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RESUMO

OLIVEIRA, Pedro Silva de. Acidos fenélicos em silagens de quatro cultivares
de milho (Zea mays L.). 2010. 56 p. Tese (Doutorado em Zootecnia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras. |

No Brasil, as cultivares de milho para silagem sdo adaptadas a alta
produtividade de graos existindo variagdes quanto as fragdes entre e dentro das
mesmas. Na fracdo planta menos graos, foi observado que a digestibilidade
chegou a 74%, demonstrando a importancia desta. O grau de lignificagdo da
parede celular constitui fator limitante na digestibilidade e os acidos
hidroxifendlicos estao envolvidos na associagdo da lignina com as hemiceluloses
da parede celular. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da concentragdo
de acidos fenolicos sobre o valor nutritivo e qualidade das silagens de quatro
cultivares de milho. Foram determinadas a concentragdo de acidos fenolicos, a
composi¢do quimica e a digestibilidade in vitro. Os resultados foram analisados
adotando-se o delineamento inteiramente casualisado com 4 repeti¢cdes. Os
teores de MS ficaram abaixo do considerado ideal, apesar do corte para
ensilagem aos 100 dias apés a germinagdo o valor médio de pH 3,5 foi
indicativo de boa fermentacdo e conservacdo do material, mas, podendo ter
refletido nos valores de N-NHj; que variou entre 16,5 a 22,75 g/100g (P<0,05). O
estudo do tamanho de particulas indicou correta picagem das plantas, tendo as
cv’s. BM2202 ¢ BRS3003 melhor se enquadrado nas recomendag¢des do método
(P<0,05). A cv. BRS3003 apresentou o maior teor de amido (P<0,05) e menor
de FDN e lignina, correspondendo aos maiores valores de DIVMS. Houve
diferencas (P<0,05) nos contetidos de acidos fenolicos, tendo a BRS3003
apresentado as menores concentragdes, comprovando os valores de lignina e
DIVMS observados. Os niveis dos acidos fenolicos ratificaram os teores de
lignina encontrados e ajudaram a explicar as diferencas observadas na DIVMS.
As suas concentracdes podem ser mais um parametro para a escolha de
cultivares para silagem.

Palavra chave: Silagem de Milho, Acidos, Fendlicos, Digestibilidade

Orientador: Antdnio Ricardo Evangelista — UFLA (Orientador), Jackson Silva e
Oliveira - Embrapa — Gado de Leite.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Pedro Silva de. Acids phenolic in silages of four corn cultivars
(Zea mays L.). 2010. 56 p. Thesis (Doctorate in Animal Science) — Federal
University of Lavras, Lavras.

In Brazil, the corn cultivars for silage are adapted to the high grain yield,
variations existing as to the fractions both between and within of the same ones.
In the fraction plant less grains, it was found that digestibility reached 74%,
demonstrating the importance of this. The degree of lignification of the wall cell
constitutes a limiting factor in digestibility and hydroxiphenoloic acids are
involved in the association of lignin with hemicelluloses of the cell wall. The
objective of this study was evaluating the effects of the concentration of
phenolic acids on the nutritive value and quality of the silages of four corn
cultivars. The concentration of phenolic acids, the chemical composition and in
vitro digestibility were determined. The results were investigated by adopting
the completely randomized design with four replicates. The DM contents were
bellow the one regarded as ideal, in spite of the ensiling cut at 100 days after
germination, the average value of pH 3.5, was indicative of good fermentation
and conservation of the material, but, it may have reflected on the values of N-
NH; which ranged from 16.5 to 22,75 g/100g (P<0.05). The study of the particle
size pointed out correct plant chopping, cultivars BM2202 and RS3003 having
fitted best in the recommendations of the method (P<0.05). Cultivar BRS3003
presented the highest content of starch (P<0.05) and lowest of NDF and lignin,
corresponding to the greatest values of IVDMD. There were differences
(P<0.05) in the phenolic acid contents, cultivar BRS3003 having shown the
lowest concentrations, giving support to the values of lignin and IVDMD found.
The levels of phenolic acids ratified the lignin contents found and helped to
explain the differences found in IVDMD. Their concentrations can be a further
parameter for the choice of silage cultivars.

Key words: Silage of corn, Acids phenolic, Digestibility,

Committee: Antdnio Ricardo Evangelista — UFLA (Adviser) and Jackson Silva e
Oliveira - Embrapa — Gado de Leite.
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1 INTRODUCAO

Paises de clima tropical, como o Brasil, enfrentam sérios problemas de
desempenho na exploragdo pecuaria causados pelos periodos de escassez de
alimentos para bovinos, principalmente no inverno, quando na maior parte do
pais, as pastagens apresentam-se com baixa capacidade vegetativa. A pecuaria
intensiva, com base na explora¢do do elevado potencial de producdo das
forrageiras de clima tropical, requer a conservagdo de forragem de alta
qualidade, para uso estratégico, a fim de atender as exigéncias do animal durante
todo o ano. Um dos pontos que podem ser considerados essenciais para
aumentar a eficiéncia nos sistemas de producdo animal é a produciao de
volumosos de alta qualidade. Nos sistemas intensivos de produgdo, a silagem de
milho figura como uma importante fonte de volumoso, desde que atendidos os
critérios qualitativos associados a producgdo de biomassa vegetal (Nussio et al.,
2000).

A escolha da cultivar de milho a ser utilizada torna-se essencial, para se
obter uma silagem de alta qualidade e economicamente viavel. A medida que os
sistemas de produ¢do animal, tanto de leite quanto de carne, tornaram-se mais
produtivos e competitivos, maior passou a ser a preocupacdo com a qualidade da
silagem de milho. Tem sido observada a existéncia de variabilidade entre
hibridos tanto para produtividade de matéria seca como para qualidade. O
principal item para o animal melhorar o desempenho produtivo esta relacionado
com a qualidade da planta, isto ¢, hibridos que proporcionem melhor
digestibilidade da parede celular e, consequentemente, maior ingestdo de matéria
seca.

O grau de lignificagdo constitui um fator limitante na digestibilidade das
forrageiras, entretanto, outros fatores, além da lignina, influenciam (Baucher et

al., 1998; Boudet, 2000). Os acidos hidroxifenolicos estdo diretamente



envolvidos na associagdo da lignina com as hemiceluloses da parede celular. A
concentragdo desses precursores da lignina e, principalmente, a associagdo com
os carboidratos constituintes da parede celular, demonstram um papel importante
sob os aspectos de fermentativos da fibra pelos microorganismos do rumen.
(Jung & Deetz, 1993).

Considerando-se a importancia da digestibilidade, desenvolveu-se esse
trabalho, com o objetivo de determinar a concentracdo de acidos fendlicos em
silagens produzidas com quatro cultivares indicadas pela Embrapa Gado de

Leite, avaliando o efeito sobre o valor nutritivo e qualidade dessas silagens.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Silagem de milho: Aspectos relativos a cultura e ao processamento

O milho, planta da familia Gramineae ¢ da espécie Zea mays L. é,
intensivamente, utilizado como alimento humano e ragdo animal. E uma
graminea domesticada na América Central, plantada por indios americanos,
usando um sistema complexo que variava a espécie plantada de acordo com o
seu uso.

A conservagdo de forrageiras através da ensilagem € um processo muito
antigo, conforme documentam pinturas encontradas no Egito, entre 1.000 e
1.500 AC. Entretanto, os primeiros ensaios foram realizados no século XIX, na
Franga e Alemanha, quando foi possivel armazenar com sucesso o milho em
fossos cavados no solo. Apesar do conhecimento antigo da técnica de ensilar, a
mesma se tornou popular apenas no fim do século XIX quando, em 1877, o
fazendeiro, francés A. Goffart publicou o primeiro livro sobre o tema com base
na experiéncia com ensilagem. A palavra “silagem” deriva do Grego, “siros”,
que significa um fosso ou buraco cravado no solo para armazenar milho
(McDonald et al., 1991).

Woolford (1984) definiu silagem como “o produto formado quando
gramineas ou outro material contendo alta umidade, sujeito a deterioragdo por
microorganismos aerobicos, ¢ armazenado anaerobicamente”. A silagem ¢
produzida pelo processo de ensilagem, que ¢ a alocagdo do material dentro de
um recipiente ou estrutura chamado silo. No processo, o material pode ser
constituido da planta inteira ou partes da planta, tal como a por¢do grao. O
objetivo do armazenamento dentro de uma estrutura é preservar e prevenir o
apodrecimento, como ocorre em uma compostagem. No Brasil ndo se tem ideia
exata da época da introdugdo da ensilagem, mas é provavel que tenha sido

iniciada ja no fim do século XVIII. A popularizacdo da técnica da ensilagem



teve grande impulso na década de 1960, gracas aos esfor¢os de orgdos de
extensdo rural, fundagdes, universidades e cooperativas, resultando no comego
dos trabalhos experimentais sobre os processos fermentativos. Milho e sorgo
destacaram-se como recomendados para ensilagem devido a facilidade de
fermentacdo, a alta produgdo de volumoso e de grios, e o alto consumo pelos
animais.

De acordo com a evolugdo do mercado, a silagem de milho passou por
quatro fases tecnoldgicas distintas; na primeira a énfase foi na produgdo de
volume de massa verde. Com o incremento do nivel genético dos rebanhos, a
segunda fase caracterizou-se pela busca de maior qualidade de silagem visando a
economia no uso de concentrados e aumento da produtividade do animal, para
isso o enfoque foi dado na maior participacao dos graos. A terceira fase baseou-
se no reconhecimento de que hibridos de alta digestibilidade da fragdo verde,
combinados com a alta produtividade de graos, resultam em silagens de melhor
qualidade. E a quarta fase, conforme trabalhos pioneiros realizados por
pesquisadores na Franca e no Brasil consideram a importancia da textura dos
graos na digestibilidade e aproveitamento do amido pelos animais. Hibridos de
graos duros com alta resisténcia ao acamamento podem apresentar altos niveis
de lignina ou fibras, resultando em menor digestibilidade tanto da fracdo verde
como do amido.

Segundo Nussio (1991), o material mais utilizado para ensilagem ¢ a
planta de milho, devido a sua composi¢do bromatologica, no ponto ideal de
corte, preencher os requisitos para confec¢do de uma boa silagem como: teor de
matéria seca (MS) entre 30% a 35%, e no minimo de 3% de carboidratos
soliveis na matéria original, baixo poder tamp3o e proporcionar boa
fermentacdo microbiana. Caetano (2001) menciona que o ponto de colheita das
plantas de milho para confeccao de silagem ¢ um fator importante na tomada de

decisdo, pois afeta diretamente a produgdo de forragem por area, a qualidade e o



consumo de silagem obtida, determinando os niveis de produtividade a serem
alcancados e consequentemente os resultados econdmicos em determinado
sistema de produgdo animal.

O grau de adaptagdo dos diferentes gendtipos ao ambiente, também ¢
determinante para o sucesso na produgdo de silagem de milho. As cultivares
indicadas para silagem no Brasil sdo materiais adaptados, principalmente devido
a sua alta produtividade de grdos, sendo o principal argumento o de que as
cultivares de milho com maior produgdo de graos sdo as que contribuem para a
melhor qualidade da silagem.

Conforme Silva (1997), isso se justifica devido ao grande numero de
trabalhos desenvolvidos na década de setenta, que demonstraram que os graos de
milho sdo mais digestiveis do que as folhas e a haste da planta; assim,
aumentando a sua propor¢do na silagem, aumentaria a qualidade da forragem.
Por isso deu-se preferéncia, na selegdo para cultivares que possuiam mais de
40% a 50% de graos no material ensilado (Nussio, 1990; Daccord et al., 1996).

Entretanto, de acordo com Vattikonda & Hunter (1983), trabalhos de
pesquisa relatam que nem sempre os hibridos mais produtivos em graos irdo
produzir silagens de maior valor nutritivo.

Além das caracteristicas como produtividade, digestibilidade e
percentual de graos nas cultivares de milhos utilizados para producdo de
silagem, a textura do grao, dentada ou dura, é outra variavel usada na escolha de
genotipos. O milho dentado possui endosperma duro nos lados e farinaceo no
centro do grao. Ao secar, o amido presente no centro do grao de textura dentada
reduz seu volume mais do que o localizado nas laterais criando uma depressao
na parte superior do grdo e assim se origina a identacdo. Nos milhos duros, a
maioria do endosperma ¢ formada por material duro ou vitreo, sendo a

proporcao farindcea muito reduzida (Corréa, 2001). Por outro lado, de acordo
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com mesmo autor, alguns trabalhos de pesquisa enfatizam que hibridos de graos
dentados sdo mais susceptiveis a doengas e a ocorréncia de graos ardidos.
Doreau & Phillipeau (1998) observaram que, no mesmo ponto de maturagdo, as
cultivares de graos dentados apresentam maior degradabilidade e digestibilidade
do que as cultivares de grao duro. Os autores também verificaram que, com a
ensilagem, a degradabilidade do grdo duro aumenta, mas ainda permanece
significativamente menor a observada no grao dentado.

A cultura do milho é fonte importante de alimento forrageiro ¢ a busca
por maior eficiéncia e economia na alimentacdo animal tem contribuido para
mais atengdo aos aspectos qualitativos da forragem utilizada (Fancelli &
Dourado Neto, 2000). De acordo com Nussio (1990), estima-se que, nos ultimos
35 anos, 20% do aumento da produgdo de leite nos Estados Unidos da América
foi obtido pelo uso de forragem de melhor qualidade. A produtividade e
qualidade do milho destinado a producdo de silagem ndo se devem
exclusivamente a cultivar utilizada. Fatores ambientais, bem como algumas
praticas de manejo, também podem influenciar no resultado final. Dentre
algumas, pode-se citar a época de semeadura, ponto adequado de colheita,
tamanho de particulas, rapidez e eficiéncia no enchimento, compactacdo e
vedacdo do silo, bem como na adog¢do de melhor altura de corte das plantas e no
uso de aditivos (Fancelli & Dourado Neto, 2000).

Conceitualmente, as épocas ideais de semeadura referem-se ao periodo
em que a cultura tem maior probabilidade de encontrar as condi¢des
climatoldgicas favoraveis para maximizar o crescimento, o desenvolvimento ¢ a
produtividade (Shaw, 1977). A época de semeadura do milho, por exemplo,
considerada como ideal em Minas Gerais, corresponde aos meses de outubro a
novembro. Nesse periodo, as precipitagdes tendem a ser mais frequentes e as
temperaturas diurnas e noturnas mais elevadas (Ramalho, 1999). Porém,

produtores em Minas Gerais, normalmente, realizam a semeadura de outubro até



dezembro, podendo, em alguns casos, estender-se até janeiro. Ressalta-se que,
nas semeaduras tardias, o principal problema é o risco de pouca precipitagdo
durante as fases de florescimento e enchimento dos graos uma vez que esses
processos ocorrerdo durante os meses de margo, abril € maio, periodos de baixas
precipitagdes (Avelar et al,. 1996; Gongalves et al., 1996).

Em relagdo a época de colheita, Gordon et al. (1968) e Daynard (1978) ja
citavam que o ponto ideal de corte das plantas de milho para silagem esta
relacionado com o momento em que a planta apresenta alto rendimento de
matéria seca, alto teor de amido e baixo teor de fibra. A porcentagem de matéria
seca deve estar entre 30 a 40%, o que ocorre no estagio em que 0s graos
apresentem a linha de leite entre 1/3 e 2/3, a partir do topo do grao em direg@o ao
sabugo e a consisténcia dos grios estaria variando entre o estadio pastoso e o
farindceo-duro.

A colheita, quando efetuada com teores de matéria seca acima de 37%,
ndo ¢ recomendavel, pois as folhas encontram-se mais secas, acarretando
maiores perdas durante o corte, além do fato de dificultar a compactagdo e a
eliminagdo do ar da massa ensilada (Nussio, 1990).

Villela (2001) estudou a influéncia da época de semeadura (novembro a
dezembro) e de corte (meia linha de leite e grdos na maturidade fisiologica)
sobre caracteristicas agrondmicas do milho e a qualidade de sua silagem e
verificou que o atraso tanto nas datas de semeadura e de corte das plantas
resultou em menor produtividade e valor nutritivo da silagem. A semeadura
realizada em novembro para regido Sul de Minas Gerais e o corte realizado
quando a linha de leite apresentava-se na metade dos Graos foram os ideais para
a obtencdo de silagens de boas caracteristicas nutritivas.

Visando obter silagem mais nutritiva, uma pratica ja utilizada por alguns

produtores é o aumento da altura de corte das plantas a serem ensiladas, em
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razdo do aumento da participacdo de graos na matéria seca total colhida,
aumentando, consequentemente, o contetido energético da silagem. Segundo
Hutjens (2000), para cada 15 cm na elevagdo da altura de corte se espera uma
reducdo de 1% no teor de FDA do material colhido, sendo a reducdo na
producdo de matéria seca obtida de aproximadamente 850 kg/ha. Entretanto, as
vantagens relacionadas com a conservacdo e a melhoria da fertilidade do solo,
obtidas quando da elevagdo da altura de corte na colheita da plantas de milho

para a produgao de silagem, devem ser consideradas (Shaver, 2000).

2.2 Silagem de milho: tamanho de particula

Do ponto de vista nutricional, a diminui¢gdo no tamanho de particula
pode interferir no aumento da taxa de passagem, promovendo alteracdes no
consumo voluntario do animal, e por consequéncia, no seu desempenho
(Evangelista et al., 2004). Conforme Aguiar et al. (2000), tamanhos de particulas
mais reduzidos podem favorecer a fermentacdo, uma vez que facilita a
compactacdo, aumenta a exposicdo dos carboidratos soluveis ¢ aumenta a
superficie de contato para a atuagdo dos microorganismos.

A mensuragdo do tamanho médio das particulas de forragem a ser
ensilada pode ser feita com diferentes metodologias e apresenta grande
variabilidade. Em 1996, um grupo de pesquisadores, chefiados pelo Dr. Jud
Heinrichs, da Universidade do Estado da Pensilvinia (EUA), desenvolveu o
sistema chamado de Penn State Particle Size Separator que se constitui em um
sistema de trés bandejas. Cada bandeja possui perfuragdes com um diferente
diametro; apos a movimentacdo do conjunto, a primeira bandeja retém particulas
com didmetro superior a 19 mm, a segunda retém particulas com didmetro entre
7,8 ¢ 19 mm e a ultima, com fundo fechado, retém aquelas com diametro
inferior a 7,8 mm. Depois de separadas, as quantidades sdo anotadas em uma

planilha e através de uma distribuigdo estatistica logaritmica do tipo Weibull ¢



calculado o tamanho médio das particulas da silagem. O método foi
desenvolvido para ser trabalhado principalmente com silagem de milho e
sistemas de dietas completas (volumoso + concentrado) a base de silagem de
milho.

Balsalobre et al. (2001) discutem que a redugdo do tamanho de particulas
da forragem pode ser uma alternativa na minimizagdo da fermentagdo butirica,
por promover maior compactacdo € um maior contato do substrato com as
bactérias fermentadoras, permitindo a maior producdo de lactato e queda rapida
de pH. Loures (2000) mencionou que, para produzir silagens de qualidade
satisfatoria, € necessario que se promova intensa compactagdo, pois essa esta
diretamente relacionada com a densidade da massa ensilada. No entanto, quanto
maior a compactacdo da massa ensilada, maior a chance de haver aumento na
producdo de efluentes, estando esse efeito, dependente do teor de matéria seca

da planta ensilada.

2.3 Silagem de milho - fatores relacionados ao processo fermentativo

A fase fermentativa é a principal definidora da qualidade da silagem
produzida, por refletir o processo de ensilagem e as caracteristicas intrinsecas a
planta. Consiste na conversao de carboidratos soliiveis em acidos orgénicos, por
meio de microorganismos inerentes ao proprio ambiente (Reis et al., 2004). Por
sua vez, a qualidade da fermentacdo depende do ponto de colheita; da
quantidade de agucares fermentaveis; do poder tampdo da massa; da populacao
de microorganismos laticos; do tamanho das particulas; da taxa de vedacdo para
a manutencdo da anaecrobiose; velocidade de enchimento do silo; taxa de
compactacdo; uso de aditivos; tipo de silo e da drenagem dos efluentes (Fancelli

& Dourado Neto, 2000).



Os processos bioquimicos e microbioldégicos envolvidos na
transformag@o, em meio anaerobio, da forragem fresca em silagem e na sua
utilizacdo, podem ser divididos em varias etapas (Rotz & Muck, 1994). A
primeira delas tem inicio quando a planta ¢ colhida, nessa fase os
microrganismos aerdbicos epifitos respiram convertendo carboidratos soluveis
em dioxido de carbono, dgua e calor. As proprias enzimas das plantas também
promovem hidrélise de amido e da hemicelulose a monossacarideos. Desta
forma, o oxigénio contido na massa ensilada ¢ rapidamente consumido apés o
fechamento do silo. Sob condi¢des ideais de umidade, tamanho de particulas e
compactacdo a atividade aerdbica pode durar poucas horas (McDonald et al.,
1991). A fase aerdbica resulta em perdas de matéria seca e de nutrientes,
contudo, ajuda a criar um ambiente anaerdbico produzindo certas toxinas que
podem servir para estender a estabilidade aerdbica da silagem durante a fase de
utilizagdo apos a abertura do silo (Woolford, 1984).

Ap6s todo o oxigénio ser consumido, durante a fase inicial aerdbica da
ensilagem, inicia-se a segunda fase, a de fermentagdo. De acordo com Soest
(1994), o tempo de fermentagdo depende, principalmente, do teor de
carboidratos soltiveis, da capacidade tamponante e do contetido de umidade da
planta, durando, normalmente, entre 10 a 14 dias e os microrganismos
anaerdbicos que se desenvolvem na silagem fermentam hexoses (glicose e
frutoses) e pentoses (ribose e xilose), produzindo etanol, acidos graxos volateis,
acido latico e CO,.

Segundo Woolford (1984), as enterobactérias, por tolerarem o calor
produzido na primeira etapa, iniciam o processo fermentativo, seguidas pelas
bactérias heterofermentativas. Esses dois grupos de microrganismos criam um
ambiente favoravel para as bactérias homofermentativas, que sdo viaveis em pH
abaixo de 5,0. A queda no pH sinaliza o final da fase anaerdbica inicial, que

geralmente ocorre entre 24 a 72 horas apds a ensilagem. A preservacdo da
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forragem no silo, normalmente, depende da atividade das bactérias laticas, as
quais fermentam acgucares produzindo acido latico e outros produtos. Em
condigdes adequadas, esse grupo de bactérias tende a crescer rapidamente e
produz compostos que inibem as demais bactérias (Reis et al., 2004).

Ao atingir o pH préoximo de 4,0, a populacao de bactérias ¢ inibida, os
processos de producdo de dcidos se interrompem e tem inicio a fase de
estabilidade, que se prolonga até que o silo seja aberto e a silagem volte a ter

contato com o oxigénio (Oliveira, 1998).

2.4 Silagem de Milho: Caracteristicas nutritivas

De acordo com Mechin (2000), se a silagem de milho ¢ confeccionada
corretamente, o fator palatabilidade ndo apresenta importancia, da mesma forma
os teores de nitrogénio apresentam pouco efeito nos critérios de avaliagdo
devido ao milho apresentar como caracteristica baixos teores em proteina. Vilela
(1998) evidenciou que os parametros normalmente empregados como critérios
de classificagdo da qualidade da silagem abrangem o pH, os acidos orgéanicos e
nitrogénio amoniacal como porcentagem do nitrogénio total.

Os principais parametros empregados para avaliagdo da composigdo
quimica-bromatologica sdo a porcentagem de fibra em detergente neutro (FDN),
a porcentagem de fibra em detergente acido (FDA), cinzas, extrato etéreo,
proteina, e, por diferenga, carboidratos ndo fibrosos (Nussio, 1990; Coors et al.,
1994). A porcentagem de FDN e de FDA, por se referirem a fibra, servem
também como indicativo do consumo e da digestibilidade, respectivamente, dos
materiais (Nussio, 1990). A degradagdo da parede celular da forragem esta
diretamente relacionada com a sua estrutura, com o tipo e propor¢des dos
constituintes quimicos presentes. A lignina, por exemplo, € parcialmente

solubilizada (solubilizagdo dos complexos carboidratos-lignina, demetilagdo,
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deidroxilagdo e reducdo da lignina) durante a degradacdo, além de limitar a
utilizacdo dos outros constituintes da parede (Baucher et al., 1998).

A digestibilidade ¢ a fracdo do alimento degradada no trato digestivo,
sendo a fragdo indigestivel excretada principalmente sob a forma de fezes. Pode-
se determinar a digestibilidade da dieta total (digestibilidade da matéria seca) e
de fracdes da dieta ou nutrientes isolados (digestibilidade da matéria organica,
da FDN, da FDA, de proteinas, minerais, aminoacidos, entre outros), havendo
varios métodos; digestibilidade in vivo, digestibilidade in situ ¢ digestibilidade in
vitro (Mahanna, 1994).

Na determinagdo da digestibilidade pela forma in vivo, o animal padrio
utilizado seria o ovino e, associado a digestibilidade poderia ser determinada a
ingestdo da MS, da matéria organica (MO) ou da FDN (Ferreira, 2003).
Entretanto, a determinagdo da ingestdo com o uso de ovinos para a simulacio de
consumo de bovinos apresenta pouco valor, ja que existem grandes diferencas
entre ambos, como exemplo, ao contrario dos bovinos, os ovinos apresentam
como caracteristica alta capacidade de selecdo (Berchielli et al.,, 2006). O
objetivo de experimentos de digestibilidade é obter de forma acurada, a
quantidade de alimento fornecido e a quantidade excretada em determinado
periodo de tempo (Merchen, 1988).

A digestibilidade in situ, método denominado como a técnica do saco de
nailon, dracon, poliéster ou degradabilidade in sacco ou in situ, propicia uma
estimativa rapida e simples da degradacdo dos nutrientes no rimen, além de
permitir o acompanhamento de degradagdo ao longo do tempo (Mehrez &
@rskov, 1977). Baseia-se no desaparecimento da amostra de alimento
acondicionada em sacos de nailon ou outro material sintético e incubados no
ramen por diferentes periodos de tempo.

Os métodos in vitro, teoricamente, devem ser capazes de representar o

processo de digestdo que ocorre no rimen, abomaso ou intestino para estimar
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quantitativamente a taxa e o grau de digestdo similar aos obtidos in vivo. Por
serem realizados no proprio animal, os experimentos in Vivo sdo considerados os
mais confidveis, apresentando, entretanto, certos inconvenientes, como
requerimento de grande quantidade de alimentos, nimero alto de repeti¢des € o
elevado custo analises ¢ mao de obra, fazendo com que aumente a procura por
métodos in Vitro, que propiciam a avaliagdo da digestibilidade a baixo custo e
curto prazo (Berchielli et al., 2006).

Segundo Holden (1999), Mabjeesh et al. (2000) e Santos et al. (2000), a
digestibilidade in vitro nos permite realizar a avaliagdo simultanea de um grande
numero de amostras. Permitindo, desta forma, redu¢do nos gastos com animais,
alimentos e mao-de-obra. Diferentes métodos podem ser utilizados para a
determinacdo da digestibilidade in vitro, mas metodologia desenvolvida por
Tilley & Terry (1963) que faz uso de liquido ruminal, é ainda a mais utilizada.
Existe também a determinacgdo da digestibilidade da parede celular (DINAGP —
ndo amido, ndo agucar soluvel e ndo proteinas) a partir do método NIRS
(Argillier & Barriére, 1996).

Como a digestibilidade ¢ uma das mais importantes caracteristicas de
qualidade de uma forragem, o percentual de matéria seca degradavel no rimen ¢
uma informacdo muito util e que pode ser utilizada para a escolha de uma
cultivar de milho para silagem (Oliveira et al., 1999).

Hunt et al. (1989) e Mahanna (1994) observaram, em seus trabalhos a
relacdo entre digestibilidade da silagem e o desempenho animal. Segundo
Barriére & Emile (2000), o fator determinante para o animal apresentar resposta
em nivel de producdo estd relacionado com a qualidade da planta, ou seja,
hibridos que proporcionem melhor digestibilidade da parede celular e,

consequentemente, alta ingestdo de MS.
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2.5 Silagem de Milho: Constituintes da parede celular

A parede celular ¢ formada pela parede primaria (PP), contém celulose,
hemicelulose, lignina, substancias pécticas e proteinas; pela parede secundaria
(PS) formada por celulose, hemicelulose e lignina, o que lhe confere resisténcia
e pela lamela média, constituida de substincias pécticas que cimentam células
adjacentes. A parede ¢ uma estrutura molecular complexa que recobre o
protoplasma vivo, o que permite a adaptacdo das plantas a quase todos os
microclimas do planeta (Cassab, 1998).

O principal componente da parede celular ¢ a celulose, constituida por
numerosos mondmeros de glicose ligados pelas extremidades. A celulose é o
polissacarideo mais abundante da parede celular. Sua unidade base ¢ a celobiose,
um dissacarideo formado por ligagdes 1 — 4 de dois residuos -
glucopiranosidio. Apresenta-se impregnada por outras substancias poliméricas e
nao ¢ digerida pelos animais que ndo possuem enzimas para quebrar as ligagdes
B, a excecdo dos animais herbivoros, que possuem bactérias e protozoarios
simbioticos que digerem a celulose em seus tratos digestorios (Wilson, 1993).

Os polissacarideos ndo celuldsicos mais abundantes encontrados na
natureza sdo as hemiceluloses. Ocorrem nas paredes celulares das plantas,
localizam-se dispostas entre celulose e lignina,. Sdo constituidos por polimeros
lineares ou ramificados, contendo entre dois a seis diferentes aglicares ou seus
derivados. Por meio de hidrolise, as hemiceluloses ddo uma mistura de hexoses
(glicose), de pentoses (xilose, arabinose) e de acido urdénico (acido glucordnico).
Desta forma, por apresentar heterogeneidade estrutural, existem diferengas entre
a composicao das hemiceluloses nas diferentes plantas (Moore-Landecker,
1996).

A pectina consiste essencialmente de acido galactorénico, e em
determinados pontos da sua cadeia, ocorre a substituigdo de arabinanos e

galacticopertanos. Os grupos acidos sdo combinados com ions de Ca e/ou éster

14



metil. Os polimeros de pectina estdo presentes em quantidades bastante baixas
nas plantas monocotiledoneas, particularmente nas gramineas (por volta de 10
g/kg de parede celular), enquanto que nas dicotiledoneas ¢ notadamente mais
elevada (por volta de 200 a 300 g/kg de parede celular) (Hatfield, 1989).

A lignina ¢ um limitante para a degradacdo da parede celular (Jung,
1989; Jung & Deetz, 1993). A deposicdo da lignina aumenta com a maturagao
fisiolégica e diminui a digestibilidade dos polissacarideos estruturais pelos
ruminantes (Terry & Tilley, 1964; Nascimento Junior, 1974; Hatfield, 1993;
Burns et al., 1997; Deschamps, 1999; Reis et al., 2001). A lignificagdo inicia-se
apos a fase de alongamento celular e concentra-se inicialmente na lamela média
e na parede primaria (PP). Apds essa fase de alongamento celular ela se difunde
na parede secundaria (PS). Devido a maior propor¢do de células digestiveis
presentes na PP e lamela média, as concentracdes de lignina s3o mais
importantes nessas duas regides do que nas PS. Porém, nesta ultima é que se
encontra a maior parte das ligninas (Baucher et al., 1998).

Lignina é um polimero derivado de unidades fenilpropandides
denominadas C¢C; ou, simplesmente, unidades Co, repetidas de forma irregular,
que tém sua origem na polimerizagdo desidrogenativa do alcool coniferilico.
Lapierre (1993) classificou a lignina em core e ndo core, com base em sua
susceptibilidade relativa a hidrélise. Lignina ndo core: consiste de compostos
fenolicos de baixo peso molecular, liberados da parede celular por hidrdlise, que
¢ representada por acidos p-hidroxicindmico ésteres-ligados. Lignina core:
consiste de polimeros fenilpropandides da parede celular, altamente
condensados e muito resistentes a degradagdo. Eles sdo compostos de unidades
p-hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila (S), em proporg¢des diferentes, de
acordo com sua origem. Sarkanem & Ludwig (1971), citados por Saliba et al.

(1999), observaram que a quantidade relativa da fracdo molar de aldeidos
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produzidos pela reagdo de oxidagdo com nitrobenzeno ¢ um indicador da
abundancia relativa das unidades Cy (H, G e S). Assim, numa classificacdo
inicial de ligninas segundo a presenca dessas unidades, tem-se que: ligninas de
madeiras duras, ou angiospermas, sdo formadas principalmente de unidades G e
S; ligninas de madeiras moles, ou gimnospermas, sdo formadas
fundamentalmente de unidades G; ligninas de gramineas compreendem G-S-H.
Porém, existem ligninas de certas espécies de gimnospermas e de gramineas que
apresentam abundéncia de G e S (Chen, 1991).

Ligninas de plantas herbaceas s@o do tipo S-G, sendo mais parecidas
com as ligninas de angiospermas que de gimnospermas (Sarkanen & Ludwig,
1971 citados por Saliba et al. (1999). Portanto, em uma conceituagdo mais
precisa, as ligninas sao classificadas nos seguintes grupos: Tipos G; G-S; ¢ H-G-
S (Chen, 1991; Pilo-Veloso et al., 1993). Em estudos realizados por Saliba et al.
em 1999, pode-se verificar que a lignina da folha do milho ¢ do tipo H-G-S.

Em plantas herbaceas, a lignina ndo pode ser definida apenas como
proveniente de derivados acidos fendlicos. Deve-se trabalhar com as defini¢oes
core e ndo core para descrever o material residual e os componentes acidos
hidrocindmicos liberados durante a hidrdlise. Assim, essas defini¢des, segundo
Ralph & Helm (1993), sdo convenientes para investigacdes dentro do aspecto
nutricional das forragens, bem como para comparar a composi¢do das plantas,
pois esta terminologia discute aspectos moleculares da estrutura da lignina.
Portanto, somente derivados do acido hidrocinamico, que estdo covalentemente
ligados aos polimeros da parede celular, sdo liberados durante a hidrolise,
constituindo a chamada lignina ndo core. Consequentemente, derivados de
acidos hidrocindmicos que compdem a lignina através de ligacOes inter-

resistentes a hidrolise, pela defini¢ao, constituem as ligninas core.
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As ligninas asseguram o bom funcionamento dos tecidos de sustentagdo
e de condugdo da seiva, além de proteger a planta contra agentes patdgenos, pois
a mesma constitui-se uma barreira fisicoquimica efetiva (Baucher et al., 1998).

O grau de lignificagdo da parede celular constitui igualmente um fator
limitante na digestibilidade das forragens (Baucher et al., 1998; Boudet, 2000).
Como a lignina estd ligada covalentemente & hemicelulose, e ndo a celulose,
esperar-se-ia que os efeitos negativos afetassem a primeira e ndo a segunda,
entretanto, a redugdo na digestibilidade da celulose pode acontecer como
resultado da acdo limitada das celulases sobre a celulose, porque os feixes de
celulose se apresentam dispersos em uma matriz de hemicelulose e lignina
(Jung, 1989).

O espessamento da parede celular e o aumento da area ocupada pelo
tecido vascular lignificado afetam negativamente a digestibilidade (Wilson,
1997; Brito et al., 1999). Parece que a concentracdo de lignina presente na
parede celular das forrageiras ndo ¢ suficiente para explicar determinadas
variagdes na digestdo de forragens ou em parte das mesmas (Morrison et al.,
1998; Deschamps, 1999).

De acordo com Morrison et al. (1998), Deschamps (1999) e Barri¢re &
Emile (2000), outros fatores além do teor em lignina influenciam na
digestibilidade, ou seja, o arranjo da lignina e seus precursores com os demais
componentes da parede celular, podem ser os responsaveis por boa parte das

limitagdes observadas na digestdo das forragens.

2.6 Silagem de Milho: Acidos fenélicos
Conforme Simoes et al. (2007), os compostos fendlicos sdo metabolitos
secundarios provenientes da via metabolica do acido chiquimico a partir de

carboidratos, ou pela via do acetatopolimalato que se inicia com a acetil-cenzima
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A ¢ malonil-coezima A. Em razio da grande diversidade de processos
metabolicos na formagdo de substincias fenolicas, é dificil estimar o teor
quantitativo nos tecidos das plantas de um modo absoluto (Evaristo & Leitdo,
2001). De acordo com Santos et al. (2001), a cada espécie vegetal estd associada
uma determinada familia de polifendis como prevalecente, cujos teores
aumentam com a idade e variam com o estagio de desenvolvimento das plantas.
As substancias fenolicas mais comumente encontradas em plantas sdo os acidos
fenolicos, flavonodides e taninos.

Os acidos fenodlicos t€ém como caracteristica o fato de apresentarem um
anel benzénico, um ou mais grupamentos carboxilico e um ou mais grupamentos
hidroxila e ou metoxila e outros substituintes na molécula (Soares, 2002).

A determinacdo de acidos fendlicos em amostras de forragens pode
oferecer informagdes importantes para a compreensao das limitagdes envolvidas
na digestdo ruminal da parede celular das espécies forrageiras, sendo a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) uma ferramenta adicional para a
determinacdo dos principais acidos fendlicos envolvidos na lignificagdo e na
interligagdo da lignina com os carboidratos da parede celular vegetal
(Deschamps & Ramos, 2002).

Lage (2009) cita que os acidos fenolicos sdo divididos em trés grupos, o
primeiro € composto pelos acidos benzdicos, que possuem sete atomos de
carbono (C6-C1) e sdo os acidos mais simples encontrados na natureza. O
segundo grupo é formado pelos acidos cindmicos, que possuem nove atomos de
carbono (C6-C3), sendo sete os mais comumente encontrados no reino vegetal;
os acidos: cinamico, o-cumarico, p-cumadrico, m-cumarico, caféico, ferulico e
sinapico. Como terceiro grupo tem-se as cumarinas que sdo uma classe de
metabolitos secundarios derivados do 4cido cindmico por cicliza¢do da cadeia

lateral do acido o-cumarico.
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Os acidos vanilinico, galico e elagico, derivados do acido benzdico sao
importantes na nutricdo de ruminantes, possuindo estreita ligacdo com a
composic¢do da lignina (Simoes et al., 2007). O acido cinadmico apresenta entre
seus acidos derivados os acidos p-cumarico, caféico e ferulico. Esses acidos
estdo diretamente envolvidos na associagdo da lignina com as hemiceluloses da
parede celular. O acido o-cumadrico também derivado do 4cido cindmico tem
distribuicdo restrita, mas ¢ importante por originar facilmente, através da
ciclizag¢do, a cumarina, que ¢ um constituinte freqiientemente responsavel pelo
odor nos vegetais (Simdes et al., 2007). Os acidos fenodlicos, principalmente os
acidos p-cumarico e ferulico agem como unidades precursoras na formacao da
lignina nas plantas (Brito et al., 2003).

Os acidos fenolicos, principalmente p-cumdrico e feralico, estdo
diretamente envolvidos na associa¢ao da lignina com as hemiceluloses da parede
celular. As principais formas de interagdo molecular estdo bem estabelecidas e
envolvem ligacdes éster e éter com os carboidratos e unidades condensadas da
lignina (Jung & Deetz, 1993). Alguns estudos histologicos tém demonstrado que
tecidos contendo lignina sdo pouco ou, praticamente, ndo degradados pelos
microrganismos do rumen (Akin, 1988). Entretanto, adicionalmente, alguns
tecidos nao lignificados também apresentam baixa digestdo ruminal. Este fato
pode ser justificado pela ligacdo destes tecidos com moléculas de baixo peso
molecular.

No colmo do milho enquanto ocorre aumento do 4cido p-cumarico com a
maturidade, o nivel de acido ferulico permanece constante (Chabbert et al.,
1994). As ligacdes de acido ferulico podem ser estruturalmente importantes
devido a intensificagdo das propriedades mecanicas das paredes celulares em
gramineas. O acido fertlico também esta envolvido na extensibilidade, pois o

mesmo causa um decréscimo na capacidade de extensdo da parede celular.

19



Segundo Jung (1989), o acido ferulico esta especificamente localizado entre as
fragdes da hemicelulose da parede celular, seja por ligacdes éster como éter.
Tem-se postulado que, nas plantas jovens, o complexo éster-acido fertilico esta
presente em locais iniciadores para a polimerizagao da lignina (Morrison et al.,
1998). Com o envelhecimento dos tecidos, inicia-se maior deposi¢do de acido p-
cumdrico éterificado e esterificado. O acido ferulico ¢ incorporado dentro da
parede celular em taxas mais elevadas no inicio do estadio de lignificacdo (Jung

& Allen, 1995).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais utilizados, local e instalagédo do experimento

Quatro cultivares de milho para silagem (BM2202, BRS3003, EMG501,
30F90), indicadas pelo Ensaio Nacional de Avaliacdo de Milho para Silagem
(ACMS), foram cedidas pelas respectivas empresas Biomatrix; Embrapa Milho e
Sorgo; Agenciarural (Agéncia Goiana de Desenvolvimento Rural e Fundidrio);
Pioneeer. As cultivares s3o de ciclo precoce e produzem graos semi-duros, com
exce¢do da cultivar EMGS501, cujo tipo de grio é dentado ou mole. O
experimento foi instalado em &area de plantio no Setor de Zootecnia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), estando a cidade de Lavras situada na
regido Sul do Estado de Minas Gerais, a 21°14" de latitude sul e 45° 00" de
longitude oeste, a uma altitude média de 918m acima do nivel do mar. O clima
do municipio se caracteriza como Cwb (classificagdo de Koppen), com
temperatura média de 22,5°C no més mais quente e¢ 15,8° no més mais frio,
sendo a temperatura média anual de 19,4°C. A precipitacio média anual é de
1530 mm, a evaporagdo total no ano ¢ de 1034,3 m e a umidade relativa média
anual ¢ de 76,2% (Brasil, 2008).

O plantio, mecanizado, foi realizado no dia 10 de dezembro de 2007.
Formou-se, para cada uma das cultivares, quatro linhas com tamanho médio de
100 m lineares cada linha, espagadas de 0,80m, prevendo-se uma densidade de
55000 plantas por hectare. No momento da semeadura, foram aplicados nas
linhas, 400 kg/ha da formula¢ao 08-28-16 + 0,5% de Zn. Foram realizadas duas
adubagodes de cobertura com 200 kg/ha da formula 30-00-20. A primeira em
14/01/2008, apos as plantas terem atingido quatro a cinco folhas e a segunda em
24/02/2008, quando as plantas ja estavam com oito a nove folhas. No dia
seguinte ao plantio, foi realizada a aplicacdo de herbicida pds-plantio e no

decorrer do ensaio, foram efetuados os controles de ervas - daninhas, de pragas e
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doengas tdo logo surgiam os primeiros indicativos da necessidade dessas

praticas.

3.2 Producéo das silagens e preparo das amostras

Previamente ao corte foi realizada, no dia 10 de marco de 2008, a
avaliacdo da lavoura quanto ao desenvolvimento das plantas e, na semana
seguinte, em 20/ 03/08, avaliou-se as espigas quanto ao enchimento e
consisténcia dos graos. O corte foi realizado de modo mecanizado, nos dias 24 ¢
25 do més de margo de 2008, seguindo-se o critério de acompanhamento visual
da evolucdo da linha de leite nos grdos centrais das espigas com mais de 1/3 do
grdo (Oliveira et al., 1998; Cruz et al., 2005)

Para o estudo morfolégico das camadas estruturais, foi retirada, em trés
plantas coletadas, aleatoriamente, nas linhas centrais de plantio de cada hibrido,
a fracdo de 5 cm dos colmos, cortados a 20 cm abaixo do ponto de insercdo da
espiga principal, que foram colocados em sacos plasticos identificados, ficando
armazenados em caixa de isopor com gelo. Nesta mesma operagdo, foram
retirados, em cada folha localizada, imediatamente, abaixo do ponto de insergao
da espiga principal, cinco centimetros de lamina foliar, cortada a 20 cm da
bainha de inser¢o, que foram colocadas em microtubos identificados, contendo
solucdo fixativa (paraformaldeido 2% mais glutaraldeido 25%) que ficaram
também armazenados nas mesmas condi¢des. As amostras de colmos e de folha
foram encaminhadas ao laboratério de microscopia para serem preparadas para
observacao aos microscopios eletrénicos de Transmissdo, conforme metodologia
de Bossola & Russell (1998). Entretanto, as amostras de colmos foram perdidas
devido a problemas na conservacdo sob refrigeragdo, tendo sido feitas, somente
a preparacdo e a observacdo das amostras das folhas, no Laboratorio de
Microscopia Eletronica e Analise Ultra-estrutural (LME) do Departamento de

Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras.
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Seguindo a metodologia dos autores citados, o limbo foliar,
desprezando-se a nervura central, a 20cm da bainha, foi cortado,
transversamente, em pedagos de Imm’ e, para cada cultivar, dois pedacos de
cada lado do limbo foliar foram armazenados em microtibulos contendo solugdo
fixativa (Karnovsky’s modificado), pH 7,2 por um periodo de 24 h, lavados em
tampao cacodilato (trés vezes de 10 min), pds-fixados em tetroxido de dsmio 1%
em agua por 1 hora, lavados duas vezes por 15 min em dgua destilada,
transferidos para solucdo a 0,5 % de acetato de uranila durante 12h a 4°C e em
seguida, lavados novamente em agua destilada e desidratados em gradiente de
acetona (25, 50, 75, 90 e 100 % por trés vezes). Em seguida, o material foi
incluido em gradiente crescente de Spurr/acetona 30 % (8h), 70 % 12 h e 100 %
duas vezes por 24 h cada, sendo as amostras de cada cultivar montadas em
moldes e colocadas para polimerizar em estufa a 70°C por 48 h (Bossola &
Russell (1998).

Os blocos obtidos foram levados a um aparelho de “Trimming” para a
retirada dos excessos. Em seguida, sec¢des semifinas (0,85um) foram cortadas
usando-se um ultramicrotomo Reichrt-jung (ultracut E), com o auxilio de
navalha de diamante. Os cortes semifinos foram coletados com anel de ouro,
colocados em laminas de vidro, coloridos com azul de toluidina (1g azul de
toluidina, 1 g borato de sédio e 100 mL &gua), filtrados em filtro Millipore
(0,2um) e montados permanentemente em meio Permalt. As sec¢des foram pos-
contrastadas em acetato de uranila, seguido por acetato de chumbo por 3 min
cada e, em seguida, examinadas em microscopio eletronico de transmissdo Zeiss
EM 109 a 80 kv. Finalizando o estudo, a captura das imagens foi através de uma
camara Canon PC1200 sobre um microscopio Olympus BX41, utilizando a
aproximagdo de 40 X, no Laboratorio de boténica da Universidade Federal de

Juiz de Fora.
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As demais plantas de cada cultivar foram picadas com ensiladeira da
marca Nogueira, modelo JF90, acoplada ao trator, regulada para corte de 30 mm.
Parte do material ficou armazenado em silos de laboratorio construidos em tubos
de polietileno com 40 cm de altura e 9,75 cm de didmetro, outra parte foi
ensilada em tambores plastico (bombonas) com valvula tipo Bunsen adaptadas
na tampa para a eliminacdo de gases, com capacidade aproximada para 150 kg
de forragem verde picada. As referidas bombonas foram mantidas em galpao no
Departamento de Zootecnia da UFLA para posteriores estudos de consumo e
desempenho, cujos resultados ndo compdem o presente trabalho.

Os silos de laboratorio foram encaminhados ao Laboratério de
digestibilidade do Centro Nacional de Pesquisa em Gado de Leite em Coronel
Pacheco — MG e, decorridos 71 dias da ensilagem, foram abertos no dia 05 de
junho de 2008. A por¢do do terco superior foi descartada e o restante do material
homogeneizado e retirado duas amostras de, aproximadamente, 500 g em cada
silo. Parte da primeira amostra foi acondicionada em saco de papel, identificadas
e colocadas em estufa de ventilagdo for¢ada a 60°C durante 72 horas. A outra foi
levada a prensa hidraulica para a extracdo do extrato aquoso, medindo-se,
imediatamente o pH e retirou-se uma aliquota de 10ml que foi colocada em
frasco plastico, ficando devidamente armazenada a -10°C para posterior
determinacdo de N-NH; A segunda amostra foi usada no estudo do tamanho
médio de particula (TMP), com base na metodologia da estratificacdo em
peneiras pelo método New Penn State Forage Particle Size Separator, descrito
por Heinrichs & Kononoff (2002).

3.3 Andlises quimico-bromatoldgicas das silagens
As amostras secas em estufa de ventilagdo forgada das respectivas
silagens foram moidas contra peneira de malha de 1 mm em moinho do tipo

Wiley, para determinagdo das seguintes variaveis; concentracdo de 4acidos
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fenodlicos, segundo metodologia proposta por Deschamps & Ramos (2002);
matéria seca em estufa a 105° C por 8 horas; fibra insolivel em detergente
neutro (FDN) e fibra insolivel em detergente acido (FDA), conforme método
proposto por Soest & Robertson (1985); proteina bruta, pelo método Kjeldahl
(AOAC, 1990); digestibilidade verdadeira in vitro da matéria seca (DIVMS), da
FDN (DIVFDN) e da matéria organica (DIVMO), determinado com base no
método ANKOM®™ Fiber Analyser (ANKOM Tecnology Corporation), descrito
por Holden (1999). Através de método indireto desenvolvido por Argillier et al.
(1998), a digestibilidade da parede celular (DPC) onde se coloca em hipdtese
que a fracdo ndo FDN ¢ completamente digerida ¢ a equagdo (DIVPC =
100x(DIVMS-(100-NDF))/NDF) ¢é baseada nos teores de FDN e na DIVMS.
Conforme os autores, determinacdo da DPC apresenta algumas falhas, como
exemplo, o fato que nem toda proteina ¢ amido sdo digeridos no rumen e
intestinos.

As amostras do extrato aquoso foram obtidas pela extracdo por meio de
prensa hidraulica, conforme metodologia descrita por Kung Junior et al. (1984).
Os valores do pH das silagens foram medidos nos respectivos extratos de cada
amostra, por meio de leitura em equipamento digital. Parte do extrato foi
filtrado, centrifugado e pipetado e para determinacdo nitrogénio amoniacal

(Chaney & Marbach, 1962).

3.4 Extra¢do dos compostos fenodlicos nas silagens

As extragdes dos compostos fendlicos das forragens foram feitas no
Centro de Analise e Prospec¢do Quimica (CAPQ/UFLA). Amostras das silagens
foram moidas contra peneira de malha de 1 mm em moinho do tipo Wiley e
aproximadamente 2,0 gramas de cada silagem foram acondicionadas em

saquinhos de nylon medindo 5 x 7 cm. Os saquinhos foram colocados para
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agitagdo em um litro de solucdo de metanol 80% por duas horas. Apds esse
periodo, foram lavados com agua destilada e deixados secar em estufa 60° C. Os
padrdes dos acidos fenodlicos utilizados foram: vanilina (Sigma), acido caféico
(Sigma), acido ferulico (Aldrich) e acidos para-cumarico (Sigma), meta-
cumadrico e orto-cumario (Fluka). Como fase moével para separacao dos acidos
fendlicos foi utilizado o solvente metanol (Merck) grau HPLC e a solugdo a 2%
de 4cido acético (Merck). A 4gua ultrapura utilizada no preparo da fase movel
foi obtida a partir da purificacdo no sistema Milli-Q (Millipore).

A solubilizacdo dos acidos fenolicos nas amostras das silagens das
quatro cultivares foi realizada com base na literatura (Deschamps & Ramos,
2002): 50,0 mg de amostra foram submetidas a extragdo em um tubo de ensaio,
com 5,0 mL de NaOH 1,0 mol L' por 24 horas. Em seguida, o material foi
filtrado em cadinho poroso contendo filtro de 13 de vidro (fibra média) e lavado
com agua ultrapura, sendo o filtrado acidificado para pH 2,5 utilizando solugdo
de HCI:H,O (1:1 V/V). O volume final foi ajustado para 10,0 mL com agua
ultrapura, sendo retirados 2,0 mL para posterior analise. Apds uma noite em
geladeira, o material foi centrifugado e filtrado em membrana de polietileno
(Millipore) com 0,45 um de poro sendo que 20 pL desta solucdo foi injetada no
sistema de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UFLC).

O material foi centrifugado em centrifuga marca Sigma modelo 3k30
com 1.000 rotagdes por minuto com tempo total de 5 minutos. As analises
cromatograficas foram realizadas em um sistema UFLC Shimadzu equipado
com uma bomba binaria (Shimadzu modelo 9012), um injetor automatico
(Shimadzu modelo 9012) e um detector DAD (Shimadzu modelo 9012) com
comprimentos de onda fixados em 225 e 330 nm sendo que a melhor resposta foi
obtida no comprimento de onda de 330nm.

As amostras foram injetadas em uma coluna LC Schim-pack CLC-ODS

(150 x 4,6 mm, 5 pm) marca SHIMADZU conectada a uma pré-coluna analitica
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LC Schim-pack CLC-ODS (1,0 cm x 4,0 mm, 5 um — SHIMADZU). A fase
moével utilizada foi composta pelos solventes: metanol 100% grau HPLC
(solvente A) e solugdo de acido acético 2% (solvente B). As andlises foram
feitas com tempo total de 20 minutos em um sistema do tipo gradiente ¢ a
composicdo da fase movel otimizada estd representada na Tabela 1. O fluxo

utilizado em todas as analises foi de 1,1 mL min™ e a inje¢éio 20 uL.

TABELA 1 Composi¢do do gradiente da fase mével

Tempo (minutos) Solvente A (%V/V) Solvente B ( % V/V)
0:01 33 67
05:00 33 67
10:00 55 45
15:00 33 67
20:00 33 67

Solvente A: metanol 100% grau HPLC; Solvente B: acido acético 2%.

Os é4cidos fenolicos foram identificados através da comparagdo dos
tempos de retencdo obtidos com solugdes padrio analisadas nas mesmas
condigdes. A adi¢do de padrdes as amostras também foi usada como parametro
de identificacdo. Foram determinados neste estudo a concentracao, em ug/mg de
MS, dos 4cidos fendlicos relacionando-se as areas dos picos de cada acido,
obtidas por meio de andlises cromatograficas de cada amostra, com o perfil

cromatografico e as curvas analiticas dos acidos.
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3.5 Analises Estatisticas

Para os dados obtidos nas analises bromatologicas e na determinagdo da
concentragdo de acidos fenodlicos foi utilizado delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repetigdes, de acordo com o modelo estatistico: Y= U
+ I; + &jj em que:

11341 113428

Yij = observagdo referente ao hibrido “1” na repeticdo “j”;

M = média geral;

i = efeito do hibrido “i”, comi=1, 2, 3, 4

ej = erro experimental independente associado a todos os valores
observados, com distribui¢do normal de média zero e variancia o°, com j=

1,2,3,4..

Os dados coletados foram submetidos a analise de varidncia e as médias

dos tratamentos comparadas pelo Teste Tuckey no nivel de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Valor nutritivo das silagens

Para teor de matéria seca, proteina bruta, pH, ¢ N-NH; nas silagens,
observou-se efeito de tratamentos (P<0,05), os teores médios de MS das silagens
(Tabela 2) foram estatisticamente diferentes, abaixo do considerado ideal e
variaram de 25,06 para a cultivar 30F90 a 29,30% para a cultivar BRS 3003. O
corte das plantas de milho para ensilagem foi realizado aos 100 dias apds
emergéncia, tendo como base a avaliagdo visual das espigas em relacdo a linha
de leite e consisténcia dos graos. Sabendo que o grdo endurece de cima para
baixo e o limite entre a parte mais endurecida e aquela mais pastosa ¢ bem nitido
(Oliveira, 1998), e, baseado na avaliacdo de campo, inferiu-se que as cultivares
estariam com teor de matéria seca ideal para ensilagem, entre 30 a 35%, o que

ndo foi confirmado na andalise bromatologica.

TABELA 2 Valores de matéria seca, proteina bruta, de pH e nitrogénio
amoniacal das silagens produzidas com as quatro cultivares de

milho.
Variaveis Cultivar EPM p
BM2202 BRS3003 EMGS501 30F90
MS (%) 28,40 ba 2930 a 26,90 b 25,10¢ 0,44 0,01
PB (%) 6,70 b 6,90 b 6,95 ba 740 a 0,11 0,04
pH (%) 3,56 ba 353D 357 ba 358 a 0,01 0,03

N-NH; (g/100g)  16,40c 22,70 a 1820 b 2190 a 0,33 0,01

Meédias seguidas de letras iguais nas linhas, ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste Tuckey (P>0,05).

O maior teor de PB (Tabela 2) foi de 7,4% (P<0,05), observado na
silagem da cultivar 30F90 dentro da média relatada na literatura. Normalmente,
na silagem de milho, planta inteira, varia de 6 a 9%, com média ao redor de 7 a

7,5% (Pionner, 1993).

29



Segundo Barriére et al. (2003), as plantas de milhos sdo caracterizadas
pelos seus altos teores em energia (principalmente amido) e baixos teores em
PB, os quais podem ser influenciados por fatores agrondémicos tais como
fertilizagdes insuficientes e/ou mal utilizadas, e também por fatores genéticos,
onde os hibridos mais modernos sdo caracterizados por apresentar baixos teores
de PB. Porém, ¢ fundamental salientar que, conforme Nussio (1996), plantas de
milhos com teores de PB acima de 8% sdo caracterizadas como de &tima
qualidade. Embora as variedades de milho sejam caracterizadas por baixos
teores em PB, ¢ importante conhecer o nivel protéico da planta de milho ou da
silagem.

O valor médio de pH (Tabela 2) observado nas silagens das cultivares foi
de 3,5 (P<0,05), com a cultivar BRS 3003 apresentando menor que as demais
(P<0,05). A despeito do teor de matéria seca, pouco abaixo do considerado ideal,
sdo niveis de acidez indicativos de boa fermentagdo e de producdo dos acidos
conservantes do material ensilado. O pH € um dos pardmetros que permite fazer
inferéncias sobre a extensao do processo de fermentacdo (Reis & Jobim, 2001).

Referindo-se ao processo de fermentagdo, os mesmos autores
comentaram que as bactérias laticas crescem ativamente por 1 a 4 semanas,
baixando os valores de pH, normalmente, para valores entre 3,8 e 5,0,
dependendo do contetido de umidade da cultura, capacidade tampao e contetido
de agticar. Uma vez que os valores de pH baixam a niveis suficientes para inibir
o crescimento de microrganismos, ou o substrato tenham se exaurido, as
bactérias laticas tornam-se inativas e sua populagdo diminui lentamente (Rotz &
Muck, 1994). Borges (1995) comentou que apdés um dia de fermentagdo, as
bactérias laticas ja estdo ativas e grande parte do acido latico ¢ formado,
reduzindo, consequentemente, o pH do meio; entre 7 ¢ 14 dias a estabilidade da

silagem ¢ atingida e as alteragdes que ocorrem a partir dai sdo insignificantes.
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Com relagdo a proporgdo de N-NH; determinada nas silagens (Tabela 2),
obteve-se uma variagdo entre 14,5 a 22,75 g/100g, tendo sido maiores (P>0,05)
nas silagens das cultivares BRS 3003 (22,75 g/100g) e 30F90 (21,87 g/100g),
indicativo de maior protedlise durante o processo fermentativo. Vilela (1998)
evidenciou que os parametros normalmente empregados como critério de
classificagdo da qualidade da silagem abrangem o pH, os 4cidos organicos e o
N-NH; como porcentagem do nitrogénio total.

Os valores de N-NHj; encontrados nas silagens das cultivares estudadas
neste trabalho foram superiores aos, considerados por Silveira (1975) como
indicativos de silagens qualitativamente adequadas, niveis entre 11 a
12,0g/100g. No entanto, a produgdo de NH; como medida de proteolise, apesar
de utilizada por autores, ¢ considerada um critério errado por McDonald et al.
(1991), ja que o N-NH; livre pode ser utilizado para a formacdo de amidas e
grande protedlise pode ocorrer sem um significante aumento no contetido de N-
NH;, sendo seu nivel somente um indicador da posterior quebra de aminodacidos.

O tamanho das particulas (Tabela 3) obtidas no corte da cultivar BM202
apresentou menor (P<0,05) percentual de retengdo na Peneira 1 (11,56%),
enquadrando-se na faixa de 10 a 15%, entretanto ndo diferiu significativamente
das cultivares BRS 3003 e EMG501. A cultivar 30F90 apresentou o maior valor
(23,82%) de retengdo na Peneira 1 (P>0,05).

O estudo do tamanho de particulas indicou correta picagem das plantas
durante a ensilagem, considerando-se as faixas definidas no método para as trés
peneiras, as cultivares BM2202 e BRS3003 foram as que melhor se
enquadraram. Os demais hibridos tiveram maiores percentuais de retengcdo na
peneira superior, porém, deve-se considerar que os valores sugeridos no estudo
foram desenvolvidos com silagens de milho produzidas com hibridos norte-

americanos. Os hibridos normalmente empregados para silagem no Brasil,
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incluindo os utilizados no trabalho, foram desenvolvidos para a producdo de
graos (Oliveira et al., 2003; Cruz et al., 2005), tendo mais fibra para evitar o
tombamento e talvez esse excesso de fibra ou fibra mais resistente, quando
comparado com os hibridos americanos, tenha resultado numa maior
percentagem de particulas grandes se acumulando na peneira superior.

Nas Peneiras 2 e 3, os tamanhos de particulas das quatro cultivares
mostraram-se dentro das faixas de retencdo estabelecidas. Sendo observado, na
peneira 2, o menor (P<0,05) valor de retengdo na silagem da cultivar 30F90
(34,41%), correspondendo particulas entre 7,9 a 19,0 mm e, na Peneira 3, a

cultivar EMG501, apresentou valores menores que 7,9 mm (37,79%).

TABELA 3 Percentual de particulas das silagens de milho retidas nas peneiras.

Cultivar BM2202 BRS3003 EMG501 30F90 EPM P
“Peneira 1 11,56 a 16,75b a 20,40ba 23,82 b 2,31 0,01
(10a 15 %)

Peneira 2 47,49¢ 36,83cb 40,99 b 3441 a 1,29 0,01
(40 a 50%)

Peneira 3 40,32ba 45,20b 37,79 a 41,14b a 1,72 0,06
(40 a 50%)

*Peneira 1: particulas maiores que 19 mm; Peneira 2: particulas entre 7,9 a 19
mm; Peneira 3: particulas menores que 7,9 mm. Médias seguidas de letras
iguais nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tuckey
(P>0,05).

Tamanhos de particulas mais reduzidos podem favorecer a fermentagao,
facilitando a compactagdo, promovendo maior superficie de contato entre
substrato com as bactérias fermentadoras, levando a maior produgdo de lactato e
queda rapida de pH (Aguiar et al., 2000; Balsalobre et al., 2001). McDonald et
al. (1991) apontaram que quando o tamanho de particula ¢ inferior a 20 — 30 mm
pode haver efeitos positivos sobre a disponibilidade de carboidratos soluveis e,

consequentemente, estimulo ao crescimento de bactérias laticas.
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As cultivares BRS3003, 30F90 ¢ BM2202 (Tabela 4) foram as que
apresentaram maiores teores de amido (22,8; 20,3 e 19,0% respectivamente)
diferindo (P<0,05) da cultivar EMG501 com menor teor (14,0%). Considerando
o momento em que as plantas de milho foram colhidas para a ensilagem, tendo
como base a textura dos grdos, o maior teor de amido observado na silagem
BRS3003 pode ser associado com os menores valores de FDN (58,2 %) e de
lignina (4,3%), o que pode ser atribuido a alta producdo de grios da cultivar.
Ferreira (2001) comenta que, dependendo da participacdo de graos na planta, os
teores de FDN e de FDA podem decrescer a medida que a planta evolui do
estadio de grio leitoso para o estadio de maturacdo fisiologica. Portanto, o
aumento da participagdo de grdos tem efeito diluidor do teor de fibra, mesmo

sendo este crescente na parte vegetativa da planta.

TABELA 4 Composi¢do quimica e valores de digestibilidade in vitro da fragdo
fibrosa das silagens produzidas com as quatro cultivares de milho.
Valores com base na matéria seca.

Variaveis Cultivar
BM2202 BRS3003 EMGS501 30F90 EPM P
Amido (%) 19.0ba 22,8 a 14,0b 203ba 1,79 0,03
FDN (%) 604ba 582 b 655 a 60,6ba 1,63 0,05
FDA (%) 326 a 30,0 a 328 a 328 a 1,04 0,20
Lignina (%) 57 a 43b 5,1ba 57 a 0,29 0,02

DIVMS (%) 569ba 612 a 56,4 b 59,0 ba 1,09 0,04
DIVMO (%) 559ba 60,3 a 552 b 57,5ba 1,15 0,04
DIVFDN (%) 453 a 489 a 48,7 a 48,6 a 1,12 0,11
"DIVPC (%) 28,7 a 33,1 a 335 a 323 a 1,52 0,16
* Estimado conforme Argillier et al. (1998). Médias seguidas de letras iguais
nas linhas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tuckey (P>0,05).

O menor valor de FDN (58,2 %) e de lignina (4,3%) da cultivar
BRS3003 (P<0,05), apresentados na Tabela 4, correspondeu ao maior valor de
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DIVMS (61,2%) e de DIVMO (60,3 %). Porém, ndo foram observadas
diferencas (P>0,05) nos valores de digestibilidade entre as cultivares, apesar dos
niveis de lignina terem apresentados diferencas estatisticas. Segundo Soest
(1994), teores de FDN superiores a 55% da MS s3o negativamente
correlacionados com o seu consumo ¢ digestibilidade. Em silagens, a
digestibilidade ¢ influenciada pelas caracteristicas da forragem no momento do
armazenamento e por mudangas que ocorrem durante a fermentagdo (McDonald,
etal., 1991).

Segundo Barriére et al. (1998), a digestibilidade da parede celular
depende, em parte, das suas caracteristicas intrinsecas, principalmente do teor de
lignina, as quais definem a sua susceptibilidade a degradagdo microbiana.
Entretanto, os valores de FDN (65,4) e de DIVMS (56,4%) na cultivar EMG501
foram, respectivamente, os limites maximos ¢ minimos observados entre as
silagens (P<0,05), sem que o teor de lignina diferisse estatisticamente (P>0,05)
do observado na cultivar BRS3003 (Tabela 4).

No presente trabalho ndo foram observadas diferengas (P>0,05) na
DIVFDN, assim como nos valores estimados de DIVPC entre as silagens,
sugerindo que outros fatores além dos conteudos de parede celular estdo
intimamente envolvidos com os teores de digestibilidade, isto é, os teores de
ligninas e suas possiveis ligacdes com moléculas de baixo peso. Mechin et al.
(2000), trabalhando com diferentes linhagens de milho, n3o observaram
diferencas entre os teores de lignina para as linhagens W117, F2 e F251, mas
observaram diferencas entre estas linhagens para os teores de digestibilidade da
parede celular de 10 a 12 unidades percentuais. Os autores sustentaram a teoria
de que diferengas na digestibilidade podem ser mais bem explicadas pelos tipos

de ligagoes existentes entre as ligninas e hemiceluloses.

34



4.2 Quantificacdo dos acidos fendlicos nas silagens

A quantificagdo foi realizada pelo método da curva analitica obtida por
regressdo linear sendo cada ponto (concentragdo) a média de trés repetigdes.
Observou-se a perfeita separagdo de todos os compostos, em especial das formas
isoméricas do acido cumadrico (orto, meta e para). A Figura 1 ilustra o perfil
cromatografico da solugdo padrio dos 4cidos fendlicos (5,0 x 10* mol L™):
acido caféico, vanilina, acido p-cumarico, acido ferulico, acido m-cumarico e o-

cumdrico com deteccao espectrofotométrica obtidos apds a inje¢ao de 20 L.

Area (mvolts)

N

5.0 10.0 15.0 20.0
Tempo (minutos)

o
o

FIGURA 1 Cromatograma dos padrdes dos acidos fenélicos (5,0 x 10 "' mol L’
": 1- 4cido caféico (tr : 7,2 min.); 2 — Vanilina (tr : 9,1 min.); 3 —
acido para-cumarico (tr : 10,6 min.); 4 — acido fertlico (tr : 11,0
min.); 5 — acido meta-cumarico (tr : 12,1 min.); 6 — 4cido orto-
cumarico (tr : 13,3 min.).
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Os perfis cromatograficos dos acidos estudados nas silagens das quatro
cultivares podem ser observados nos respectivos cromatogramas (Figuras 2; 3; 4

eS).

2.7&;
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FIGURA 2 Cromatograma da amostra de silagem de milho da cultivar
BM?2202. Identificacdo dos picos: 1= vanilina; 2 = acido p-
cumarico; 3 = acido fertlico; 4 = acido meta-cumarico; 5=
acido orto-cumarico.

36



1.257
1.004
0.757

0.50

Area (mvolts)

0.25-

0.007

L S S B S A L
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0
Tempo (minutos)

FIGURA 3 Cromatograma da amostra de silagem de milho da cultivar
BRS3003. Identificacdo dos picos: 1= vanilina; 2 = 4cido p-
cumarico; 3 = acido fertlico; 4 = acido meta-cumarico; 5= acido
orto-cumarico.
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FIGURA 4 Cromatograma da amostra de silagem de milho da cultivar
EMG501. Identificagdo dos picos: 1= vanilina; 2 = acido p-
cumarico; 3 = acido fertlico; 4 = acido meta-cumarico; 5= acido
orto-cumarico.
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FIGURA 5 Cromatograma da amostra de silagem de milho da cultivar 30F90
Identificacdo dos picos: 1= vanilina; 2 = acido p-cumédrico; 3 =
acido ferulico; 4 = acido meta-cumarico; 5= acido orto-cumarico.

Os picos referentes aos acidos ferulico, o-cumadrico, p-cumarico e
vanilico, representados nos graficos, foram detectados de forma regular em
todas as amostras analisadas, sendo por isso, os discutidos neste estudo.

Houve diferencas (P<0,05) entre as silagens das quatro cultivares para o
conteudo dos 4acidos fertlico, o-cumadrico, p-cumadrico, vanilico bem como no
total dos acidos estudados. Na Tabela 5, observa-se os maiores niveis P<0,05)
nas silagens das cultivares BM2202 e 30F90 e os menores (P<0,05) na cultivares

EMGS501 e BRS3003, o que pode ser associado ao observado entre os teores de
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lignina. Santos et al. (2001) comentaram que, normalmente, a cada espécie
vegetal estd associada uma determinada familia de polifenois como os mais

importantes, cujos teores variam como desenvolvimento vegetativo das plantas.

TABELA 5 Concentragdes em (ug/mgMS) de acidos fendlicos nas silagens
produzidas com as quatro cultivares de milho.

Variaveis Cultivar

BM2202 BRS3003 EMG501 30F90 EPM P
Ac. Fertilico 23,32 a 7,05 b 7,33 b 20,95 a 1,01 0,01
Ac. 0-Cumarico 2,69 a 0,18b 0,23 b 1,91 a 0,19 0,01
Ac. p-cumdrico 17,83 a 2,88b 4,05b 7,81 a 3,11 0,05
Ac. Vanilico 2,57 a 0,44 b 0,46 b 2,22 a 0,12 0,01
Total 46,41 a 10,55b 12,07 b 4289 a 3,54 0,01

Médias seguidas de letras iguais nas linhas, ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste Tuckey (P>0,05).

Neste trabalho, os valores extremos maximos € minimos observados nos
contetidos dos acidos fendlicos podem ser explicados, possivelmente, por
aspectos de precocidade relacionados ao ciclo de desenvolvimento das plantas as
quais, excetuando a cultivar EMG501, s3o todas de ciclo precoce. Apesar de
todas as plantas terem sido cortadas aos 100 dias apds germinagao e tendo como
referéncia a avaliacdo visual dos grios nas espigas em relacdo a linha de leite, e
a textura dos grdos, as cultivares BM2202 e 30F90, considerando-se seus
maiores valores de acido fertlico, mostraram ter desenvolvimento ainda mais
precoces.

Dos acidos fendlicos, principalmente os acidos p-cumarico e fertlico
agem como as unidades precursoras na formacao da lignina na plantas (Brito et
al., 2003). Tem-se postulado que, nas plantas jovens, o complexo éster/acido
ferulico se constitui em sitios iniciadores para a polimerizacdo da lignina
(Morrison et al., 1998). Com o envelhecimento dos tecidos, inicia-se maior

deposicdo de acido p-cumarico éterificado e esterificado (Jung & Allen, 1995).
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O acido cindmico apresenta entre seus derivados os acidos p-cumarico,
cafeico e ferulico, que estdo diretamente envolvidos na associagdo da lignina
com as hemiceluloses da parede celular (Lage, 2009). Simdes et al. (2007) citam
que o acido vanilico é obtido apds hidrélise acida de folhas de gimnospermas e
angiospermas, possuindo estreita ligagdo com a lignina.

A silagem da cultivar BRS3003 apresentou as menores concentracdes
(P>0,05) de éacido ferulico (7,05 pg/mgMS) e de 4cido p-cumarico (2,88
ng/mgMS) o que pode comprovar os resultados referentes aos teores de lignina
(4,33%) e, consequentemente, ratificar a maior DIVMS (61,20%), sem,
contudo, terem sido observadas diferengas (P>0,05) na DIVPC. Os valores
observados na concentragdo de acido feralico e na DIVMS da cultivar BRS 3003
confirmam a correlagdo positiva (Tabela 6) encontrada entre o acido ferulico
com a DIVMS (r = 0,51), corroborando com o que foi postulado por Morrison et
al. (1998) sobre o acido ferulico como iniciador da polimerizagdo de lignina em
plantas jovens. Entretanto, a silagem da cultivar EMG501 apresentou um
conteudo de acido fertlico (7,33 ng/mgMS ) estatisticamente semelhante ao da
cultivar BRS3003, porém com DIVMS (56,44%) menor (P<0,05) que o da
cultivar BRS3003 e semelhante (P>0,05) as demais cultivares. Destaca-se
também que as concentragdes de acido ferulico das cultivares BM2202 (23,32
pg/mgMS) e 30F90 (20,95 ng/mgMS) foram os maiores (P<0,05) e os valores
de DIVMS nao diferiram (P>0,05) do observado na cultivar EMG501.

Buxton & Russel (1988), citaram que as concentragdes de lignina, acidos
fenolicos e de acido p-cumarico tém sido demonstradas como constituintes da
parede celular que apresentam correlacdo negativa com a digestibilidade da
fibra. Ferreira (2003), avaliando a composi¢do quimica-bromatologica e
digestibilidade de hibridos de milho, verificou, em seu estudo, que o acido p-

cumarico foi negativamente associado com os valores da DIVMS (r = 0,93).
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TABELA 6 Coeficientes de correlagdes da composicdo quimica-bromatoldgica
e digestibilidade de silagens produzidas com quatro cultivares de

milho.

Ac.p-C® Ac.Fe’ Ac.0-C* Ac.Van® TAcF"
MS ! -0,3996  -0,3822 -0,0399  0,1462 - 0,4583
LIG 2 -0,0056  -0,0997 0,1761 0,0058 -0,0238
FDN 3 0,0867 -0,2784 0,3633 -0,0138  0,0155
DIVMS *  0,0480 0,5073""  -0,3254  0,2091 0,1773
DIVPCS  0,1461 0,2645 0,0524  0,2317 0,2150

Matéria Seca; > Lignina; ° Fibra em detergente neutro; * Digestibilidade in vitro
da matéria seca; ° Digestibilidade in vitro da parede celular; ¢ Acido p-
cumarcio; ' Acido ferulico; ® Acido o-cumarcio; ° Acido Vanilico; '° Total dos
acidos fenolicos; *** PL15%

Estes resultados fortalecem a afirmativa de varios autores (Jung, 1989;
Marvin et al., 1995; Morrison et al., 1998; Deschamps, 1999; Barriére & Emile,
2000; Ferreira, 2003) de que as variagdes na digestibilidade podem ser melhores
explicadas pelas variagdes nos teores de lignina e de 4cidos fendlicos totais, ou

seja, suas proporcdes entre as ligagdes éster e éter.

4.3 Estudo morfoldgico com inferéncia sobre a qualidade das silagens

As imagens obtidas através da microscopia eletronica (Figura 6)
permitiram visualizar a presenga de compostos fendlicos no interior das células
da epiderme das folhas de milho em todas as quatro cultivares, ratificando as

determinagdes realizadas pela cromatografia liquida.
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FIGURA 6 Imagens de cortes histologicos das folhas de quatro cultivares de
milho, obtidas por meio de em microscopia de transmissdo, com
aumento de 3000X.

A avaliagdo visual das imagens, nas regides de coloragdo cinza,
destacadas com as setas, sugere que as maiores concentragdes de compostos
fenodlicos foram apresentadas pelas cultivares BM2202 e 30F90 ¢ as menores na
BRS 3003 ¢ EMG 501, conforme as concentragdes detectadas por meio da
cromatografia.

Por meio de andlise das fotografias das laminas (Figura 7), pode-se
inferir que as cultivares apresentaram estruturas de limbo foliar distintas entre si,
especialmente na regido das epidermes adaxial e abaxial (circuladas), cujas
espessuras mais delgadas podem ser observadas nas cultivares BRS3003 e

30F90 e as mais espessas nas cultivares BM2202 e EMG 501, o que ¢ coerente
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com os respectivos valores de lignina, FDN e DIVMS, obtido nas determinagdes

quimicas e de digestibilidade.

BM2202 BRS 3003

EMG 501 30F90

FIGURA 7 Imagens de cortes histologicos das folhas de quatro cultivares de
milho, obtidas com cdmara montada sobre microscopio, com
aumento 40X ¢ a barra de escala equivale a 0,05mm. Destacando-se
(circulos) a epiderme superior e inferior.
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5 CONCLUSOES

Com base nas condi¢des de realizagdo deste estudo, concluiu-se que:

A silagem da cultivar BRS3003 apresentou os melhores resultados
referente as caracteristicas de composi¢do quimica e de digestibilidade da fragao
fibrosa.

Os niveis dos acidos fenolicos (Ferulico, o-Cumarico, p-cumarico e
Vanilico) confirmaram os teores de lignina encontrados nas silagens e ajudaram
a explicar as diferengas observadas na DIVMS entre as quatro cultivares.

A concentragdo em dacidos fendlicos pode ser adotada como mais um
pardmetro para a escolha das cultivares de milho para silagens avaliadas neste

estudo.
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