos ruminantes (Bueno et 

al., 2020).  

De maneira geral, as silagens de TMR apresentam condições adequadas para que haja 

um bom processo fermentativo (Jobim e Nussio, 2013). A preservação das silagens de TMR 

durante o armazenamento e alimentação está diretamente relacionada aos produtos finais 

gerados pela fermentação (Kung et al., 2018; Bueno et al., 2020). Assim como nas silagens 

exclusivas de forragens, as bactérias do ácido lático (BAL) dominam a fermentação, sendo o 

ácido lático o principal produto nas silagens de TMR (Bueno et al., 2020). Entretanto, vários 

outros produtos podem ser produzidos durante a fermentação como álcoois, ésteres, aldeídos, 

cetonas e ácidos graxos voláteis (Kung et al., 2018), os quais são resultantes dos diferentes 

ingredientes da ração, do teor de MS, do tempo de armazenamento, da temperatura e da 

aplicação de aditivos (Chen et al., 2014; Hao et al., 2015). 

Os benefícios da ensilagem de TMR também estão relacionados com o aumento da 

digestibilidade do amido, principalmente em cereais com elevado conteúdo de prolaminas em 

seu endosperma (grãos vítreos de milho e sorgo; Hoffman et al., 2011; Der Bedrosian et al., 

2012; Junges et al., 2017), pois durante o armazenamento, a concentração de prolaminas é 

reduzida, proporcionando aumento da disponibilidade do amido, o que  tem sido associado a 

maior eficiência alimentar em animais consumindo silagens de TMR (Lazzari et al., 2021).  

Os produtos da fermentação da silagem podem afetar positivamente o metabolismo 

animal por meio das mudanças provocadas no ecossistema ruminal. Essas alterações podem 

estar relacionadas com o fornecimento de maiores quantidades nutrientes, ou mudanças do 

padrão de consumo dos animais devido as diferentes dietas fornecidas no período de 

confinamento (Bueno et al., 2020).  
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Em função da complexidade do ambiente ruminal e da interação dos microrganismos 

existentes, a caracterização dos microrganismos pelos métodos convencionais é dificultada pois 

muitos deles não são cultiváveis em laboratórios (Morgavi et al., 2013). Desta forma, as análises 

das populações microbianas usando técnicas independentes de cultivo surgem como alternativa 

para a caracterização da comunidade microbiana ruminal (Morgavi et al., 2013; Kibegwa et al., 

2023). A partir da identificação das populações microbianas envolvidas nos processos 

fermentativos é possível avaliar quais são suas funções na degradação dos diferentes 

componentes da dieta, bem como os produtos de sua fermentação, permitindo a manipulação 

da composição das dietas para favorecer a saúde ruminal e, consequentemente melhorar o 

desempenho animal.  

É reconhecido que a proporção de volumoso, a composição nutricional e o método de 

conservação da dieta são fatores que podem afetar a microbiota ruminal (Belanche et al., 2012; 

Pitta et al., 2016; Zhang et al., 2021). Estudos demonstram que dietas de alto grão para bovinos 

reduzem a riqueza, homogeneidade e diversidade das bactérias presentes no trato digestivo de 

bovinos (Petri et al., 2013; Plaizier et al., 2017; Kibegwa et al., 2023) alterando a composição 

da comunidade microbiana (Chen et al., 2021). 

 Diante do exposto, entender as mudanças fisiológicas no ecossistema ruminal torna-se 

necessário para elucidar quais microrganismos estão envolvidos nos processos fermentativos e 

traçar estratégias para melhorar o desempenho produtivo de animais, que são desafiados durante 

o período de confinamento. Além disso, estudos avaliando o metabolismo e a microbiota 

ruminal de bovinos de corte alimentados com TMR ensilada ou não variando a proporção de 

concentrado são escassos na literatura. Desta forma, a hipótese deste trabalho é que dietas à 

base de silagens de TMR ensiladas ou não, contendo duas proporções de forragem afetam o 

consumo, a fermentação ruminal e as populações bacterianas ruminais de bovinos de corte. 

Portanto, objetivou-se avaliar o consumo, a digestibilidade aparente dos nutrientes, o 

balanço de nitrogênio e a população bacteriana ruminal em bovinos de corte, alimentados com 

TMR ensilada ou não, contendo duas proporções de volumoso:concentrado. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Os procedimentos relacionados aos cuidados dos animais durante a realização do 

experimento foram encaminhados previamente para a Comissão de Ética no Uso de Animais 
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de Produção (CEUAP) da Universidade Federal de Viçosa e aprovados sob o protocolo 

40/2024. 

 

2.1. Local do experimento 
 

O experimento foi conduzido na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensão (UEPE) em 

Nutrição e Produção de Ruminantes e no Laboratório de Microbiologia da Silagem do 

Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Viçosa (UFV), Viçosa, MG. O 

município está situado a 20º45’ de latitude sul, 42º51’ de longitude oeste e 648 m de altitude. O 

clima da região é caracterizado por verões quentes e úmidos e invernos frios e secos. 

 

2.2. Ensilagem, dietas, animais e delineamento experimental 
 

A cultura do milho foi usada como recurso forrageiro para a composição da TMR. O 

milho foi cultivado de maneira convencional no setor de Agrostologia do Departamento de 

Zootecnia, e foi adubado conforme as análises de solo e seguindo as recomendações da 

Embrapa Milho e Sorgo (Coelho et al., 2010). A colheita foi realizada quando o grão atingiu 

aproximadamente 30% de matéria seca.  

Posteriormente, o material foi reduzido em partículas de tamanho médio de 9 mm, 

usando máquina forrageira estacionária (JF-60, JF-Máquinas®, Itapira-SP, Brasil) devidamente 

regulada. Em seguida, foram formadas pilhas de 500 kg de material para mistura dos 

ingredientes da ração e, ou, aplicação do inoculante em todos os tratamentos. O inoculante 

LalSil AS (Lentilactobacillus buchneri CNCM I-4323; Lallemand Animal Nutrition) foi 

ressuspendido em 50 mL de água destilada e aplicado com borrifadores manuais. Foi usada uma 

taxa de aplicação de 1x105 UFC (Unidades formadoras de colônias) para cada grama de 

forragem, seguindo as recomendações do fabricante. A mistura dos ingredientes que 

compuseram os tratamentos ensilados foi realizada de forma manual, por pessoal treinado, afim 

de obter material homogêneo objetivando minimizar possíveis problemas durante a 

fermentação. A ensilagem do material foi realizada em manilhas com capacidade de 500 kg. 

Após a compactação, cada manilha foi vedada com filme plástico de polietileno dupla face com 

200 micras, envolta com arame de zinco 1,24 mm e coberta com 10 cm de areia para proteção 

do filme plástico. 

Para a avaliação das dietas, foram utilizados quatro novilhos mestiços Nelore x Angus, 

não castrados, fistulados no rúmen, com peso corporal inicial médio (PCm) de 300± 16 kg, e 
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idade média de 14± 2 meses. Os animais foram previamente tratados com medicamentos contra 

ecto e endoparasitas e alojados em baias individuais cobertas, com piso cimentado, dispostas 

de comedouro e bebedouro. Os animais foram alimentados com quatro dietas diferentes, que 

consistiram nos tratamentos experimentais. Os mesmos foram previamente formulados usando 

duas proporções de volumoso: concentrado (V:C), com base na MS, e são descritos a seguir: 

• Tratamento 1 – TMR não ensilada, contendo 80% de milho planta inteira e 20% 

de concentrado (TMRn 80:20); 

• Tratamento 2 TMR não ensilada, contendo 20% de milho planta inteira e 80% 

de concentrado (TMRn 20:80); 

• Tratamento 3 - Silagem de TMR composta de 80% de milho planta inteira e 20% 

de concentrado (TMRs 80:20) 

• Tratamento 4 – Silagem de TMR com 20% de milho planta inteira e 80% de 

concentrado (TMRs 20:80). 

Para a TMR não ensilada (TMRn) a silagem de milho foi misturada ao concentrado na 

proporção V:C de 80:20 e 20:80 no momento de fornecimento da dieta aos animais. Para a TMR 

ensilada, a mistura foi realizada no momento da ensilagem, como descrito previamente. O 

concentrado foi composto de farelo de milho, farelo de soja, ureia/sulfato de amônio (9:1) e 

núcleo mineral-vitamínico. 

 As dietas com relação V:C de 80: 20 foram formuladas com 12% de proteína bruta e 

67% de NDT para atender ganho médio diário de 0,6 kg, conforme recomendado pelo BR-Corte 

4.0® (Valadares Filho et al., 2016). Outras duas dietas foram formuladas com relação V:C de 

20:80, 12% de proteína bruta, 80% NDT para atender ganho médio diário de 1,2 kg, de acordo 

com o BR-Corte 4.0® (Valadares Filho et al., 2016). As características químicas, 

bromatológicas, perfil fermentativo e caracterização microbiológicas das dietas experimentais 

estão apresentadas na Tabela 1. 

Foi utilizado o esquema fatorial 2 x 2, com dois tipos de TMR (TMR não ensilada e 

silagem de TMR) e duas proporções de V:C (80:20 e 20:80), no delineamento em quadrado 

latino 4x4, com 4 dietas, 4 animais e 4 períodos experimentais. O período experimental foi 

composto por 80 dias, divididos em 4 períodos de 20 dias cada: 14 dias para adaptação dos 

animais às dietas e às condições experimentais, 5 dias de coleta total de urina e fezes, e 1 dia 

para coleta e medição do pH do líquido ruminal (Machado et al., 2016). 
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Tabela 1. Proporção dos ingredientes, composição química, perfil fermentativo e 
caracterização microbiológica das dietas experimentais. 
Item Proporção dos ingredientes (%MS) 

TMRn 80:20 TMRn 20:80 TMRs 80:20 TMRs 20:80 
Silagem de milho 80,00 20,00 80,00 20,00 

Farelo de milho 13,63 70,54 13,63 70,54 

Farelo soja 2,46 5,54 2,46 5,54 

Ureia/S.A. 0,91 0,91 0,91 0,91 

Núcleo Mineral 3,00 3,00 3,00 3,00 

 Composição química (g/kg MS) 
MS (g/kg MN) 258,4 549,7 253,4 573,0 

Matéria Mineral 73,5 61,8 65,0 48,1 

Proteína Bruta 106,4 116,4 94,9 114,4 

Extrato Etéreo 31,3 40,3 36,8 37,9 

FDNcp 435,4 178,8 460,7 127,7 

Amido 294,8 550,5 283,2 560,9 

CNF 353,4 602,7 342,6 671,8 

NDT 705,0 839,3 725,9 869,4 

CSA 98,7 88,9 126,2 105,8 

N-NH3(g/kg N total) 149,6 152,5 172,6 142,5 

pH 3,5 3,4 4,5 3,8 

Ácido Lático1 56,4 46,9 70,3 84,1 

Ácido Acético1 13,3 12,3 16,7 19,5 

Ácido Butírico1 1,1 0,3 1,7 1,4 

Etanol1 5,3 1,1 8,2 5,4 

Ácido Propiônico1 0,8 1,6 3,3 8,3 

1,2 Propanodiol1 0,4 0,1 0,5 1,1 

Populações microbianas (log ufc/g forragem) 
BAL 7,11 7,13 7,40 7,46 

Mofos 4,22 4,12 4,61 3,80 

Leveduras 4,65 4,59 4,54 3,88 
1: g/kg MS, MS: matéria seca, MN: matéria natural, ureia/S.A.: ureia mais sulfato de amônio, FDNcp: fibra em 
detergente neutro corrigida para cinzas e proteína, CNF: carboidratos não fibrosos, NDT: nutrientes digestíveis 
totais, CSA: carboidratos solúveis em água, N: nitrogênio, BAL: bactérias do ácido lático, ufc: unidades 
formadoras de colônia. TMRn 80:20, ração em mistura total não ensilada 80:20; TMRn 20:80, ração em mistura 
total não ensilada 20:80; TMRs 80:20, silagem de ração em mistura total 80:20, TMRs 20:80, silagem de ração 
em mistura total 20:80 
 

2.3. Fornecimento das dietas, mensuração do consumo, amostragem de ingredientes e 
sobras 

 

Os animais foram alimentados duas vezes ao dia (08h00 e 16h00). As dietas referentes 

aos tratamentos TMRn 80:20 e TMRn 20:80 foram previamente pesadas em balança digital 

(Balança digital 150 kg, RAZUMA) e misturadas no momento do fornecimento aos animais. 

As dietas dos tratamentos TMRn 80:20 e TMRn 20:80, por se tratar de silagem de TMR, foram 

pesadas e fornecidas diretamente aos animais. As dietas foram ofertadas ad libitum e calculadas 
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para a obtenção de 5% de sobras no cocho. Além disso, os animais tinham acesso livre à água 

limpa e fresca. 

A mensuração do consumo dos animais foi quantificada pela diferença entre o alimento 

ofertado e as sobras. Os alimentos e as sobras foram amostrados diariamente do 14º até 20º dia 

de cada período experimental. Ao final do período de coleta, foi feita uma amostra composta 

de ofertado e sobras por animal e por período. Estas amostras foram submetidas à secagem em 

estufa com circulação forçada de ar (55 °C) por 72 h e moídas em moinho de facas com peneira 

de 2 e 1 mm para posteriores análises. 
 

2.4. Coleta total de urina e fezes 
 

A coleta total de fezes e de urina foi realizada do 15º ao 19º dia de cada período 

experimental. As amostras de urina foram coletadas com o auxílio de funis coletores presos aos 

animais e acoplados a galões de polietileno com 20 litros de capacidade, contendo 200 mL de 

ácido sulfúrico (H2SO4) a 20% (Hristov et al., 2019). As fezes foram coletadas diretamente do 

piso de concreto e acondicionadas em baldes previamente pesados e com tampa. Os animais 

permaneceram em constante observação por pessoal treinados durante os 5 dias (120 horas) de 

coleta total. Ao final de 24 horas de coleta, os baldes contendo as fezes foram pesados, 

homogeneizados e uma amostra de aproximadamente 250 gramas foi acondicionada em 

bandeja de alumínio previamente pesada, para secagem em estufa com ventilação forçada a 

55ºC. Após o período de secagem, as amostras dos cinco dias de coleta foram moídas em 

moinho de facas a 2 e a 1 mm para a confecção de uma amostra composta por animal, por 

período. Os pesos e os volumes urinários foram mensurados com a utilização de proveta 

graduada após 24 h de coleta, e duas amostras proporcionais ao volume urinário foram retiradas: 

Uma amostra de urina concentrada e outra que foi diluída em ácido sulfúrico na concentração 

de 0,036N. Ao final de cada período experimental, amostras compostas de urina por animal, 

dentro de cada período foram preparadas para posteriores análises de nitrogênio total (amostras 

de urina concentrada), alantoína e ácido úrico (amostras de urina diluída) para aferição do 

balanço de nitrogênio e síntese de proteína microbiana (Hristov et al., 2019). 
 

2.5. Coleta de líquido ruminal 
 

A coleta de líquido ruminal foi realizada no 20º dia de cada período experimental, 

compreendendo os horários de 0, 2, 4 e 6 horas após alimentação dos animais. A digesta foi 
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coletada em diferentes pontos do rúmen, e retirada para separação das frações líquida e sólida. 

O pH foi mensurado utilizando-se potenciômetro digital (W38/Tecnal®, São Paulo-SP, Brasil) 

na fração líquida, imediatamente após a filtragem (Deusch et al., 2017). Além disso, amostras 

das frações líquidas em todos os períodos de tempos avaliados foram coletadas para avaliação 

de N-NH3 (Okuda et al., 1965) e de ácidos graxos voláteis Siegfried et al. (1984). No período 

de 6 horas, amostras das duas frações (líquida e sólida) foram retiradas e armazenadas em tubos 

falcon de 50 mL para congelamento à -80ºC para posterior extração do DNA, e análise 

metataxonômica.  

 

2.6. Extração e purificação de DNA do líquido ruminal para análise metataxonômica 

O DNA genômico do líquido ruminal foi extraído das amostras compostas de cada animal, 

sendo separadas as fases líquida e sólida. A extração do DNA bacteriano foi realizada usando 

o Kit ZymoBIOMICS DNA Miniprep (Zymo Research), seguindo o protocolo descrito pelo 

fabricante, após a extração as amostras foram mantidas a -20°C até a realização das análises 

moleculares. As regiões hipervariáveis V3 e V4 do gene bacteriano que codifica o rRNA 16S 

foi amplificada usando os primers 341F (5’-CCTAYGGGRBGCASCAG-3’) e 806R (5’- 

GGACTACNNGGGTATCTAAT-3’), (Ma et al., 2021). Os amplicons bacterianos foram 

amplificados pela Illumina Novaseq 6000 platform (PE 250, 50-100 mil reads por amostra). O 

processo de extração e sequenciamento foi realizado pela empresa Neoprospecta Microbiome 

Technologies® (Florianópolis-SC, Brasil).  

As análises das sequências brutas foram realizadas utilizando o ambiente RStudio (v4.3.2 

R Core Team 2023). As sequências foram pré-processadas para remoção de primers e barcodes 

usando o pacote Cutadapt (v1.15). A etapas de filtragem, trimming, denoising, dereplication, 

identificação de quimeras e merging de paired-ends foram executadas utilizando o DADA2 

(v1.30.0; Callahan et al., 2016). Brevemente, as leituras foram truncadas em 240 pb de 

comprimento, por meio de aprendizado de máquina e as sequências de baixa qualidade foram 

removidas. As sequências foward e reverse foram mescladas, as quimeras foram removidas, e 

a atribuição taxonômica foi realizada utilizando o banco de dados SILVA (v132; Quast et al., 

2012), sendo que as Variantes de Sequências de Amplicons (ASVs) foram agrupadas por 99% 

de similaridade. Os táxons atribuídos como “Mitochondria” e “Chloroplast” foram removidos. 

As análises da comunidade bacteriana das amostras foram realizadas utilizando o pacote 
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Phyloseq 1.24.2 (McMurdie and Holmes, 2013) no RStudio. Em seguida, usando o servidor 

online do Microbiome Analyst (https://www.microbiomeanalyst.ca/).  

 
2.7. Análises químicas e cálculos 

 

Amostras de ingredientes, dietas, fezes e sobras foram submetidas à secagem parcial em 

estufa de circulação forçada de ar (55 C) até peso constante. Posteriormente, as amostras foram 

moídas em moinho de facas (R-TE-650 / 1, Tecnal®, Piracicaba-SP, Brasil), com peneira de 

crivo de 1 mm, para análises da composição química. 

As amostras foram analisadas quanto aos teores de matéria seca (MS, método 934,01), 

matéria orgânica (MO, método 972,43), matéria mineral (MM, método 942,05), proteína bruta 

(PB = N x 6,25, método 984,13), extrato etéreo (EE, método 920,39) e acordo com a AOAC 

(1990). Foram estimados também, os tores de fibra em detergente neutro corrigida para cinzas 

e proteína (FDNcp), utilizando-se α-amilase termoestável sem o uso de sulfito de sódio 

(Mertens, 2002), e amido (Silva et al., 2019).  

Os teores de CNF foram estimados conforme Detmann e Valadares Filho, (2010) pela 

fórmula:  100 − [(%𝑃𝐵 − %𝑃𝐵𝑢𝑟𝑒𝑖𝑎 + %𝑢𝑟𝑒𝑖𝑎) + %𝐹𝐷𝑁𝑐𝑝 + %𝐸𝐸 + %𝑀𝑀], 
 

O cálculo do NDT foi realizado conforme proposto pelo Nutrient Requirements of Beef 

Cattle (NRC, 2016). Foram estimados os consumos de MS, MO, PB, FDNcp, EE, CNF, NDT 

e amido, bem como suas respectivas digestibilidades, exceto para NDT (Mertens e Grant, 

2020). 

No fluido ruminal, a concentração de N-NH3 foi estimada conforme (Okuda et al., 1965) 

e dos ácidos graxos voláteis (lático, acético, butírico e propiônico) de acordo com Siegfried et 

al. (1984), por meio de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC; spd-10 avp, 

Shimadzu®, Oregon, USA), com detector ultravioleta em 210 nm. A coluna utilizada foi HPX 

87H (fase reserva), e utilizado o H2SO4 como fase móvel, com fluxo de 1,5 mL/ min, pressão 

da coluna de 168 kgf e volume injetado de 20µl (Siegfried et al., 1984). 

A urina foi analisada para estimar a concentração de nitrogênio (N) e os derivados de 

purina, como alantoína e ácido úrico (Chen e Gomes, 1992). Os derivados de purina (DP) e o 

volume total de urina foram empregados para estimar a absorção de purinas e a síntese de 

proteína microbiana no rúmen. A quantidade de derivados de purina foi calculada 

https://www.microbiomeanalyst.ca/
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multiplicando-se o volume total urinário pelas concentrações urinárias de alantoína e ácido 

úrico (Barbosa et al., 2011). 

As purinas absorvidas (PA) foram calculadas pela equação: 𝑃𝐴 = [𝐷𝑃 − (0,301 𝑃𝐶0,75)]0,80  

 

em que: DP= Derivados de purina; PCpeso corporal; 0,301*PC0,75= excreção endógena 

de DP; 0,80 = recuperação de purinas absorvidas. 

A síntese de N microbiano (NMic) foi calculada pela equação: 𝑁𝑀𝑖𝑐 = [ 70 × 𝑃𝐴0,93 × 100 × 0,137] 
 

em que: 70 = concentração de nitrogênio nas purinas; 0,93 = digestibilidade das purinas; 

0,137 = Taxa média de N-RNA pelo nitrogênio total para bactérias ruminais (Barbosa et al., 

2011). 

O balanço de nitrogênio (BN) foi estimado pela diferença entre o nitrogênio total 

ingerido e nitrogênio total excretado nas fezes e urina (Hristov et al., 2019)  

3. ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 

Os dados foram avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk para avaliação da normalidade e 

homogeneidade. Os dados da avaliação microbiológica foram transformados para a base 

logarítmica (Log UFC). O experimento foi realizado em delineamento em quadrado latino 4 × 

4, com quatro tratamentos e quatro períodos experimentais. Os tratamentos nesse estudo foram 

comparados seguindo o esquema fatorial 2 × 2, sendo duas TMRs (TMR não ensilada e 

ensilada) e duas proporções de volumoso: concentrado (80:20 e 20:80), no delineamento em 

quadrado latino 4 × 4, com quatro tratamentos e quatro períodos experimentais, de acordo com 

o seguinte modelo: 

 Yỉʝκl =  μ +  Sỉ +  Iʝ +  Aκ +  Pl + (S ∗ I)ỉʝ +  ϵỉʝκl  
 

em que: Yỉʝκl = é a resposta medida no animal k e período l, e submetido ao tratamento 

i e j; μ = constante geral; Sỉ = efeito fixo da silagem ỉ; Iʝ = efeito fixo da relação V:C ʝ; S*Iỉʝ = 

efeito fixo da interação entre a silagem e a relação V:C ỉʝ; Aκ = efeito aleatório do animal κ; Pl 
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= efeito aleatório do período experimental l; ϵỉʝkl = erro aleatório residual, que supostamente é 

DNII (µ, Ơ2
ϵ). 

Os dados de pH, ácidos graxos voláteis e N-NH3 do líquido ruminal foram analisados 

como medidas repetidas no tempo (0, 2, 4 e 6 h após alimentação), em cada unidade 

experimental. 

Todos os resultados foram submetidos à análise de variância utilizando-se o PROC 

MIXED do SAS 9.4 (SAS Institute Inc., 2010). Para os dados avaliados em medidas repetidas 

no tempo, a matriz de covariância foi escolhida por meio do critério de Akaike corrigido 

(AICC). Efeitos significativos foram declarados quando P < 0,05. 

 

3.1. Análises de diversidade microbiana 
 

A alfa diversidade foi estimada através do cálculo dos índices de diversidade de Chao, 

Shannon e Simpson. Para a beta diversidade, a Análise de Coordenada Principal (PCoA) 

baseada na distância de Bray Curtis foi calculada. Os táxons bacterianos mais abundantes, 

classificados aos níveis taxonômicos de filo e gênero, foram plotados em gráficos de barras. Os 

diagramas de Venn foram desenhados considerando como presente em um tratamento, a ASV 

que apresentou valor de abundância maior ou igual a dois (absoluto) em pelo menos metade 

mais um do número de repetições. Ou seja, para as comparações entre todas as amostras, foi 

considerada como presente naquele tratamento, a ASV com abundância maior ou igual a dois 

em pelo menos três das quatro repetições; e para as comparações dentro de cada grupo de 

tratamentos, ensilada e natural ou volumoso e concentrado, foi considerada como presente em 

um determinado tratamento, a ASV com abundância maior ou igual a dois em pelo menos cinco 

das oito repetições. Os índices de alfa diversidade foram comparados pelo teste estatístico de 

Kruskal-Walli’s, a beta diversidade foi comparada usando PERMANOVA. A análise de efeito 

de tamanho discriminante linear (LEfSe, do inglês Linear discriminant analysis effect size), foi 

usada para identificar os grupos taxonômicos classificados em nível de gênero que diferiram 

significativamente em abundância entre os diferentes tratamentos (Segata et al., 2011).  

 

4. RESULTADOS 
 

4.1. Consumo e digestibilidade 
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Apenas o consumo de EE foi afetado (P = 0,030) pela interação S×R (Tabela 2), 

enquanto que o consumo de PB foi afetado pelo tipo de processamento da TMR (P = 0,041) e 

pela relação V:C (P = 0,048; Tabela 2). Os consumos de MS e MO não foram afetados (P> 0.05) 

pela interação, nem pelo tipo processamento da TMR e relação V:C. Por outro lado, os 

consumos voluntários de CFDNcp, CAmido, CCNF e CNDT foram influenciadas somente pela 

relação V:C (P < 0,050; Tabela 2).  

 

Tabela 2.  Consumo de nutrientes de dietas de TMR ensiladas ou não, fornecidas a bovinos de 
corte, em duas relações de volumoso:concentrado. 

Item2 

Proporção 
volumoso: 

concentrado 

TMR  P-valor1 
Não ensilada 

(TMRn) 
Ensilada 

(TMRs) 
EPM S R S × R 

CMS 
80:20 5,18 5,31 0,3154 0,1788 0,6505 0,1113 20:80 6,15 4,75 

CPB 
80:20 0,549 0,502 0,03443 0,0416 0,0485 0,2178 20:80 0,712 0,545 

CFDNcp 
80:20 2,25 2,45 0,1135 0,3456 <,0001 0,0527 20:80 1,20 0,60 

CAmido 
80:20 1,53 1,50 0,1576 0,1256 <,0001 0,1560 20:80 3,38 2,67 

CEE 
80:20 0,161 0,195 0,02031 0,3989 0,0994 0,0308 20:80 0,249 0,180 

CCNF 
80:20 1,84 1,82 0,1951 0,3318 0,0002 0,3684 20:80 3,71 3,19 

CNDT 
80:20 3,65 3,85 0,3637 0,2658 0,0325 0,1130 20:80 5,16 4,12 

CMO 
80:20 4,80 4,96 0,4238 0,2236 0,5460 0,1206 20:80 5,77 4,52 

g/kg PC        

CMS 
80:20 13,59 14,33 1,3243 0,2546 0,8971 0,0895 20:80 15,78 12,42 

CPB 
80:20 1,46 1,35 0,1557 0,0713 0,1060 0,2621 20:80 1,83 1,43 

CFDNcp 
80:20 5,96 6,66 0,6291 0,5671 <,0001 0,0752 20:80 2,82 1,58 

Camido 
80:20 3,99 4,05 0,5810 0,1804 <,0001 0,1521 20:80 8,68 6,99 

CMO 
80:20 12,59 13,40 1,2439 0,3124 0,7621 0,0944 20:80 14,80 11,82 

CMS, consumo de matéria seca; CPB, consumo de proteína bruta; CFDNcp, consumo de fibra em detergente 
neutro corrigido para cinzas e proteína; CAmido, consumo de amido; CEE, consumo de extrato etéreo;CCNF, 
consumo de carboidratos não fibrosos; NDT, nutrientes digestíveis totais; TMRn 80:20, ração em mistura total não 
ensilada 80:20; TMRn 20:80, ração em mistura total não ensilada 20:80; TMRs 80:20, silagem de ração em mistura 
total 80:20, TMRs 20:80, silagem de ração em mistura total 20:80; 1, S, R e S × R, efeitos para silagem, relação 
volumoso: concentrado e suas interações, respectivamente; 2, kg/dia. 

 

No geral, as TMRs não afetaram o consumo de extrato etéreo dos animais (P = 0,622), 

no entanto houve maior consumo de extrato etéreo com a maior proporção de concentrado na 
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dieta (P = 0,037; Tabela 2). Por outro lado, o CPB foi reduzido em 16,13% quando a proporção 

de volumoso na dieta dos animais foi mais elevada (0,52 kg/d – V:C 80:20 vs. 0,62 kg/d – V:C 

20:80). O CFDNcp foi aumentado em média 161,10% quando a proporção de volumoso foi 

aumentada de 20:80 para 80:20 (V:C), respectivamente 0,90 vs. 2,35 g/kg de MS. O consumo 

de Amido, CNF e NDT nos tratamentos com relação V:C de 80:20 foram 50,08; 47,0 e 19,2 % 

menores que nos tratamentos com relação V:C 20:80, respectivamente. 

Os dados de consumo voluntário relativos (g/kg PC) não foram afetados pela interação 

entre o processamento da TMR, relação V:C, nem pelo tipo de processamento das TMRs (P > 

0,050; Tabela 2). No entanto, foi observado efeito da relação V:C (P < 0,001; Tabela 2) para o 

CFDNcp e o CAmido relativos (g/ kg de PC. O CFDNcp foi em média 4,11 g/kg de PC mais 

elevado para o 80:20 (6,31 g/kg de PC) quando comparado ao 20:80 (2,20 g/kg de PC). Para o 

CAmido, o efeito inverso foi notado sendo aproximadamente 48 % menor para a relação 80:20 

(4,02 g/kg de PC) quando comparado a 20:80 (7,84 g/kg de PC). 

 

Apenas a digestibilidade do amido foi afetada (P=0,0016) pela interação tipo de 

processamento × relação V:C, enquanto que a DFDNcp não foi afetada pelo processamento da 

TMR e nem pela relação V:C (P > 0,050; Tabela 3). Contudo, a digestibilidade dos demais 

nutrientes foi afetada (P<0,05) apenas pela relação volumoso:concentrado. (Tabela 3). 
 

Tabela 3. Digestibilidade aparente total dos nutrientes de dietas totais mistas ensiladas ou não, 
fornecidas a bovinos de corte, em duas relações de volumoso:concentrado  

Item2 

Proporção 
volumoso: 

concentrado 

TMR  P-valor1 
Não ensilada 

(TMRn) 
Ensilada 

(TMRs) 
EPM S R S × R 

DMS 
80:20 63,69 65,15 2,248 0,2668 0,0002 0,6615 20:80 77,62 80,85 

DPB 
80:20 66,83 67,97 2,9083 0,5641 0,0023 0,7963 20:80 80,38 83,37 

DFDNcp 
80:20 64,97 67,04 3,4406 0,4877 0,7402 0,8684 20:80 63,06 66,40 

Damido 
80:20 92,91 93,23 0,3507 0,0003 <,0001 0,0016 20:80 94,03 97,18 

DEE 
80:20 84,70 88,17 1,1668 0,4291 0,0021 0,1361 20:80 93,00 91,87 

DCNF 
80:20 82,12 81,24 1,3837 0,7684 0,0004 0,3957 20:80 91,00 92,77 

DMO 
80:20 72,49 79,30 2,2269 0,4163 0,0002 0,7308 20:80 84,48 86,43 

DMS, digestibilidade da matéria seca; DPB, digestibilidade da proteína bruta; DFDNcp, digestibilidade da fibra 
em detergente neutro corrigido para cinzas e proteína; DEE, digestibilidade do extrato etéreo; DCNF, carboidratos 
não fibrosos; TMRn 80:20, ração em mistura total não ensilada 80:20; TMRn 20:80, ração em mistura total não 
ensilada 20:80; TMRs 80:20, silagem de ração em mistura total 80:20, TMRs 20:80, silagem de ração em mistura 
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total 20:80; 1, S, R e S × R, efeitos para tipo de processamento, relação volumoso: concentrado e suas interações, 
respectivamente; 2, (% da matéria seca). 

 

Foi observado efeito (P<0,05) da interação tipo de processamento e relação volumoso: 

concentrado apenas sobre o N-Urina (P=0,0366; Tabela 4). O N-Fezes foi afetado pelo tipo de 

processamento (P=0,0347), enquanto que as variáveis Nabs, Nret e Nret/Ncons foram afetadas 

(P<0,05) pela da relação volumoso: concentrado (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Balanço de nitrogênio de bovinos de corte alimentados com silagens de TMR ou 
TMR não ensilada com duas relações de volumoso:concentrado. 

Item2 
Proporção 
volumoso: 

concentrado 

TMR  P-valor1 
Não ensilada 

(TMRn) 
Ensilada 
(TMRs) 

EPM S R S × R 

N-Fezes2 
80:20 26,24 21,18 3,725 0,0347 0,1009 0,7406 20:80 22,74 16,06 

N-Urina3 
80:20 38,32 42,42 5,355 0,1484 0,9663 0,0366 20:80 49,26 31,83 

Nabs2 
80:20 61,60 59,10 4,158 0,0798 0,0041 0,1625 20:80 91,12 71,12 

Nret2 
80:20 23,29 16,68 5,942 0,5700 0,0268 0,8019 20:80 41,86 39,28 

Nret/Nabs2 
80:20 33,19 28,08 7,656 0,8109 0,0524 0,4279 20:80 45,50 54,94 

Nret/Ncons2 
80:20 24,69 20,10 6,539 0,8069 0,0234 0,3881 20:80 37,46 45,59 

N microbiano2 80:20 55,70 57,93 5,631 0,7991 0,4647 0,8227 20:80 60,20 60,34 

NDT gMCP/kg 
80:20 96,85 95,89 7,659 0,6875 0,2419 0,5421 20:80 88,51 93,09 

N, nitrogênio; Nabs, nitrogênio absorvido; Nret, nitrogênio retido; Ncons, nitrogênio consumido; 1, S, R e S × R, 
efeitos para silagem, relação volumoso: concentrado e suas interações, respectivamente; 2, g/dia; 3, g/litro. TMRn 
80:20, ração em mistura total não ensilada 80:20; TMRn 20:80, ração em mistura total não ensilada 20:80; TMRs 
80:20, silagem de ração em mistura total 80:20, TMRs 20:80, silagem de ração em mistura total 20:80.  
 

4.2. Parâmetros ruminais 
 

A concentração de acetato, propionato e a relação acetato/propionato foram 

influenciadas pela interação (P<0,05) tipo de processamento e a relação V:C. A produção de 

butirato foi afetada pela interação entre o tipo de processamento e tempo (P=0,0418), enquanto 

que a produção de AGV totais foi afetada apenas pelo tempo (P<0,0001) registrando-se maior 

concentração 6 horas após a alimentação dos animais (Figura 1a). Para o butirato, foram 

registradas menores concentrações nos tempos de 0, 4 e 6 horas para as TMRn (P < 0,05) 

comparadas às TMRs (Figura 1b).  
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Figura 1. Efeito da alimentação de bovinos de corte com silagens de TMR ou TMR não ensilada com 
diferentes relações de volumoso:concentrado na produção de AGV total (a) e concentração de Butirato 
(b) ao longo do tempo (0, 2, 4 e 6 horas após a alimentação). Médias com letras distintas diferem entre 
si pelo teste F de Fisher a 5% de probabilidade.  

 

Independentemente do tipo de processamento (não ensilado ou ensilado), as dietas com 

maior relação de volumoso (TMRn 80:20 e TMRs 80:20) proporcionaram maiores (P<0,05) 

concentrações de acetato (Figura 2a). No entanto, ao se comparar o efeito do tipo de 

processamento dentro das relações V:C, foi observado maior produção de acetato (P=0,0182) 

para a TMRn 80:20 quando comparada à TMRs 80:20 (Figura 2b). Por outro lado, não houve 

diferença (P=0,1017) na produção de acetato quando os tratamentos com alto proporção de 

concentrado foram comparados entre si (TMRn 20:80 vs TMRs 20:80; Figura 2b). 

Avaliando as TMRs não ensiladas, foi observada maior (P<0,0001) concentração de 

propionato para os animais que receberam a TMRn 20:80 comparada a TMRn 80:20 (Figura 

2c). No entanto, foi observado que a ensilagem não afetou (P=0,3611) a concentração de 

propionato entre os tratamentos (Figura 2c). Por outro lado, quando comparamos o efeito do 

tipo de processamento dentro das diferentes relações V:C, foi observado que não houve efeito 

do tipo de processamento para os tratamentos com relação V:C 80:20 (P=0,1723; Figura 2d), 

enquanto que na relação V:C 20:80, maiores concentrações de propionato foram observadas na 

TMR ensilada (P<0,0001; Figura 2d).  
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Figura 2. Concentrações de acetato em função do tipo de processamento (S) (a) e da relação volumoso: 
concentrado (R) (b); e de propionato em função do efeito do tipo de processamento (S) (c) e da relação 
volumoso : concentrado (R) (c) em bovinos de corte alimentados com TMR ensiladas ou não. Médias 
com letras distintas diferem entre si pelo teste F de Fisher a 5% de probabilidade.  
 

A proporção molar de acetato/propionato foi influenciada pelo tipo de processamento 

(P=0,0309) quando altas proporções de concentrado (20:80) foram utilizadas na dieta (Figura 

3), observando-se menor valor na TMRn 20:80 comparada à TMRs 20:80 (Figura 3a). Ao 

avaliarmos o efeito da relação V:C sobre o tipo de processamento, foi observado maior 

(P<0,0001) proporção acetato/propionato na TMRn 80:20, comparada à TMRn 20:80 (Figura 

3b). No entanto, quando o material foi ensilado, não foram observadas diferenças (P=0,1087) 

entre as diferentes relações V:C (80:20 e 20:80; Figura 3b). 
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Figura 3. Relação Acetato/Propionato em função do tipo de processamento (S) (a) e da relação 
volumoso:concentrado (R) (b) em bovinos de corte alimentados com TMR ensiladas ou não. Médias 
com letras distintas diferem entre si pelo teste F de Fisher a 5% de probabilidade.  
 

Foi observado efeito (P<0,0384) da relação V:C sobre a concentração de amônia (N-

NH3) ruminal (Figura 4), registrando-se maiores concentrações de N-NH3 (9,98 mg/dL) nas 

dietas com alta inclusão de concentrado (20:80) comparadas àquelas com alta inclusão de 

volumoso (80:20; 6,79 mg/dL). Além disso, observou-se efeito de tempo (P<0,011) sobre as 

concentrações de amônia ruminal registrando-se valor mais elevado 2h após a alimentação 

(11,59 mg/dL; Figura 4).  

 

 

Figura 4: Concentração de amônia ruminal em função da relação volumoso:concentrado (V:C, P<0,038) 
e do tempo (P< 0,011) de coleta após a alimentação em bovinos de corte alimentados com TMR 
ensiladas ou não. Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste F de Fisher a 5% de 
probabilidade.  
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Observou-se efeito (P<0,010) da interação relação V:C e tempo de coleta sobre o pH 

ruminal (Figura 5). Avaliando a interação, não foi observada diferença (P> 0,721) no valor de 

pH para o tempo de 0 horas entre os tratamentos. Por outro lado, houve diferença entre os 

tratamentos no período de 2h (P < 0,021), 4h (P < 0,0001) e 6h (P < 0,0001), onde as TMR 

20:80 apresentaram menores valores de pH, quando comparadas às TMR 80:20 (Figura 5). 
 

 
 
Figura 5. pH ruminal em bovinos de corte alimentados com TMR ensilada ou não, com duas 
relações volumoso:concentrado em função do tempo coleta após a alimentação. Médias com 
letras distintas diferem entre si pelo teste F de Fisher a 5% de probabilidade.  
 

4.3. População microbiana ruminal 
 

Um total de 3.938.526 sequências verificadas quanto à qualidade foram obtidas de todas 

as 32 amostras, e 102.695 a 132.348 sequências foram retornadas para cada amostra, com uma 

média de 123.078 sequências por amostra. Após a seleção de ASVs e a verificação de quimera, 

um total de 9.913 ASVs foram calculados para todas as amostras. As coberturas de Good’s para 

todas as amostras excederam 99% (Figura 1, supl.), o que indica precisão e reprodutibilidade 

do sequenciamento. 

A atribuição taxonômica das sequências bacterianas revelou um total de 30 filos, 64 

classes, 119 ordens, 198 famílias e 427 gêneros. Para as fases líquida e sólida, os filos mais 

abundantes para todos os tratamentos avaliados foram Firmicutes, Bacteroidota e Euryarcheota 

(Figuras 2 e 3supl.) 
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Figura 6. Abundância relativa dos gêneros da comunidade bacteriana da fase líquida ruminal em função 
de todos tratamentos (A), tipo de processamento (ensilado ou não, B), e da relação 
volumoso:concentrado (20:80 ou 80:20, C).  

 

A abundância relativa dos táxons bacterianos a nível de gênero, na fase líquida e sólida, 

mostrou predominância de Prevotella, Rikenellaceae_RC9_gut_group e 

Christensenellaceae_R7_group para todos os tratamentos analisados (Figuras 6 e 7). Para a fase 

líquida, as porcentagens médias para Prevotella, Rikenellaceae_RC9_gut_group e 

Christensenellaceae_R7_group foram 18,7%, 11,43% e 5,45%, respectivamente (Figura 6). As 

médias para abundância relativa da fase sólida para os gêneros Prevotella, 

Rikenellaceae_RC9_gut_group e Christensenellaceae_R7_group foram 26,7%, 10,73 e 5,48 

respectivamente (Figura 7).  

A 

 

 

 

 

B 

 

 

 

C 
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Figura 7. Abundância relativa dos gêneros da comunidade bacteriana da fase sólida da digesta ruminal 
em função de todos tratamentos (A), tipo de processamento (ensilado ou não, B), e da relação 
volumoso:concentrado (20:80 ou 80:20, C).  

 

Avaliando a β-diversidade baseada nas coordenadas de componentes principais (PCoA), 

não foram observados efeitos para a população na fase sólida (P > 0,302; Figura 8A) bem como 

na fase líquida (P>0,105; Figura 8D), quando todos os tratamentos foram comparados entre si. 

Além disso, na fase sólida, também não foram observados efeitos para o tipo de processamento 

(P > 0,416; Figura 8B), bem como para as diferentes proporções de V:C (P > 0,051, Figura 8C), 

observando-se claramente a proximidade entre os grupos. Para a fase líquida, foi observado 

efeito (P < 0,009) da relação V:C para as análises, com os eixos variando de 10,5 e 13,6 %, em 

que se pode verificar a formação de dois grupos distintos bem definidos (Figura 8F). 

A 
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C 



60 

 

 

Figura 8. As análises de Beta diversidade foram realizadas usando as análises de componentes 
principais (PCoA). A-C mostram resultados da fase sólida e D-F para a fase líquida. A representa a Beta 
diversidade quando todos os tratamentos são comparados; B. representa a Beta diversidade quando são 
comparados os tipos de processamento da TMR (ensilado ou não); e C. representa a Beta diversidade 
quando são comparadas as diferentes relações de volumoso:concentrado. Observe que que as amostras 
não se sobrepuseram somente em F, formando dois grupos distintos. 

 

O número de espécies e a distribuição dos táxons em todas as amostras foram avaliados 

por meio de análises de α-diversidade usando o índice de Chao1 para riqueza, o índice de 

Shannon para diversidade e o índice de Simpson que tem um peso maior para a riqueza do que 

a diversidade dos táxons.  Na fase líquida foram observadas diferenças para os índices de 

Chao1(P < 0,020) e Shannon (P < 0,0498) para as diferentes relações V:C. A relação V:C de 

80:20 apresentou maior índice de Chao1 e Shannon quando comparadas com as silagens de 

20:80 (Figura 9c). Por outro lado, não houve diferença (P>0,05) para os índices de Chao1, 

Shannon e Simpson para as variáveis analisadas para a fase sólida (Figura 4 supl.) e líquida 

quando todos os tratamentos (P > 0,05; Figura 9a), ou tipo de processamento (P > 0,05; Figura 

9b) foram comparados. 
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Figura 9. Alfa diversidade. Índices de Chao, Shannon e Simpson para a fase líquida. A representa a Alfa 
diversidade quando todos os tratamentos são comparados; B. representa a Alfa diversidade quando são 
comparados os tipos de processamento da TMR (ensilado ou não); e C. representa a Alfa diversidade 
quando são comparados as diferentes relações de volumoso:concentrado. 

 

A análise de Lefse é usada a fim de investigar quais táxons bacterianos classificados a 

nível de gênero apresentam diferenças significativas em abundâncias entre os diferentes tipos 

de TMR analisadas. Desta forma, a análise de Lefse foi realizada para todas as diferentes 

comparações apresentadas nesse estudo. De acordo com os resultados anteriores, foi observado 

diferença estatística (P < 0,05) somente para o grupo de TMR da fase líquida com diferentes 

proporções de V:C, que apresentou diferença significativa (P < 0,05) para a β- diversidade com 

base na PCoA. Dentre os gêneros identificados pela análise de Lefse, os que apresentaram LDA 

score acima de 2 foram Lachnospiraceae_NK3A20_group e Atopobium (Figura 10) para a 

relação V:C de 20:80. A relação 80:20 mostrou maiores quantidades dos gêneros 

Candidatus_Soleaferrea, Family_XIII_UCG_001, Pseudobutyrivibrio, Lactobacillus, 

Shuttleworthia, Fibrobacter, Butyrivibrio, Acetobacter, Lachnospiraceae_ACC2044_group, 
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Lachnospiraceae_XPB1014_group, Candidatus_Saccharimonas, Saccharofermentans e 

Succiniclasticum (Figura 10). 

 

Figura 10. A análise de Lefse mostra os táxons que representam as diferenças significativas 
para as diferentes relações de volumoso:concentrado para a fase líquida, sendo a relação V:C 
20:80 em vermelho e 80:20 em azul (LDA Score >2). 

 

Dentre as ASVs identificadas na fase líquida 63 foram compartilhadas por todos os 

tratamentos (Figura 11a). Ao se avaliar o tipo de processamento, foram observadas 92 ASVs 

compartilhadas entre as TMR ensiladas ou não, além disso observou-se que 9 ASVs são 

exclusivas da TMRn e 11 ASVs da TMRs (Figura 11b). Ainda na fase líquida destaca-se a 

avaliação das ASVs observadas nas diferentes relações de V:C, em que 85 ASVs são 

compartilhadas entre as proporções 80:20 e 20:80, 21 são exclusivas das TMRs contendo 80:20 

e 9 são exclusivas das TMR com proporção de 20:80 V:C (Figura 11c). 

Na fase sólida foram identificadas 69 ASVs que são compartilhadas por todos os 

tratamentos (Figura 11a), 85 compartilhados entre as TMR ensiladas ou não (Figura 11b). Além 

disso, foram observadas 5 e 9 ASVs exclusivas para TMRn e TMRs, respectivamente, e 80 
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compartilhadas pelas TMR’s com diferentes proporções de V:C, com 14 exclusivas para a 80:20 

e 9 para a proporção de 20:80 (Figura 11c). 

 

Figura 11. Diagrama de Venn representando o número de ASVs que são compartilhadas entre os 
tratamentos e aquelas que são exclusivas de cada grupo. Note que o diagrama da fase líquida está 
posicionado a esquerda, e o da fase sólida a direita. A. representa o número de ASVs que são 
compartilhadas entre todos os tratamentos para a fase líquida e sólida a direita; B. representa o número 
ASVs exclusivas e as que são compartilhadas em função do tipo de processamento (ensilada ou não) 
para a fase líquida e fase sólida; e C. representa o número de ASVs exclusivas e as que são 
compartilhadas em função da relação volumoso:concentrado (20:80 ou 80:20). 

 

5. DISCUSSÃO 
 

O aumento no consumo de PB, CNF e amido nas TMR 20:80 influenciaram o consumo 

de NDT (Euclides Filho et al., 1997; Pereira et al., 2007). O maior consumo de CCNF, amido 

e NDT das dietas com maior proporção de concentrado (TMR 20:80), provavelmente se deve 

à maior concentração de amido das mesmas, uma vez que o NDT é uma somatória da maioria 

dos componentes (PB, EE, FDNcp, CNF) que compõem a MS da dieta (Valadares Filho et al., 

2016). Além disso, quando a proporção de concentrado na dieta é aumentada, pode-se melhorar 

a aceitabilidade da dieta e, com isso, acelerar a taxa de fluxo da digesta que culmina no aumento 

da ingestão das diferentes frações de nutrientes pelos animais (Allen, 1996; Chen et al., 2021). 
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Desta forma, o aumento no consumo de NDT é resultante desse maior aporte de concentrado 

nos tratamentos TMR 20:80, conforme reportado. Por outro lado, nos tratamentos TMR 80:20, 

o maior teor de carboidratos estruturais (celulose, hemicelulose e lignina) presentes na forragem 

explicam o maior consumo de FDNcp nessas dietas, fazendo com que ocorra restrição na taxa 

de fluxo da digesta o que leva a redução no consumo da maioria dos nutrientes, conforme 

observado em nosso estudo (Allen, 1996; Chen et al., 2021; Pucetti et al., 2024). 

Dietas ricas em concentrado têm a capacidade de fornecer nutrientes adicionais que 

favorecem o crescimento dos microrganismos no rúmen e estimulam a fermentação ruminal 

(Chen et al., 2021). Por isso, elevar os níveis de concentrado na dieta tende a melhorar a 

digestibilidade dos nutrientes. Desta forma, a maior digestibilidade aparente da MS, PB, EE, 

CNF, MO e amido nas dietas com maiores proporções de concentrado (TMR 20:80) pode estar 

relacionada com a maior concentração de carboidratos não estruturais nessas dietas, o que 

possibilita a rápida fermentação desses constituintes pela microbiota ruminal. Respostas 

semelhantes foram observadas por Pereira et al. (2007) e Pucetti et al. (2024) que relataram 

aumentos lineares para a digestibilidade aparente total dos nutrientes quando níveis crescentes 

de concentrado foram utilizados nas dietas. 

Tendo em vista que o milho é o ingrediente energético de maior relevância em dietas de 

ruminantes, a busca de alternativas que promovam o incremento da utilização do milho dietético 

pelo aumento da digestibilidade do amido, poderia resultar em menores custos devido ao 

aumento da eficiência alimentar (Michelotti et al., 2021). 

Nesse contexto, nosso estudo mostrou que silagens de TMR 20:80 apresentaram 

aumento na digestibilidade do amido quando comparadas aos demais tratamentos, o que pode 

estar relacionado com a proteólise que ocorre durante a fermentação, devido à degradação da 

matriz proteica (zeína) que reveste os grânulos de amido (Hoffman et al., 2011). Com isso, 

ocorre o aumento da disponibilidade e digestibilidade do amido no trato gastrointestinal, o que 

resulta na melhoria da eficiência alimentar e digestibilidade total da dieta (Silva et al., 2020). 

Resultados semelhantes têm sido observados para silagens de grãos úmidos ou reidratados de 

milho ou sorgo e TMR ensilada (Hoffman et al., 2011; Ferraretto et al., 2014; Miyaji e Nonaka, 

2018; Lazzari et al., 2021). Além disso, a diferença entre os teores de amido nos tratamentos 

(29,48 vs 55,05 g/kg MS para TMR 80:20 e TMR 20:80, respectivamente) contribuíram para 

as diferenças nas digestibilidades apontadas em nosso estudo. Os valores de digestibilidade 

aparente total do amido observadas neste estudo foram semelhantes aos relatados por 

Shipandeni et al. (2023) que observaram digestibilidade variando de 869,3 a 922,10 g/kg MS 

em estudo com vacas de leite alimentadas com diferentes fontes de amido. 
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Quanto ao balanço de nitrogênio, a redução do Nurina no tratamento TMRs 20:80, bem 

como a redução do Nfezes nos tratamentos ensilados (TMRs 80:20 e TMRs 20:80) podem estar 

relacionadas com aumento da utilização do N no rúmen e no metabolismo animal como um 

todo embora o consumo de N microbiano, PB microbiana e gMCP/kg de NDT consumido 

tenham sido semelhantes entre as dietas. Resultados semelhantes foram reportados por Pereira 

et al., (2007) e Kljak et al. (2017), os quais também não observaram diferenças significativas 

na produção de proteína microbiana quando níveis crescentes de concentrado foram utilizados. 

Isto sugere que os animas foram mais eficientes em utilizar o N disponível para deposição de 

músculo e melhora no desempenho (Kljak et al., 2017). 

Os valores de pH e as concentrações de N-NH3 e de AGV são os principais indicadores 

da fermentação ruminal (Liu et al., 2019). Dietas com maiores proporções de concentrado 

(20:80) diminuíram as concentrações de acetato e promoveram aumento nas produções de 

propionato e redução da proporção acetato/propionato. A maior concentração de propionato nas 

dietas com alto concentrado ensiladas (TMRs 20:80) pode estar relacionada a uma maior 

conversão do ácido lático a propionato, por meio da via do acrilato (Counotte et al., 1983; 

Stewart e Bryant, 1988), indicando que dietas com elevadas proporções de concentrado podem 

alterar o padrão de fermentação, favorecendo a produção de propionato em detrimento ao 

acetato. A redução na proporção acetato/propionato indica uma melhora na eficiência de 

utilização da energia da dieta (Hao et al., 2021a), o que pode contribuir para o aumento no 

desempenho de animais alimentados com esse tipo de dieta, visto que propionato e butirato são 

reconhecidos por promoverem incrementos no ganho de peso de ruminantes (Liu et al., 2014; 

Chen et al., 2021; Hao et al., 2021b). 

A queda dos valores do pH ruminal dos animais em função do tempo, é proveniente da 

ingestão de açúcares simples e carboidratos de rápida digestão que compõem as dietas de alto 

concentrado (20:80), contribuindo para uma intensa produção de ácidos orgânicos e redução do 

pH ruminal (Harmon e Swanson, 2020), o que pode explicar o menor valor de pH observado 

na TMR 20:80, 6 horas após a alimentação. No entanto, os valores de pH ruminal observados 

neste estudo encontram-se dentro da faixa ideal para que crescimento microbiano sem que haja 

riscos de distúrbios metabólicos (Nagaraja e Titgemeyer, 2007). 

As concentrações de N-NH3 ruminais são provenientes de taxa de decomposição de 

nitrogênio e absorção e utilização de amônia pelos microrganismos ruminais (Li et al., 2016). 

Em nosso estudo, as concentrações de N-NH3 estão dentro do intervalo aceitável (5 a 30 mg N-

NH3 dL-1) para que ocorra a síntese de proteína microbiana (Satter e Slyter, 1974). Além disso, 

as maiores concentrações de N-NH3 observadas nos animais que receberam as dietas com maior 
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proporção de concentrado (20:80) podem estar relacionadas com a maior ingestão de PB. 

Resultados semelhantes foram reportados por Kljak et al. (2017) e Chen et al. (2021) com o 

aumento de concentrado na dieta .  

A microbiota ruminal é responsável pela degradação dos produtos dietéticos e 

influenciam diretamente o metabolismo dos ruminantes (Liu et al., 2021), desta forma a 

identificação dos microrganismos associados a degradação dos diferentes componentes, bem 

como os produtos por eles gerados, têm grande importância para a manipulação dos 

ingredientes da dieta e consequente desempenho animal (Chen et al., 2021). As avaliações deste 

estudo tiveram o caráter exploratório com intuito de identificar os principais gêneros de 

bactérias ruminais que estão envolvidas na fermentação de diferentes silagens de TMR. 

A formação de dois grupos distintos pela avaliação da β- diversidade por meio da PCoA 

para a relação V:C da fase líquida, pode estar relacionada com a proporção de V:C da dieta, que 

pode afetar a composição da microbiota ruminal (Belanche et al., 2012; Pitta et al., 2016; Zhang 

et al., 2021). Adicionalmente, tais diferenças são reforçadas pela avaliação da α-diversidade 

que, de acordo com índices de Chao e Shannon, indicam que a relação V:C de 20:80 da fase 

líquida apresentou os menores valores, indicando que dietas contendo maior proporção de 

concentrado em sua composição apresentam menor diversidade de espécies. Estas observações 

estão de acordo com a literatura em que dietas contendo teores elevados de concentrado 

reduzem a riqueza, homogeneidade e diversidade das bactérias ruminais (Petri et al., 2013; 

Plaizier et al., 2017; Chen et al., 2021).  

A abundância relativa dos táxons bacterianos presentes nas fases líquida e sólida, com 

a predominância dos gêneros Prevotella, Rikenellaceae_RC9_gut_group e 

Christensenellaceae_R7_group em todos os tratamentos analisados, pode estar relacionada 

com a composição da dieta, e corroboram com aqueles descritos por  Thoetkiattikul et al. 

(2013), Chen et al. (2021) e Liu et al. (2021).  

O gênero Prevotella é geralmente encontrado em abundância elevada no ambiente 

ruminal de bovinos (Thoetkiattikul et al., 2013, Liu et al., 2021). Os representantes deste gênero 

possuem atuação hemicelulolítica e proteolítica, podendo utilizar proteínas, peptídeos, 

hemicelulose e pectina para seu crescimento, sendo versáteis e capazes de utilizar diversos tipos 

de substrato presentes no ambiente ruminal (Stevenson e Weimer, 2007; Thoetkiattikul et al., 

2013). O gênero Rikenellaceae_RC9_gut_group pode estar relacionado com o metabolismo de 

lipídeos e o processo de degradação ruminal da hemicelulose (Zhang et al., 2019). Já o gênero 

Christensenellaceae_R7_group pode ser importante para a degradação da celulose e 
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hemicelulose no rúmen (Dai et al., 2015). Neste contexto, a análise de Lefse foi usada para 

investigar quais táxons bacterianos apresentaram diferenças significativas em abundância para 

as diferentes relações de V:C.  

O número de táxons responsáveis pela diferença entre os grupos identificados na relação 

20:80 igual a 2, pode ser reflexo da menor diversidade microbiana em função da maior 

proporção de concentrado da dieta conforme reportado anteriormente. O gênero 

Lachnospiraceae_NK3A20_group tem a sua população ruminal aumentada quando a dieta 

possui teores elevados de concentrado (Ricci et al., 2022; Wang et al., 2022), como observado 

no nosso estudo. Este gênero pode estar associado com a degradação de açúcares solúveis no 

rúmen (Kaminsky et al., 2023). Deste modo, seu crescimento ótimo é comprometido em dietas 

contendo altas proporções de volumoso devido à dificuldade de iniciar a quebra dos compostos 

presentes no tecido vegetal, o principal produto de sua fermentação é o butirato (Kaminsky et 

al., 2023). De acordo com os mesmos autores, quando bactérias deste gênero são cultivadas em 

ambientes contendo microrganismos metanogênicos, o H2 produzido por eles pode não ser 

utilizado na rota metanogênica, o que pode resultar na redução da produção de CH4.  

Outro gênero identificado na relação 20:80 foi o Atopobium em que os principais 

produtos da fermentação da glicose são os ácidos lático, fórmico e acético, não havendo 

produção de H2 (Clavel et al., 2014). A presença dos gêneros Lachnospiraceae_NK3A20_group 

e Atopobium pode estar associada com a redução da produção de metano no rúmen, o que pode 

acarretar no incremento da eficiência energética da dieta pela redução de perdas provocadas 

pela metanogênese, podendo contribuir para o aumento do desempenho animal. 

Já na relação 80:20 da fase líquida a análise de Lefse revelou 13 gêneros que contribuem 

para a diferenciação entre as diferentes relações V:C, dentre estes, destacamos os gêneros 

Fibrobacter, Shuttleworthia, Saccharofermentans os membros da família Lachnospiraceae. O 

gênero Fibrobacter está associado com a produção de xilanases e endoglucanases envolvidas 

na degradação de polissacarídeos estruturais (Jiang et al., 2017). Mais especificamente na fase 

líquida, representantes deste gênero atuam no metabolismo de nutrientes solúveis (Bowen et 

al., 2018; Zhao et al., 2023).  

Outro gênero abundante em dietas ricas em forragens observado no nosso estudo foi o 

Shuttleworthia que está correlacionado com os índices de fermentação ruminal e enzimas chave 

para digestão da fibra (Hao et al., 2021b). Assim, como o Saccharofermentans que é pertencente 
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ao filo Bacteroidetes e participa da degradação de hemicelulose, pectina, amido, frutano, 

arabinogalactana e quitina (Hao et al., 2021a).  

Os membros da família Lachnospiraceae (Lachnospiraceae_ACC2044_group, 

Lachnospiraceae_XPB1014_group) estão relacionados com a degradação da fibra uma vez que 

são produtores de celulase (Li et al., 2019). Dai et al. (2015) associaram a elevada abundância 

relativa de Lachnospiraceae (não classificado), Lachnospiraceae_NK4A136_group, e 

Lachnospiraceae_AC2044_group presentes em animais com o aumento da digestibilidade da 

fibra.  

Quanto a produção de AGVs, os gêneros identificados na análise de Lefse que estão 

associados com a produção de propionato foram Candidatus_Saccharimonas (Hao et al., 

2021a), e Succiniclasticum (Van Gylswyk, 1995). Pseudobutyrivibrio e alguns membros da 

família Lachnospiraceae estão associados com a produção de butirato (Singhal et al., 2021), 

enquanto que o acetato é o produto final da fermentação do gênero Fibrobacter contribuindo 

para o aumento da concentração deste AGV no rúmen (Jiang et al., 2017). 

Em sistemas de criação de bovinos de corte, o uso de silagens de TMR pode trazer 

inúmeros benefícios. Desta forma é possível inferir que ao aumentar a digestibilidade da dieta, 

há uma diminuição nas perdas de energia via fezes, o que se traduz em maior disponibilidade 

de energia para o animal, promovendo maior retenção de energia e eficiência alimentar. A nível 

ruminal, destaca-se, que as silagens de TMR não comprometeram a população bacteriana, e 

nem o processo fermentativo. Sendo assim, além de reduzir a necessidade de mão de obra diária 

para a mistura dos ingredientes, a TMR ensilada contribui para o aumento da digestibilidade da 

dieta sem comprometer o processo de fermentação ruminal, e se mostra como uma alternativa 

promissora, para a alimentação de ruminantes. 
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6. CONCLUSÕES  
 

A maior proporção de concentrado na dieta proporciona impacto positivo no consumo 

e na digestibilidade da maioria dos nutrientes, sem comprometer a fermentação ruminal. Por 

outro lado, a ausência de efeito entre as TMR ensiladas ou não sobre o consumo e a 

digestibilidade da maioria dos nutrientes evidencia a qualidade do processo de ensilagem, 

tornando-se uma alternativa de conservação de alimentos, além de facilitar a operação de 

alimentação animal nas propriedades. Além disso, as dietas com TMR ensilada melhoraram a 

digestibilidade do amido, o que pode contribuir para aumento da eficiência alimentar dos 

animais. A abundância relativa dos táxons bacterianos a nível de gênero, na fase líquida e sólida, 

mostrou predominância de Prevotella, Rikenellaceae_RC9_gut_group e 

Christensenellaceae_R7_group para todos os tratamentos analisados. 
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8. MATERIAL SUPLEMENTAR 
 

Tabela 1 supl. Proporção dos ingredientes, composição química, perfil fermentativo e 
caracterização microbiológica das dietas experimentais antes da ensilagem. 
Item Proporção dos ingredientes (%MS) 

TMRn 80:20 TMRn 20:80 TMRs 80:20 TMRs 20:80 
Silagem de milho 80,00 20,00 80,00 20,00 

Farelo de milho 13,63 70,54 13,63 70,54 

Farelo soja 2,46 5,54 2,46 5,54 

Ureia/S.A. 0,91 0,91 0,91 0,91 

Núcleo Mineral 3,00 3,00 3,00 3,00 

 Composição química (g/kg MS) 
MS (g/kg MN) 253,4 542,1 249,8 568,7 

Matéria Mineral 72,2 60,3 61,2 45,3 

Proteína Bruta 109,9 118,7 98,1 119,2 

Extrato Etéreo 27,5 34,3 31,5 32,1 

FDNcp 438,1 179,5 462,3 128,8 

Amido 293,5 549,2 280,3 555,4 

CNF 352,2 601,3 340,3 668,3 

NDT 703,8 837,2 693,6 866,1 

CSA 112,3 93,9 152,2 146,6 

N-NH3(g/kg N total) 148,1 151,3 169,1 140,2 

pH 6,1 6,0 6,2 6,1 

Populações microbianas (log UFC/g forragem) 
BAL 6,49 6,67 6,59 6,98 

Enterobactérias 5,21 5,05 5,33 5,07 

Mofos 5,37 5,99 5,35 4,97 

Leveduras 5,61 5,63 4,99 4,33 
1: g/kg MS, MS: matéria seca, MN: matéria natural, ureia/S.A.: ureia mais sulfato de amônio, FDNcp: fibra em 
detergente neutro corrigida para cinzas e proteína, CNF: carboidratos não fibrosos, NDT: nutrientes digestíveis 
totais, CSA: carboidratos solúveis em água, N: nitrogênio, BAL: bactérias do ácido lático, UFC: unidades 
formadoras de colônia. TMRn 80:20, ração em mistura total não ensilada 80:20; TMRn 20:80, ração em mistura 
total não ensilada 20:80; TMRs 80:20, silagem de ração em mistura total 80:20, TMRs 20:80, silagem de ração 
em mistura total 20:80 
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Figura 1 supl. Cobertura de Goods. para todas as amostras excederam 99% indicando precisão 

e a reprodutibilidade do sequenciamento. 
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Figura 2 supl. Comunidade bacteriana da fase líquida de líquido ruminal a nível de filo.  A. 
representa a abundância relativa dos filos quando todos os tratamentos são considerados; B. 
representa a abundância relativa dos filos considerando o tipo de processamento (não ensilada 
ou ensilada); e C. representa a abundância relativa dos filos considerando a relação 
volumoso:concentrado (20:80 ou 80:20). 
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Figura 3 supl. Comunidade bacteriana da fase sólida de líquido ruminal a nível de filo.  A. 
representa a abundância relativa dos filos quando todos os tratamentos são considerados; B. 
representa a abundância relativa dos filos considerando o tipo de processamento (não ensilada 
ou ensilada); e C. representa a abundância relativa dos filos considerando a relação 
volumoso:concentrado (20:80 ou 80:20). 
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Figura 4 supl. Alfa diversidade. Índices de Chao, Shannon e Simpson para a fase sólida. A 
representa a Alfa diversidade quando todos os tratamentos são comparados; B. representa a Alfa 
diversidade quando são comparados os tipos de processamento da TMR (não ensilada ou 
ensilado); e C. representa a Alfa diversidade quando são comparados as diferentes relações 
volumoso:concentrado. 
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Figura 3 supl. Gráficos boxplot análise de Lefse  
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Tabela 2 supl. Discriminação das ASVs do Diagrama de Venn que são compartilhadas entre os tratamentos e aquelas que são exclusivas de cada grupo para 
a fase líquida. 

Fase líquida 
Compartilhado entre todos TMR 20:80 TMR 80:20 TMRs TMRn 

Prevotella Family XIII AD3011 group 
[Eubacterium] ventriosum 
group 

UCG-001 Shuttleworthia UCG-001 Lachnospiraceae UCG-009 

NA CAG-352 
Lachnospiraceae FE2018 
group 

Olsenella Acetobacter Catenisphaera Endomicrobium 

Rikenellaceae RC9 gut group FD2005 probable genus 10 Enterorhabdus 
Lachnospiraceae NK4A136 
group 

NED5E9 Anaerosporobacter 

Christensenellaceae R-7 group Anaerovorax Amnipila Atopobium Prevotellaceae Ga6A1 group Elusimicrobium Candidatus Soleaferrea 

NK4A214 group 
Lachnospiraceae ND3007 
group 

Desulfovibrio Endomicrobium possible genus Sk018 Anaerofustis 
[Eubacterium] siraeum 

group 

Lachnospiraceae NK3A20 group UCG-002 Family XIII UCG-001 Anaerosporobacter Lachnospiraceae UCG-009 EMP-G18 Lachnospiraceae UCG-010 

Ruminococcus Marvinbryantia Methanosphaera Sphaerochaeta NED5E9 Quinella 
Erysipelotrichaceae UCG-
008 

Succiniclasticum UCG-005 Alloprevotella Pseudoramibacter Candidatus Soleaferrea Ruminobacter Sphaerochaeta 

Prevotellaceae UCG-003 Papillibacter Monoglobus Ruminobacter Bilophila Suttonella Pseudoramibacter 

Treponema 
[Eubacterium] ruminantium 
group 

Coprococcus  [Eubacterium] siraeum group  Oscillospira 

UCG-004 Anaerovibrio Lachnospiraceae UCG-002  Elusimicrobium  Bacteroides 

Saccharofermentans Mogibacterium Lachnospiraceae UCG-008  Anaerofustis   

Prevotellaceae NK3B31 group [Eubacterium] hallii group Lachnospiraceae UCG-006  EMP-G18   

Methanobrevibacter Veillonellaceae UCG-001 
[Eubacterium] saphenum 
group 

 Limosilactobacillus   

SP3-e08 [Eubacterium] nodatum group [Eubacterium] brachy group  Liquorilactobacillus   

Acetitomaculum DNF00809 Corynebacterium  Tyzzerella   

[Ruminococcus] gauvreauii group Syntrophococcus Sediminispirochaeta  Porphyromonas   

Lachnospiraceae XPB1014 group Flexilinea Fretibacterium  CPla-4 termite group   

U29-B03 [Anaerorhabdus] furcosa group Desulfobulbus  Suttonella   

Prevotellaceae UCG-001 Oribacterium Enterorhabdus  Clostridium sensu stricto 12   

Candidatus Saccharimonas Blautia 
[Eubacterium] ventriosum 
group 

 Comamonas   

Moryella Defluviitaleaceae UCG-011 
Lachnospiraceae FE2018 
group 
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Tabela 3 supl. Discriminação das ASVs do Diagrama de Venn que são compartilhadas entre os tratamentos e aquelas que são exclusivas de cada grupo para 
a fase sólida. 

Fase sólida 
Compartilhado entre todos TMR 20:80 TMR 80:20 TMRs TMRn 

Prevotella Papillibacter 
Lachnospiraceae UCG-
002 

UCG-001 Shuttleworthia Mycoplasma  Olsenella 

NA 
[Eubacterium] 

ruminantium group 

Lachnospiraceae UCG-
008 

Olsenella Acetobacter 
Lachnospiraceae UCG-
009 

Corynebacterium 

Rikenellaceae RC9 gut 

group 
Anaerovibrio 

Lachnospiraceae UCG-
006 

Succinivibrionaceae UCG-

002 

Lachnospiraceae 

NK4A136 group 
Endomicrobium Howardella 

Christensenellaceae R-7 
group 

Butyrivibrio Atopobium Sharpea 
Lachnospiraceae UCG-
009 

Lachnoclostridium 
[Eubacterium] 
xylanophilum group 

NK4A214 group 
Lachnospiraceae AC2044 
group 

[Eubacterium] saphenum 
group 

Corynebacterium Lactobacillus Colidextribacter GCA-900066575 

Lachnospiraceae NK3A20 
group 

Mogibacterium Pyramidobacter Endomicrobium Lachnoclostridium Candidatus Soleaferrea  

Ruminococcus [Eubacterium] hallii group 
[Eubacterium] brachy 
group 

UCG-009 Colidextribacter 
Lachnospiraceae UCG-
010 

 

Succiniclasticum Veillonellaceae UCG-001 Raoultibacter Lachnospiraceae UCG-
010 

NED5E9 Pseudoramibacter  

Prevotellaceae UCG-003 
[Eubacterium] nodatum 
group 

Erysipelotrichaceae UCG-
008 

Prevotellaceae YAB2003 
group 

[Eubacterium] siraeum 

group 
p-1088-a5 gut group  

Treponema Amnipila DNF00809  Anaerofustis   

UCG-004 Desulfovibrio Syntrophococcus  p-1088-a5 gut group   

Saccharofermentans 
Prevotellaceae Ga6A1 
group 

Flexilinea  GCA-900066575   

Prevotellaceae NK3B31 
group 

Family XIII UCG-001 
[Anaerorhabdus] furcosa 
group 

 Desulfobulbus   

Methanobrevibacter Methanosphaera Oribacterium  Eubacterium   

SP3-e08 Monoglobus Blautia     

Acetitomaculum Coprococcus Fibrobacter     

[Ruminococcus] 

gauvreauii group 
Anaeroplasma 

Defluviitaleaceae UCG-
011 

    

Lachnospiraceae 

XPB1014 group 
Enterorhabdus [Eubacterium] ventriosum 

group 
    

Family XIII AD3011 
group 

U29-B03 
Lachnospiraceae FE2018 
group 

    

CAG-352 Prevotellaceae UCG-001 probable genus 10     

FD2005 
Candidatus 

Saccharimonas 
Prevotellaceae UCG-004     

Anaerovorax Moryella UCG-005     

Lachnospiraceae ND3007 
group 

UCG-002 Marvinbryantia     
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CONCLUSÃO GERAL 
 

Baseados nos resultados obtidos nesta tese, concluímos: 

1. A utilização de núcleo mineral com inclusão de monensina não afeta o processo 

fermentativo de silagens de TMR, contribuindo para a redução da população de fungos 

filamentosos e leveduras nas silagens. O inoculante a base de L. buchneri avaliado 

proporciona menor concentração de amônia e favoreceu a DIVFDN. Desta forma, a 

ensilagem da TMR, pode ser realizada com a inclusão de monensina na dieta, associada 

a presença de inoculante microbiano a base de L. buchneri. 

2. A proporção de concentrado na dieta proporciona impacto positivo no consumo e na 

digestibilidade da maioria dos nutrientes, sem comprometer a fermentação ruminal. Por 

outro lado, a ausência de efeito entre as TMR ensiladas ou não sobre o consumo e a 

digestibilidade da maioria dos nutrientes evidencia a qualidade do processo de 

ensilagem, tornando-se uma alternativa de conservação de alimentos, além de facilitar 

a operação de alimentação animal nas propriedades. Além disso, as dietas com TMR 

ensilada melhoraram a digestibilidade do amido, o que pode contribuir para aumento da 

eficiência alimentar dos animais. A abundância relativa dos táxons bacterianos a nível 

de gênero, na fase líquida e sólida, mostrou predominância de Prevotella, 

Rikenellaceae_RC9_gut_group e Christensenellaceae_R7_group para todos os 

tratamentos analisados. 

 

 


