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RESUMO

O uso de enzimas exogenas e de acidos organicos aplicados a TMR podem aumentar o
consumo ¢ a digestibilidade dos alimentos para ruminantes melhorando a eficiéncia alimentar.
O primeiro experimento avaliou o efeito de uma preparagdo enzimatica com atividades de
celulase e xilanase no desempenho da lactagdo, eficiéncia alimentar, digestibilidade da dieta,
fermentagdo ruminal de vacas leiteiras alimentadas com dieta a base de silagem de milho. Vinte
e oito vacas Holandesas foram alimentadas individualmente por 56 d. Os tratamentos foram
controle (CTL) ou enzima (ENZ. 0,75 mL/kg de matéria seca da dieta). O CMS (21,0 kg/d), a
digestibilidade da FDN (46,1%) e do amido (93,6%), a producao de leite (26,3 kg/d) e a relacdo
leite/CMS (1,34) nao diferiram. A propor¢ao molar de propionato a ser reduzida (19,7 vs.
18,5%) no ENZ, induzindo uma tendéncia para aumento da razdo acetato para propionato
(3,59 vs. 3,29). O ENZ tendeu a aumentar a concentracdo de gordura do leite, aumentou a
concentragao de proteina do leite nas semanas 6 e 8 e aumentou a concentra¢do de sélidos do
leite. O ENZ aumentou o N-ureia no leite na semana 3 e tendeu a aumentar o N-ureia no plasma,
sugerindo atividade de protease. O ENZ ndo teve efeito na digestibilidade da fibra e na
eficiéncia alimentar, mas teve efeito no perfil de fermentacdo ruminal e aumentou a
concentracao de sélidos do leite. No segundo e terceiro experimentos foram avaliados os efeitos
de produtos comerciais a base de acidos orginicos sobre estabilidade aerdbia de uma TMR a
base de silagem de milho. No experimento 2 os tratamentos foram: Controle (CTL), propionato
de calcio a 1 (PC1), 1,5 (PC1,5) ou 2 (PC2) kg/ton, e Fresh Cut Plus (acidos acético, benzoico
e propidnico, hidroxido de amdnio, polisorbato) a 1 (FC1), 1,5 (FC1,5) ou 2 (FC2) L/ton. Os
tratamentos foram misturados a 5 kg de TMR e colocados em 6 baldes mantidos em uma sala
com ambiente controlado (29,1 = 1,7 °C) por 48 h. A temperatura maxima (46,7 °C) e a
estabilidade aerobia ndo foram diferentes para os tratamentos. Os tratamentos FC1,5 (32,4 °C)
e FC2 (32,2 °C) reduziram a temperatura de 0-24 h da TMR em relagcdo ao CTL (34,8 °C). Os
aditivos ndo afetaram (P > 0,63) a temperatura de 24-48 h (44,4 °C). As contagens (log ufc/g)
de bactérias aerobias e formadoras de esporos foram reduzidas por CP2 (4,77 vs. 4,11) e FC1,5
(3,86 vs. 3,27). A contagem de leveduras tendeu a ser reduzida em FC1 (0,98 vs 2,71). A
contagem de fungos filamentosos foi reduzida por PC2 (1,59), FC1 (1,37), FC1,5 (1,07) e FC2
(1,73) em relacao ao controle. O produto FC foi mais eficiente em reduzir a temperatura da
TMR de 0-24 h e o crescimento microbiano do que o produto PC. O uso de enzimas exdgenas
pode melhorar a eficiéncia de alimentagdo de vacas leiteiras e o estabilizante FC1,5 e FC2
reduziu a temperatura da TMR de 0 a 24 h e foi mais inibidor do crescimento microbiano do
que o produto PC.

Palavras-chave: Acido propionico. Eficiéncia alimentar. Estabilidade aerobia. Extrato fungico.
Fibra.



ABSTRACT

The use of exogenous enzymes and organic acids applied to TMR can increase feed
intake and digestibility for ruminants improving feed efficiency. The first experiment evaluated
the effect of an enzyme preparation with cellulase and xylanase activities on lactation
performance, feed efficiency, diet digestibility, ruminal fermentation of dairy cows fed a corn
silage diet. Twenty-eight Holstein cows were individually fed for 56 d. The treatments were
control (CTL) or enzyme (ENZ. 0.75 mL/kg of dry matter in the diet). DMI (21.0 kg/d), NDF
(46.1%) and starch (93.6%) digestibility, milk production (26.3 kg/d) and the milk/DMI ratio
(1.34) did not differ. The molar ratio of propionate to be reduced (19.7 vs. 18.5%) in the ENZ,
inducing a trend towards an increase in the acetate to propionate ratio (3.59 vs. 3.29). ENZ
tended to increase milk fat concentration, increased milk protein concentration at weeks 6 and
8, and increased milk solids concentration. ENZ increased milk N-urea at week 3 and tended to
increase plasma N-urea, suggesting protease activity. ENZ had no effect on fiber digestibility
and feed efficiency but had an effect on rumen fermentation profile and increased milk solids
concentration. In the second and third experiments, the effects of commercial products based
on organic acids on the aerobic stability of a TMR based on corn silage were evaluated. In
experiment 2 the treatments were: Control (CTL), calcium propionate at 1 (PC1), 1.5 (PC1.5)
or 2 (PC2) kg/ton, and Fresh Cut Plus (acetic, benzoic and propionic acids, ammonium
hydroxide, polysorbate) at 1 (FC1), 1.5 (FCL.5) or 2 (FC2) L/ton. Treatments were mixed with
5 kg of TMR and placed in 6 buckets kept in a controlled environment room (29.1 £ 1.7 °C) for
48 h. The maximum temperature (46.7 °C) and aerobic stability were not different for the
treatments. The treatments FC1.5 (32.4 °C) and FC2 (32.2 °C) reduced the temperature from
0-24 h of TMR in relation to CTL (34.8 °C). The additives did not affect (P > 0.63) the
temperature of 24-48 h (44.4 °C). Counts (log cfu/g) of aerobic and spore-forming bacteria were
reduced by CP2 (4.77 vs. 4.11) and FC1.5 (3.86 vs. 3.27). Yeast counts tended to be reduced in
FC1 (0.98 vs 2.71). The filamentous fungi count was reduced by PC2 (1.59), FC1 (1.37), FC1.5
(1.07) and FC2 (1.73) in relation to the control. The FC product was more efficient in reducing
the 0-24 h TMR temperature and microbial growth than the PC product. The use of exogenous
enzymes can improve the feeding efficiency of dairy cows and the stabilizer FC1,5 and FC2
reduced the TMR temperature from 0 to 24 h and was more inhibitory to microbial growth than
the PC product.

Keywords: Propionic acid. Feed efficiency. Aerobic stability. Fungal extract. Fiber.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

Com o intuito de otimizar a eficiéncia da alimentacdo em sistemas de produgdo de leite,
aditivos alimentares, como enzimas exogenas e estabilizantes da dieta, t€ém sido desenvolvidos.
Os aditivos enzimaticos, normalmente enzimas fibroliticas ou amiloliticas, sdo utilizados para
aumentar o fluxo de nutrientes digestiveis para o animal, ja que enzimas exdgenas podem
melhorar a digestibilidade no riimen e no intestino de ruminantes, além de poder atuar sobre o
perfil fermentativo e a sintese de proteina microbiana no raimen. A resposta de vacas leiteiras a
suplementagdo enzimadtica ¢ varidvel e dependente do produto sendo suplementado, da forma
de inclusdo a dieta, da duragdo ¢ do local de contato entre a enzima e o substrato dietético, da
composi¢do da dieta basal, do nivel de consumo e produtividade dos animais, dentre outros
fatores. Portanto, a suplementacdo com enzimas fibroliticas pode melhorar o desempenho ou a
eficiéncia alimentar (Leite/Consumo) de vacas leiteiras, mas a resposta animal a suplementagao
¢ variavel.

A estabilidade aerdbia pode ser definida como o periodo de tempo em que alimentos
permanecem com pouco aquecimento apds serem ofertados aos animais no cocho. O calor
oriundo de metabolismo celular e da atividade microbiana sobre a dieta ofertada pode deprimir
o consumo de alimentos e o desempenho de vacas leiteiras. O uso de estabilizantes quimicos,
como acidos organicos (acidos propidnico e acético) e antifingicos (acidos sorbico e benzoico),
pode propiciar a redugdo na frequéncia de alimentagdes diarias do rebanho e do trabalho para
alimentacdo. Estabilizantes quimicos podem ser uteis quando a composicdo da dieta e a
condi¢do ambiental propiciam aquecimento rapido da dieta ofertada no cocho. Alimentos
naturalmente acidos, como forragens ensiladas, sdo mais estdveis no cocho que forragens
frescas e sao menos estaveis que forragens fenadas. Ambientes quentes reduzem a estabilidade
aerobia da dieta de vacas leiteiras, o que torna a baixa estabilidade uma questdo nutricional de

maior pertinéncia em zonas tropicais € no verao de regides temperadas.



14

2 OBJETIVOS

a) Avaliar o efeito da suplementacdo de enzimas fibroliticas exdgenas sobre o consumo
de alimentos, o desempenho leiteiro, a atividade mastigatoria, a fermentacao ruminal
e a digestibilidade de nutrientes em vacas leiteiras.

b) Avaliar o efeito de aditivos quimicas sobre a estabilidade aerobia de dieta total

baseada em silagem de milho para vacas leiteiras.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Enzimas fibroliticas
3.1.1 Carboidratos fibrosos na alimentacao de vacas leiteiras

Assume-se que o total de carboidratos fibrosos da dieta de ruminantes ¢ composto por
celulose, hemicelulose e lignina, mesmo o ultimo sendo um composto fenolico. A fibra em
detergente neutro (FDN) constitui o parametro mais usado para a descricdo quimica da fibra na
formulagdo de dietas para ruminantes (VAN SOEST, ROBERTSON e LEWIS, 1991), pois se
relaciona matematicamente ao consumo e a digestibilidade da matéria seca (MS) (MERTENS,
1987). O excesso de FDN na dieta pode limitar o consumo de energia ¢ a falta de FDN pode
induzir acidose ruminal. As diferencas de digestibilidade e nas caracteristicas fisicas das fontes
de FDN, como tamanho da particula e densidade, podem afetar o microbioma e o perfil
fermentativo do rimen, a produ¢do de componentes do leite e a satde e a longevidade de vacas
leiteiras (ZEBELLI, et al. 2012).

O aproveitamento de alimentos fibrosos pelos ruminantes estd relacionado a sintese e
secre¢do de enzimas pelos microrganismos do rimen, promovendo a hidrdlise dos carboidratos
fibrosos (MORAIS e MIZRAHI, 2019). Segundo Tommé¢, Warren e Gilkes (1995), tanto na
saliva como no suco pancredtico dos mamiferos existem enzimas hidroliticas capazes de
catalisar a quebra das ligagdes glicosidicas a-1,4 do amido e do glicogénio, mas ndo das
ligacdes B-1,4 da celulose. Assim alguns microrganismos, como os que habitam o rimen e o
intestino grosso de herbivoros, sdo capazes de hidrolisar as ligacdes -1,4 da celulose e utiliza-
la como fonte de energia, gerando proteina microbiana ¢ energia na forma de acidos graxos
volateis (AGV) para o animal.

Os carboidratos fibrosos sdo nutrientes essenciais para os ruminantes. A dieta de vacas
leiteiras deve conter um teor minimo de fibra longa e efetiva para a manutengao da mastigacao,
motilidade do rumen, producdo de saliva e absor¢do de AGV, mantendo a normalidade na

funcao microbiana no raimen (VAN SOEST, 1994).
3.1.2 Hidrdlise ruminal da celulose e hemicelulose

Para que ocorra o inicio da degradagdo do alimento no rumen, o primeiro passo ¢ a
aderéncia do microrganismo a superficie do alimento para que as enzimas digestivas
microbianas se justaponham a seus substratos especificos (WEIMER, 1998). A digestdo da

celulose foi prejudicada quando se adicionou metilcelulose, a qual bloqueia a adesao da bactéria
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a celulose, demonstrando a necessidade da adesdo para a digestdo das particulas de alimentos
(CHESSON; FORSBERG, 1997). Segundo Miron, Bem-Ghedalia e Morrison (2001) a adesao
bacteriana pode ser definida em quatro fases. Primeiramente, o processo se inicia logo apos a
ingestdao do alimento e envolve contato aleatorio das populagdes bacterianas com as particulas
de alimentos. Nessa fase ocorre a adesdo inespecifica, envolvendo a participagdo de moléculas
proteicas, lipidicas e glicidicas, presentes na superficie externa da bactéria por meio de
interacdes 16nicas hidrofébicas e forcas de Van Der Walls. A segunda parte do processo ocorre
com a interagdo especifica e induzidas entre moléculas presentes na superficie externa
bacteriana, chamadas de ligantes ou adesinas, que reconhecem receptores na superficie exposta
da particula de alimento. Em sequéncia inicia-se a proliferagdo celular e formacdo de colonias
bacterianas, na forma de biofilmes, sobre as areas potencialmente digestiveis do alimento.

A especificidade para ligagdo ao substrato pode ser diferente entre as espécies
bacterianas, o que serve para reduzir a competi¢ao entre elas (CHESSON; FORSBERG, 1997).
A adesao de células microbianas as particulas de alimentos protege tanto da degradacdo das
proteases ruminais quanto do engolfamento por protozoarios e¢ a hidrolise da celulose e
hemicelulose ¢ realizada por complexos multienzimaticos denominados de celulossomas
(WEIMER, 1998). O celulossoma ¢ uma estrutura de alto peso molecular que est4 associada a
bactéria e ¢ formada pela subunidade catalitica, onde estdo presentes as enzimas responsaveis
pela digestdo dos compostos e subunidade ndo-catalitica que tem a funcao de ligar o complexo

enzimatico com a bactéria (BAYER et al., 1998).

Figura 1 - Celulossoma.

.-,

Celula Bacteriana

Fonte: Schwarz (2001).
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Diversos fatores podem afetar a adesdo e a colonizagdo ao substrato e ainda a atividade
fibrolitica das bactérias ruminais como por exemplo: pH ruminal (MORGAVI et al., 2000);
competicdo microbiana, caracteristicas do substrato como presenca de cuticula, area de
superficie, hidratacdo, carga ionica e capacidade de troca idnica, e fatores relacionados ao
ambiente ruminal como temperatura, saturacdo de Oz e concentracdo de carboidratos soluveis
(MIRON; BEN-GHEDALIA; MORRISON, 2001).

As enzimas presentes no celulossoma sao classificadas de acordo com o local de atuagao
na molécula de celulose, e sdo divididas em trés grandes grupos: endoglucanases,
exoglucanases e B-glicosidases e a hidrolise da celulose exige acdo sinérgica dessas trés
enzimas (LIU et al., 2013). Primeiramente as endoglucanases (EnG: 1,4-B-D-glucana-4-
glucano-hidrolase) iniciam a hidrélise da molécula de celulose, quebrando as regides internas
da estrutura amorfa da fibra celuldsica, liberando oligossacarideos (DIENES; EGYHAZI;
RECZEY, 2004). Em seguida o grupo das exoglucanases que sio constituidos pelas
celobiohidrolases (CBHs: 1,4- B-D-glucana-celobio-hidrolase) e glucanohidrolases (GHs: 1,4-
B-D-glucana-glucano-hidrolase). As GHs sdo capazes de liberar glicose diretamente do
polimero (LYND et al., 2002) e as CBHs liberam celobiose a partir da extremidade da molécula
de celulose (CAO; TAN, 2002). As exoglucanases sao responsaveis pela desestruturagao das
regides cristalinas da celulose, envolvendo ruptura fisica do substrato aumentando a sua
hidrolise (ZHANG; LYND, 2004). Por fim ocorre acao das B-glicosidases ou celobiases (BG:
B-glicosideo gluco-hidrolase) que atua sobre a celobiose, liberada da molécula de celulose pelas
CBHs, e oligossacarideos soluveis transformando-os em glicose (ANDRIC et al., 2010). A acao
das B-glicosidases além de finalizar a despolimerizacdo contribui muito com o processo
consumindo celobiose, que ¢ um inibidor de endo e exoglucanases (OLSEN et al., 2011). As
hemicelulases ou xilanases sdo um grupo de enzimas que degradam o polissacarideo linear 3-
1,4-xilano (xilanas) até a unidade basica xilose (pentose). A degradacao enzimatica das xilanas
ocorre pela agdo conjunta de endo e exo-xilanases (B -1,4- D-xilana hidrolase), que hidrolisam
a cadeia principal da xilana, e B-xilosidases (B-D-xilosideo xilohidrolase) que degradam xilo-
oligbmeros até a unidade basica, a xilose. Quando a cadeia de hemicelulose ¢ heterogénea,
outras hemicelulases como a B-manosidase, a-L-arabinofuranosidase, a-D-glucuronidase, a-D
galactosidase, acetil xilano esterase, e esterase de 4cido ferrtlico sdo necessarias para a hidrolise

(BEAUCHEMIN; YANG; RODE, 2003; BHAT; HAZLEWOOD, 2001).
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3.1.3 Classificacao de enzimas fibroliticas e mensuracio da atividade enzimatica

As enzimas sdo proteinas, macromoléculas organicas constituidas por residuos de
aminodacidos. As unidades de aminoacidos sao ligadas através de ligagdes peptidicas, formadas
pela jun¢do de um adtomo de carbono de um grupo carbonilico e um atomo de nitrogénio de um
grupo o-amino terminal de outro aminoacido (LEHNINGER, 2000). Assim, cada enzima
contém uma sequéncia especifica de aminoacidos, a qual constitui sua estrutura primaria e que
apos adquirir a forma de estrutura tridimensional de elevada complexidade (estruturas
secundéria, tercidria e quaternaria) passa a ser dotada de atividade catalitica biologica
especifica. Os principais tipos de interagdes responsaveis pela estrutura tridimensional das
enzimas sao formados por ligagdes de hidrogénio, interacdes apolares (hidrofébicas), pontes de
dissulfeto (produzidas pela oxidacdo de residuos de cisteina) e forcas eletrostaticas entre
residuos de aminoacidos ionizados (ILLANES, 2008).

Na classifica¢do internacional sistematica, as enzimas sao divididas em seis grupos de
acordo com o tipo de reagdo catalisada, sendo elas: oxidorredutases (reagdes de
oxida¢do—reducdo), transferases (reacOes transferéncia de grupos), hidrolases (reacdes de
hidrdlise), liases (remogao de grupos para formar ligagdes duplas), isomerases (isomerizacao),
e ligases (formacao de ligagdes entre duas moléculas) (NELSON; MICHAEL; COX, 2007). As
enzimas fibroliticas fazem parte do grupo das hidrolases (PALOHEIMO; PIRONEN;
VEHAMAANPERA, 2011). Como aprimoramento dessa classificacdo a Unido Internacional
de Bioquimica e Biologia Molecular (IJUBMB) leva em consideragdo as caracteristicas
estruturais das enzimas e propde um sistema algoritmo que atribui sequéncias numéricas
classificatorias para as inimeras familias de enzimas existentes.

As celulases sdo classificadas da seguinte forma: Endoglucanases (EC 3.2.1.4; 1,4--D-
glucana-4-glucanohidrolases), Exoglucanases (EC 3.2.1.91; 1,4-B-D-glucana-4-
glucanohidrolases) e [-glucosidase (EC 3.2.1.21; pB-glicosideo glucanohidrolases). A
classificacdo das hemicelulases (xilanases) ¢ um pouco mais complexa pois esse grupo ¢
formado por uma grande quantidade de enzimas e sdo classificadas como (POUTANEN, 1988;

SHALLOM; SHOHAN, 2003):

a) 4-xilanohidrolase B-D-xilano (endoxilanase EC 3.2.1.8): sdo endoglicosidases que
clivam as ligagoes 1,4-B-D-xilosidica em xilanos que resultam em xilooligdbmeros;
b) Xilohidrolase-4- B-D-xilano (B-xilosidase EC 3.2.1.37): sdo exoglicosidades que

clivam as ligagdes dos xilo-oligossacarideos e xilobiose;
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¢) a-L-arabinofurandsido (a-arabinosidase - EC 3.2.1.55): sdo a-arabinosidases que
catalisam os terminais ndo redutores a-L-arabinofuranésido em o-
Larabinofuranosideos, arabinanos, arabinoxilanos e arabinogalactanos, liberando
arabinose);

d) a-Glucosideronase; (a-glucuronidase EC 3.2.1.139): catalisam a hidrélise de a-D-
glucuronosideo em um alcool e D-glucuronato;

e) Acetilxilana esterase EC 3.2.1.72: catalisam a desacetilacdo de xilanos e xilo-
oligossacarideos;

f) 4-Hidroxi-3-metoxicinamoil-ag¢ucar hidrolase (acido fertlico esterase e acido p-
cumdrico 4cido esterase EC 3.1.1.73): catalisam a hidrdlise de feruloil de

polissacarideos esterificados para liberar ferulato.

A atividade enzimatica ¢ expressa como “U” e uma unidade (U) ¢ resultado da
transformagao em 1 pmol de produto por minuto, nas condi¢cdes do ensaio (temperatura, pH,
concentracdo de substrato). A atividade especifica ¢ expressa em termos de atividade por
miligrama de proteina (U/mg), ou atividade por grama (U/g). A velocidade das reagdes
enzimaticas varia de acordo com a concentra¢ao de enzimas e/ou de substratos, temperatura e
pH. A atividade da celulose ¢ medida como agucares redutores soliveis e ¢ entendida como
resultado da agdo completa do complexo celulolitico (SHUNGQI et al., 2011).

O primeiro obstaculo na mensuracdo da atividade enzimatica ¢ a heterogeneidade dos
carboidratos fibrosos presentes nas plantas, devido a sua complexidade este ndo ¢ o substrato
ideal para ensaios enzimaticos (BEAUCHEMIN et al., 2003). Portanto, atividade enzimatica
da degradacgdo de fibras ¢ determinada medindo a taxa de libera¢do de acucares redutores de
substratos puros, com unidades enzimaticas expressas como quantidade de agucares redutores
liberados por unidade de tempo por unidade de enzima. Esses ensaios devem servir para facilitar
comparagdes com outros estudos, mas os resultados ndo devem ser usados para escolher
enzimas promissoras para melhorar a qualidade da forragem ou desempenho animal, que deve
utilizar substratos similares a forragem em estudo (ADESOGAN et al., 2014).

O substrato mais comumente utilizado para medir a atividade celulase ¢ a
carboximetilcelulose (CMC). Esta atividade ¢ muitas vezes erroneamente assumida como
celulase total ou verdadeira. Atividade sobre a CMC realmente mede endocelulase, e tem pouco
ou nenhuma inferéncia sobre exoglucanase (WOOD; BHAT, 1988). A atividade da
exoglucanase pode ser mensurada utilizando a celulose cristalina como por exemplo Avicel e a

atividade de B-glucosidase ¢ determinada pela medig¢do da liberacdo de glicose de celobiose
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(BHAT; HAZLEWOOD, 2001). A atividade de xilanase ¢ mais comumente medida pela
determinacdo da liberagdo de agucares redutores de xilanos em substratos como farelo de aveia
ou madeira. Xilanases sdao especificas para ligagdes 3-1,4 internas dentro da molécula de xilana,
¢ sdo geralmente consideradas endoxilanases (BHAT; HAZLEWOOD, 2001). A falta de
padronizacdo dos ensaios de atividades de celulase e xilanase, e a expressao dos resultados com
diferentes unidades também tem prejudicado o progresso das pesquisas com enzimas

fibroliticas exdgenas (EFE).
3.1.4 Enzimas fibroliticas exogenas

Enzimas utilizadas na alimentagdo animal sdo produzidas por microrganismos
especificos através da metaboliza¢do de nutrientes presentes do meio de cultivo, seguida pela
sintese de enzimas. Extratos enzimaticos provenientes do mesmo microrganismo podem
apresentar atividades enzimaticas amplamente diferentes, a depender da cepa selecionada, meio
de cultura utilizado e substrato utilizado para o crescimento (LEE, 1997). Comercialmente sao
utilizadas cepas cldssicas ou geneticamente modificadas para produzir essas enzimas em que 0
fungo Trichoderma spp. ¢ um dos mais conhecidos sistemas de producao industrial
(PALOHEIMO; PIRONEN; VEHMAANPERA, 2011).

Os aditivos enzimaticos sdo classificados com base nos compostos que degradam, como
as celulases, xilanases que atuam sobre a celulose e xilana, respectivamente (McALLISTER et
al., 2001). Os aditivos desenvolvidos para utilizagdo na nutrigdo animal sao compostos, na
maioria das vezes, por misturas de enzimas e que podem apresentar atividades secundarias
como amilases, proteases e/ou pectinases (McALLISTER et al.,, 2001). A escolha para
utilizacdo do microrganismo que ira produzir o aditivo enzimatico esta ligada ao crescimento
acelerado, cepas com alto potencial de produgdo industrial, meio de cultivo de baixo custo e
método pratico de extragdo das enzimas. Os microrganismos mais utilizados para producao de
aditivos enzimaticos sdo formados por quatro espécies de bactérias (Bacillus subtilis,
Lactobacillus acidophilus, L. plantarum e Streptococcus faecium, spp.) e trés espécies de

fungos (Aspergillus oryzae, Trichoderma reesei e Saccharomyces cerevisiae) (MUIRHEAD,

1996).
3.1.5 Modo de acao de enzimas fibroliticas exogenas

O mecanismo de acdo das enzimas exogenas adicionadas em dietas para ruminantes

ainda ndo ¢ totalmente compreendido. S3o varios mecanismos propostos, dentre eles a hidrolise
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direta ao entrar em contato com o alimento antes da ingestdo pelos animais (COLOMBATTO
et al., 2003a), a estimulagdo de microrganismos a adesdo aos substratos no raimen (MORGAVI
et al., 2004; YANG; BEAUCHEMIN; RODE, 1999), e a diminuicao da viscosidade da digesta
que melhora a absor¢do de nutrientes por favorecer o contato com seus sitios de absor¢do
(HRISTOV; MCALLISTER; CHENG, 2000).

A adigdo de enzimas aos alimentos antes da ingestdo pelos animais pode facilitar a acao
das enzimas sobre a fibra melhorando sua digestibilidade, pois libera aglicares redutores o que
pode favorecer o crescimento de microrganismos, auxiliar na colonizacdo do substrato e
consequentemente na digestdo (MARTINS et al., 2007, 2008). Existem varios trabalhos que
relatam o uso da suplementacdo de enzimas para vacas leiteiras, entretanto ¢ dificil prever o
mecanismo de acao dessas enzimas sobre o desempenho pois os resultados sdo muito variaveis.

A seguir serdo abordados os possiveis modos de a¢do de EFE.
3.1.6 Efeito pré-ingestivo de enzimas fibroliticas exdgenas

A aplicacdo de EFE tem sido mais efetiva quando aplicadas aos alimentos antes do
fornecimento destes aos animais (BEAUCHEMIN et al., 2003) do que aplicagdo de enzimas
diretamente no rimen (LEWIS et al., 1999; SUTTON et al., 2003). A aplicagdao de EFE antes
da alimentacdo provoca a liberacdo de agucares redutores e em alguns casos pode ocorrer
solubilizacdo parcial da fibra insolivel em detergente neutro (FDN) e da fibra insolivel em
detergente acido (FDA) (HRISTOV et al., 1996; KRAUSE et al., 1998), o que pode beneficiar
o rapido crescimento de alguns microrganismos ¢ diminuir o tempo necessario para iniciar a
degradacao dos nutrientes (FORSBERG; FORANO; CHESSON, 2000). Colombatto et al.
(2003) avaliaram dois produtos de EFE comerciais A (Aspergillus niger e Trichoderma spp.) e
B (Trichoderma reesei) com atividade de celulase e xilanase aplicados 20 horas antes da
incubagdo com fluido ruminal e constataram que os produtos diferiram quanto a atividade
enzimatica e que o produto A foi mais eficiente em liberar a fragdo soluvel do feno de alfafa.
Martins et al. (2008) observaram interacdo entre preparacao enzimatica e tipo de forragem para
a fracdo soluvel, onde a mesma preparacao enzimatica com atividade de celulase e de xilanase,
proveniente dos fungos Aspergillus niger e Trichoderma longibrachiatum, apresentaram
atividades diferentes sobre a palha de arroz e silagem de milho. Na silagem de milho a enzima
aumentou a fracdo solivel da matéria seca (MS) e da proteina bruta (PB), sem efeitos sobre a
palha de arroz.

No entanto, o grau de liberagdo de agucar ¢ dependente do tipo de ingrediente que

compode a dieta, bem como o tipo e concentragao de enzimas utilizadas. Por exemplo, apenas
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duas de 11 enzimas testadas foram capazes de liberar quantidades minimas de agucares
redutores da silagem de cevada (HRISTOV et al., 1996). Wallace et al. (2001) constataram que
a mesma preparacao enzimatica proporcionou maior produgao de gas em silagem de gramineas
comparado a silagem de milho (1,02 vs. 1,56 mL/h). Eun e Beauchemin (2007) relataram maior
degradabilidade da FDN (13 vs. 19%, para feno de alfafa e silagem de milho, respectivamente)

utilizando a mesma dose da preparagdo enzimatica.
3.1.7 Efeito ruminal de enzimas fibroliticas exdgenas

Por muito tempo assumiu-se que as enzimas eram rapidamente inativadas por proteases
ruminais (KOPECNY; MAROUNEK; HOLUB, 1987), mas trabalhos desenvolvidos
posteriormente demonstraram estabilidade de enzimas exdgenas no ambiente ruminal
(FONTES etal., 1995; HRISTOV; MCALLISTER; CHENG, 1998; MORGAVI et al., 2000a).
As atividades de celulase e xilanase de alguns produtos enzimaticos foram perceptivelmente
estaveis, com pouco ou nenhum declinio da atividade enzimatica quando incubada em liquido
ruminal por até¢ 6 h (HRISTOV et al., 1998a). Morgavi et al. (2001) avaliaram a estabilidade de
enzimas a proteases ruminais e intestinais. Foram testadas cinco preparacdes enzimaticas
comerciais, em doses baixa e alta, originadas do fungo Trichoderma longibrachiatum
designadas de A, B, C, D e E. Apesar de ocorrer variabilidade de 20 a 90% da atividade
enzimatica no raimen foi demonstrado que todas as preparagdes foram relativamente estaveis e
apos 6 horas de incubacdo, a atividade de celulase do produto B diminuiu 40 e 25% para
concentracao baixa e alta, respectivamente. A dose alta do produto D diminuiu 60% da sua
atividade de celulase apds 6 horas de incubacao e a atividade de celobiohidrolase diminuiu 40%
na preparacao B e em até 70% na alta dose da preparagdo D. A diminui¢ao da atividade diferiu
entre os niveis de enzima, com uma diminui¢cdo de 80% em nivel baixo e de 20 a 30% para
nivel alto para ambas as preparagdes. Os autores concluem que os aditivos enzimaticos testados
foram relativamente estaveis no fluido ruminal e resistentes & degradacdo microbiana por um
tempo suficientemente para atuar no ramen. No entanto, a estabilidade variou entre os produtos

comerciais e também dependia da dose utilizada.
3.1.8 Sinergismo entre enzimas fibroliticas exégenas e microrganismos do rimen

Outro ponto importante para a¢do das EFE ¢ a acdo em conjunto com as enzimas
endogenas e como resultado tem-se o aumento da atividade enzimatica que excede os efeitos

aditivos de cada uma das enzimas individuais, ou seja, elas atuam em sinergia. Morgavi et al.
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(2000b) demonstraram sinergismo entre enzimas exogenas € enzimas ruminais. Nesse trabalho
quando as enzimas de Trichoderma longibrachiatum foram combinadas com enzimas do rimen
extraidas de bovinos recebendo dietas ricas em fibra ou concentrados, a hidrélise de celulose

aumentou em 35%, da xilana em 100% e da silagem de milho em 40 %.
3.1.9 Efeito pos-ruminal de enzimas fibroliticas exogenas

O mecanismo de ag¢do de enzimas em dietas de ndo-ruminantes propde a possibilidade
de redu¢des mediadas por enzimas na viscosidade da digesta duodenal poderiam melhorar a
absor¢ao de nutrientes no intestino delgado de bovinos. Entretanto, a viscosidade intestinal de
bovinos ¢ apenas entre 1 e 2 cPoise (MIR et al., 2000), enquanto a viscosidade intestinal em
aves de excede 400 cPoise (BEDFORD, 1993) e uma melhora no desempenho em aves
suplementadas com enzimas ¢ geralmente associado com redugdes de 10 vezes na viscosidade
intestinal (BEDFORD, 1995). Hristov, McAllister e Cheng (2000) conduziram um experimento
para determinar se a suplementacdo de uma preparagao de B-glucanase aumentaria a atividade
de enzimas que degradam polissacarideos no duodeno. Esses autores observaram aumento de
atividade de celulase, xilanase ¢ amilase além de maiores concentracdes de acticares redutores
no duodeno com o aumento do nivel de suplementacdo enzimdtica e reducdo de 15% a
viscosidade da digesta duodenal quando doses elevadas de enzimas foram administradas, sem,
no entanto, afetar a digestibilidade dos nutrientes no trato total. As atividades de celulase, -
glucanase e amilase nas fezes ndo foram afetadas pela adi¢do de enzimas, mas tendeu a
aumentar atividade de xilanase.

As EFE podem ser resistentes a proteases intestinais, Morgavi et al. (2001)
demonstraram que a pepsina ndo influenciou a atividade de EFE em ruminantes. Entretanto, a
atividade dessas enzimas exogenas foi menor a medida que se aumentou as concentragdes de
pancreatina, sendo a celulase e B-glicosidase as enzimas mais atingidas. Os resultados deste
estudo sugerem que EFE podem sobreviver no intestino e exercer sua acdo em substratos
potencialmente disponiveis. O efeito da enzima, embora provavelmente transitoria, pode
aumentar a hidrolise e reduzir a viscosidade da digesta, principalmente na primeira por¢do do
intestino, quando o pH ainda ¢ abaixo de neutro e proximo do 6timo para enzimas fingicas

(MIR et al., 1997).
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3.1.10 Efeito de enzimas fibroliticas exdgenas sobre o metabolismo e producio de leite

Schingoethe, Stegeman e Treacher (1999) avaliaram a suplementacido de enzimas com
atividades celulase e xilanase sobre o desempenho de vacas leiteiras em meio da lactacdo. A
dieta era composta de 55% forragem (33% de silagem de milho e 22% de feno de alfafa) e 45%
de concentrado. Os tratamentos foram: 1) sem enzima (controle); 2) 0,7 L enzima/ton MS de
forragem; 3) 1,0 L enzima/ton MS de forragem; 4) 1,5 L de enzima/ton MS de forragem, ¢ 5)
Dieta sem aplica¢do de enzima, com 45% forragem (27% de silagem de milho e 18% de feno
de alfafa) e 55% de concentrado. A enzima foi aplicada a forragem imediatamente antes do
fornecimento da dieta aos animais. A produgdo de leite ndo foi diferente entre os tratamentos.
No entanto, a producdo de leite corrigido para gordura (LCG 3,5%) e leite corrigido para
energia (LCE) foi maior quando as vacas foram alimentadas com dietas tratadas com enzimas
(dietas 2 a 4) ou com dieta com mais concentrado (dieta 5) comparadas com a dieta controle
(dieta 1). As dietas 3 e 4 tenderam a aumentar a produgdo de proteina no leite em relacdo a dieta
2 e as dietas 2, 3, 4 e 5 aumentaram a producdo de gordura no leite quando comparado com o
controle. Houve tendéncia para aumento da producdo de proteina para os tratamentos 2, 3, 4, e
5 em relagdo ao controle. Os autores concluem que a suplementagdo enzimdtica pode
proporcionar ganhos em desempenho na lactacdo da mesma forma que o aumento na proporgao
de concentrados na dieta.

Rode, Yang e Beauchemin (1999) em um experimento com 20 vacas em inicio da
lactacdo avaliaram o efeito da adi¢do de 1,3 g/kg de dieta total de enzima fibrolitica com
atividades celulase e xilanase sobre o consumo de matéria seca, digestibilidade e producdo de
leite. A dieta continha 24% de silagem de milho, 15% de feno de alfafa e 61% de concentrado
e a enzima foi aplicada sobre o concentrado. Nao houve diferencas no CMS entre os
tratamentos. A digestibilidade aparente total da MS, FDN, FDA, PB aumentaram com adi¢ao
da enzima. A producdo de leite tendeu a aumentar (35,9 vs. 39.5 kg/dia), o que pode ter sido
consequéncia do aumento na digestibilidade da MS (61,7 vs. 69,1%,) e da matéria organica
(63,9 vs. 70,6%). A suplementagdo com a enzima tendeu a aumentar a produgdo de proteina do
leite (3,24 vs. 3,03 kg/dia) e a producao de gordura tendeu a ser menor (1,32 vs. 1,35 kg/dia)
nesse mesmo tratamento. Os autores concluiram, nesse trabalho, que a suplementagdo com
enzimas fibroliticas aplicadas ao concentrado em dietas de vacas leiteiras no inicio da lactagao
pode aumentar a digestibilidade e a producgdo de leite sem interferéncias no CMS.

Romero et al. (2016) avaliaram a suplementacdo de EFE sobre o desempenho de vacas

leiteiras (experimento 1) e o efeito das enzimas na cinética de degradacdo ruminal da dieta
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(experimento 2). No experimento 1 foram utilizadas 66 vacas em fase inicial da lactagdo (21 +
5 DEL) e submetidas aos seguintes tratamentos: 1) controle (CON, sem enzima), 2) xilanase
(2A, 1 ml/kg de MS da dieta total) e 3) proporcao de 75:25 da mistura de enzimas celulase e
xilanase (3A, 3,4 ml/kg de MS da dieta total). As enzimas foram aplicadas na dieta que era
composta de 10% de feno de Tifton, 35% de silagem de milho, 5% feno de alfafa e 50% de
concentrado (com base na MS). O delineamento experimental utilizado foi em blocos
casualizados com duracdo de 84 dias, sendo considerado periodo de covariavel os primeiros 14
dias. No segundo experimento avaliou-se a degradacdo ruminal da MS in sifu e a fermentagao
ruminal utilizando como substratos as dietas do experimento 1. Foram utilizadas trés vacas em
lactagdo com fistula no rimen. O delineamento experimental foi do tipo quadrado latino 3 x 3
com periodos de 23 dias. A aplicacao da enzima 2A aumentou o CMS (23,5 vs. 22,6 kg/dia), e
o consumo de matéria organica (CMO) (21,9 vs. 20,9 kg/dia). Houve tendéncia de aumento na
produgdo de leite corrigido para 3,5% de gordura (41,8 vs. 40,7 kg/dia) e gordura do leite (1,48
vs. 1,44 kg/dia), para o tratamento 2A. A cinética de degradacdo ruminal, o pH, o teor de N-
NH3, e a concentragdo de AGV nao foram afetados pelos tratamentos. Nao houve influéncia
dos tratamentos sobre as concentragdes plasmaticas de glicose e de nitrogénio. Os autores
concluiram que a suplementacdo de EFE aumentou o CMS e que preparacdes enzimaticas a
base de celulase e xilanase podem afetar de forma positiva o desempenho de vacas leiteiras
alimentadas com fonte majoritaria de forragem na dieta de silagem de milho e até 10% de Tifton
como % da MS, mais precisamente nesse estudo, a enzima 2A mostrou-se ser mais promissora.

A proporg¢do entre forragens e concentrado na dieta de vacas leiteiras também pode
influenciar as respostas da suplementacdo de enzimas fibroliticas na dieta. Arriola et al. (2011)
desenvolveram um estudo para testar dois niveis de concentrados na dieta juntamente com a
aplicacdo ou ndo de enzima com atividades celulase, xilanase sobre o desempenho de vacas
leiteiras em inicio de lactacdo. Foram utilizadas sessenta vacas Holandés (22 + 3 DEL), em
arranjo fatorial 2 x 2, atribuidas aos seguintes tratamentos: 1) dieta com baixo concentrado sem
enzima (BC; 67:33 forragem/concentrado); 2) BC com enzima (BCE); 3) dieta com alto
concentrado (AC; 52:48 forragem/concentrado); e 4) AC com enzima (ACE). A enzima foi
aplicada a uma taxa de 3,4 kg/ton de MS da dieta. A porcao de forragem da dieta era composta
por 20% de feno de alfafa, 72% de silagem de milho e 8% caroco de algoddao (com base na
MS). A aplicacao da enzima ndo afetou o CMS mas tendeu a reduzir os consumos de PB (4,5
vs. 4,2 kg/d), FDN (7,9 vs. 7,4 kg/d) e FDA (5,3 vs. 4,9 kg/d). Houve aumento da digestibilidade
da MS (69,8 vs. 72,6%), PB (69,2 vs. 73,3%), FDA (50,4 vs. 54,8%) e FDN (53,7 vs 55,4%)

para as dietas tratadas com a enzima. Os autores sugerem que esse ganho em digestibilidade
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pode ter ocorrido devido a melhor colonizagdo microbiana as particulas de alimentos e/ou por
hidrolise da parede celular. Houve interagdo entre a aplicagdo de enzima e a quantidade de
concentrado na dieta. Nos tratamentos com baixo concentrado a aplicacdo da enzima
proporcionou maior eficiéncia de produgdo de leite (1,46 vs. 1,69 LCG3,5%/CMS), o que ndo
ocorreu nas dietas com propor¢ao maior de concentrado. Esses resultados sugerem que a adicao
de enzimas em dietas com maiores propor¢des de forragem pode ser utilizada para alimentar
vacas leiteiras sem que ocorra comprometimento da producao de leite, e isso poderia reduzir o
custo da dieta e o risco de acidose. Nesse mesmo trabalho aplicagdo de enzima tendeu reduzir
a proporgao acetato (58,9 vs. 56,0 %), mas ndo houve mudangas na propor¢ao de propionato ou
na concentragdo de amodnia. Consequentemente, a aplicacdo de enzimas reduziu a relacao
acetato/propionato (3,09 vs. 2,87), implicando em maior eficiéncia na utiliza¢ao de energia pelo
ramen. Isso estd de acordo com o fato de que a adigdo de enzimas diminuiu a proporcao de
metano produzido no rimen. Segundo os autores a aplicacdo de uma enzima fibroliticas em
dietas com baixo concentrado pode ter o mesmo desempenho de uma dieta com alto
concentrado ndo tratada com enzima.

A suplementagdo com enzimas fibroliticas nem sempre proporcionam efeitos no
desempenho de vacas leiteiras, como producao e composicao do leite. Peters et al. (2010)
avaliaram a suplementacdo com enzimas fibroliticas com atividades celulase e xilanase sobre o
desempenho de vacas leiteiras. Foram utilizadas seis vacas Holandés, que possuiam canulas no
ramen e no duodeno, com 98 + 29 DEL, e com producao de leite de 32,4 + 3,5 kg/dia. A dieta
continha 30% silagem de milho, 20% silagem de capim e 50% concentrado (com base na MS).
O delineamento experimental utilizado foi do tipo cross-over, com trés periodos de 28 dias
cada. Os tratamentos foram: 1) sem enzima (controle) e 2) com enzima (6,2 ml/kg MS da dieta).
A propor¢do de acetato tendeu a ser menor (64,7 vs. 60,9%) quando houve suplementagao
enzimatica. Entretanto a relacdo acetato/propionato nao foi diferente. A adicdo da enzima nao
afetou o pH, N-NH3, fluxo de nitrogénio microbiano para o duodeno, e também nio houve
melhora na eficiéncia de sintese de proteina microbiana. Nao houve diferenga no CMS,
digestibilidade aparente ruminal e total da MS, MO, FDN, FDA e a produgdo e composi¢ao do
leite também ndo foram afetadas.

Silva et al. (2016) realizaram um experimento para avaliar niveis crescentes de EFE
com atividade xilanase em dietas sobre o comportamento ingestivo de vacas leiteiras em estagio
médio da lactagdo. Vinte e quatro vacas Holandés (33,72 + 7,63 kg leite/dia e 176 + 82,27 DEL)
foram distribuidas em um delineamento experimental quadrado latino 4 x 4 com periodo de 21

dias. As doses de enzimas utilizadas foram: 0, 8, 16 ou 24 g/d por vaca, ¢ foram fornecidas
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diariamente na forma de p6é misturado ao concentrado antes de cada fornecimento da dieta total
que continha 50% de silagem de milho e 50% de concentrado. A producdo e a composi¢ao do
leite ndo foram afetadas pelos tratamentos. Entretanto, houve tendéncia de efeito quadratico
para a producdo de proteina. Em relacdo a eficiéncia de N para producdo de leite houve efeito
linear com a suplementacdo de enzimas. Comportamento quadratico em relagdo a concentragao
ruminal de N-NH3. A relagao acetato/propionato, a propor¢ao de propionato e butirato no rimen
apresentaram efeito quadratico pelas doses de fornecimento de EFE.

A utilizagdo de enzimas fibroliticas exdgenas pode ser uma estratégia nutricional para
maximizar a eficiéncia do uso de forragens. Nesse sentido Yang et al. (2019) desenvolveram
um estudo cujo objetivo foi avaliar os efeitos da suplementagdo de xilanase sobre o
desempenho, digestibilidade de nutrientes e perfil de acidos graxos do leite em vacas leiteiras
de alta produgdo. O delineamento experimental foi do tipo quadrado latino 4 x 4, com periodos
de 19 dias e foram utilizadas 24 vacas Holandés (49 + 14 DEL) alimentadas com dieta composta
de 32% de silagem de milho ou silagem de sorgo, 8% de feno de capim e 60% de concentrado.
Os tratamentos consistiram em: 1) Dieta com silagem de milho sem xilanase; 2) Dieta com
silagem de milho com xilanase; 3) dieta com silagem de sorgo sem xilanase; e 4) dieta com
silagem de sorgo com xilanase. A enzima foi aplicada a uma taxa de 1,5 g/kg de MS da dieta
total. Esta enzima ¢ uma endo-1,4-B-xilanase de Aspergillus oryzae sem atividades celulésicas
ou proteoliticas (RYCHEN et al., 2017) e atividade maxima em torno de pH 5. A suplementacdo
com xilanase ndo afetou o CMS, e nem a composi¢do do leite. Além disso, nenhuma das
interagdes entre suplementacdo com xilanase e tipo de silagem foram significativas para
qualquer uma dessas varidveis. Nao houve efeito da enzima sobre o perfil de acidos graxos do
leite.

Kung Janior et al. (2002) utilizaram 30 vacas Holandés (93 + 47 DEL) com média de
produgdo de 40 kg/dia alimentadas com uma TMR composta de 30% de silagem de milho, 15%
de feno de alfafa e 55% de concentrado para avaliar os efeitos da suplementacdo enzimatica
sobre o desempenho e digestibilidade dos nutrientes. O delineamento utilizado foi o continuo
constando de 14 dias de covaridvel e 12 semanas de avaliagdo. Os tratamentos foram: 1) sem
enzimas (CTL); 2) complexo de celulase D e complexo xilanase B (DB, 3400 unidades de
celulase e 10.450 unidades de xilanase/kg de MS de forragem); e 3) complexo de celulase D e
complexo de xilanase C (DC, 3350 unidades de celulase e 10.500 xilanase/kg de MS de
forragem). Os tratamentos ndo afetaram o CMS (26,9, 27,8 e 27,2 kg/dia, para controle, DB e
DC, respectivamente). Entretanto, a producdo de leite corrigido para 3,5% de gordura tendeu a

ser maior para o tratamento DB tanto em relagdo ao controle quanto ao DC (38.5 vs. 36.0 kg/dia,



28

para DB e CTL, respectivamente; P = 0,08, 38.5 vs. 35,7 kg/dia, para BD e DC,
respectivamente). A eficiéncia alimentar e o peso vivo dos animais ndo foram alterados.

Kung Junior et al. (2000) utilizaram 30 vacas Holandés em lactacao (100 + 45 DEL),
em delineamento continuo com 14 dias de covariavel e 12 semanas de avaliacdo, alimentadas
com dieta composta por 45% de silagem de milho, 5% de feno de alfafa e 50% de concentrado.
Os tratamentos foram: 1) sem enzima, CTL; 2) celulase e xilanase ENZ2 (3500 unidades de
celulase / kg de MS de forragem e 16.000 unidades de xilanase / kg de MS de forragem; e 3)
celulase e xilanase, ENZ3 (8800 unidades de celulase/kg de MS de forragem e 40.000 unidades
de xilanase’kg de MS de forragem. Enzimas foram derivadas do fungo Trichoderma
longibrachiatum e aplicadas imediatamente antes do fornecimento da dieta aos animais. O CMS
nao foi alterado pelos tratamentos. Entretanto, a producao de leite tendeu a ser maior (37,0, 39,5
e 36,2 kg/dia, para CTL, ENZ2 e ENZ3, respectivamente) para o tratamento ENZ2 em relacdo
ao CTL e ENZ3. Também houve tendéncia para efici€éncia alimentar (LCG/CMS) para ENZ2
em relacdo a ENZ3 (1,53 vs. 1,44), sem diferenca do CTL (1,53 vs. 1,47). O tratamento ENZ2
proporcionou maiores produgdes de proteina (1,25 vs. 1,08 kg/dia) e gordura do leite (1,13 vs.
0,92 kg/dia) que o tratamento ENZ3.

Bassiouni et al. (2010) investigaram a suplementacao de EFE com atividade de xilanase
(100 unidades de xilanase/g) na taxa de 1 g/kg de MS de forragem para vacas leiteiras em inicio
de lactagdo. A suplementacdo enzimdtica tendeu aumentar o consumo de nutrientes digestiveis
totais (P = 0,06, 10,5 vs. 9,7 kg/dia) e aumentou a digestibilidade da MS (66,6 vs. 62,5%) e da
MO (70,8 vs. 66,4%). A produgdo de leite (17,0 vs. 15,7 kg/dia) e o teor de gordura do leite
(3,58 vs. 3,46%) também foram melhorados pelo fornecimento de enzima. A concentragdo total
de AGV foi maior (16,0 vs. 14,4 meq/100 ml) e a concentracdo de N-NH3 foi menor (13,0 vs.
14,4 mg/100 ml) com a suplementacdo de enzimas.

Mohamed et al. (2013) avaliaram a suplementacdo com uma preparagdo enzimatica
coma atividade de xilanase no desempenho de vacas leiteiras em inicio de lactagdo (57 + 4,2
DEL) em delineamento continuo por 12 semanas. A dieta era composta por 10,7% de feno de
alfafa, 7,3% de trevo verde 26,0% de silagem de milho e 56% de concentrados, ¢ as vacas que
foram suplementadas com a enzima receberam diariamente 15 g/vaca do produto comercial que
¢ proveniente do extrato da fermentacao de Aspergillus Niger e Trichoderma longibarachiatum.
Nao houve diferencas significativas no CMS entre os tratamentos. Entretanto a suplementacao
com enzimas aumentou a produgdo de leite (41,0 vs. 39,5 kg/dia) e a eficiéncia alimentar (1,64

vs. 1,58). Com relacdo aos constituintes do leite a suplementacdo com enzima também
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proporcionou maiores producdes de proteina (1,30 vs. 1,36 kg/dia) e lactose (1,92 vs. 2,0
kg/dia), sem afetar a producao de gordura (1,34 vs. 1,36 kg/dia).

El-Bordney et al. (2015) avaliaram a suplementa¢ao de uma preparagdo enzimatica de
xilanase e celulase sobre o desempenho de vacas leiteiras. As vacas suplementadas com EFE
apresentaram maior producdo de leite em relacdo ao controle (25,2 vs. 28,0 kg/dia). A mesma
tendéncia foi observada para o teor de gordura do leite (3,52 vs. 3,84%), produ¢ao de gordura
do leite (837,1 vs. 1077,7 g/dia) e também de produgdo de proteina do leite (766,5 vs. 875,6
g/dia). A suplementacdo com enzima aumentou as concentragdes plasmaticas de proteina total
(7.87 vs. 8.83 g/dL) e de glicose (42,42 vs. 49,89 mg/dL) em relacdo ao controle.

Adigdo de enzimas fibroliticas exdgenas a dieta de vacas leiteira dietas tem potencial
em aumentar a digestibilidade dos nutrientes e melhorar eficiéncia da utilizacao dos alimentos
pelos ruminantes. Respostas positivas na producdo de leite sdo observadas embora as respostas
tenham sido inconsistentes e parte da variagdo pode ser atribuida a formulacao ao produto,
atividade e doses de suplementagdo de enzimas, método inadequado de fornecer a produto

enzimatico para o animal.
3.2 Deterioracio aerdbia de alimentos umidos

A estabilidade aerdbia € designada como o periodo em que a silagem ou a TMR excede
2°C da temperatura ambiente, ou seja, permanece estdvel com pouco ou nenhum
desenvolvimento de microrganismos deterioradores com consequente producdo de calor e
aquecimento do alimento. Quando silagens s3o expostas ao oxigénio (O2), o acido latico ¢
oxidado pelos microrganismos em acido acético, didoxido de carbono (CO.), e dgua, gerando
calor e aumento do pH, que proporciona um ambiente adequado para o desenvolvimento de
outros microrganismos, tais como, fungos filamentosos, bacilos, listeria, clostrideos e
enterobactérias (TABACCO et al., 2009). Os fungos, em particular as leveduras, sdo geralmente
responsaveis pelo inicio da deteriora¢dao aerébia (WOOLFORD, 1990), embora os bacilos e as
bactérias acido acéticas possam iniciar o processo de deterioragdo (PAHLOW et al., 2003;
SPOELSTRA; COURTIN; VAN BEERS, 1988).

O desenvolvimento de fungos filamentosos acontece em sequéncia ao desenvolvimento
das leveduras (McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991). As perdas de MS podem
exceder 20% quando a contagem fungos filamentosos sdo superiores a 5 ufc/g, e 40% se a
contagem for acima de 6 ufc/g de silagem. Além disso, contagem de fungos filamentosos acima
de 5 ufc/g em silagens estd associado a mudancas substanciais na qualidade nutricional deste

alimento, com inicio da diminuic¢ao do teor de amido (BORREANI et al., 2018). Fungos visiveis
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na silagem subestimam dareas circundantes muito maiores, sendo que estas podem conter
micélio invisivel, bem como a ocorréncia de micotoxinas (PAHLOW et al., 2003). A forma e a
extensdao pelo qual ocorre a deterioracdo da silagem, quando esta ¢ exposta ao O», depende
principalmente da interagdo entre bactérias e fungos que ja estdo presentes na cultura, das
caracteristicas quimicas e fisicas do alimento e das condi¢des do ambiente. Estes fatores sdo
influenciados pelo manejo de confecg¢do e de uso da silagem.

A estabilidade aerdbia de silagens e dos ingredientes utilizados na confec¢do da dieta
determina a estabilidade da TMR no cocho. Com o desenvolvimento dos microrganismos na
TMR ocorre a producdo de calor e consequentemente aquecimento desta no cocho, podendo
esse processo ocorrer dentro de poucas horas a partir da homogeneizacdo dos ingredientes,
gerando consequéncias negativas como a oxidacao de nutrientes e perda de MS, queda no CMS
dos animais provocando redu¢do do desempenho e da producao de leite. Seppéild et al. (2013)
observaram maior estabilidade da TMR quando essas foram confeccionadas com silagens que
continham contagem de leveduras menor que 2 ufc/g em relacdo a uma TMR preparada com
silagem com leveduras > 5,0 ufc/g. As silagens sdo frequentemente misturadas com alimentos
concentrados imediatamente antes da alimentacdo dos animais, expondo totalmente a silagem
em contato com o oxigénio, além de potencialmente fornecer mais substrato aos
microrganismos ja presentes na silagem, o que pode comprometer a estabilidade aerdbia da
TMR no cocho.

Diante da impossibilidade de controlar a temperatura ambiente em condi¢cdes de campo
juntamente com a caracteristica da silagem de milho ou silagem de sorgo que apresentam altas
concentracdes de substratos potencialmente oxiddveis por microrganismos oportunistas, que
acarreta maior instabilidade aerdbia na fase de utilizacdo para alimentagdo dos animais
(SIQUEIRA; BERNARDES; REIS, 2005) tornam-se imprescindiveis estratégias de manejo,
como aplicagdo de acidos organicos, a fim de reduzir as chances do desenvolvimento dos

microrganismos deterioradores na TMR.
3.2.1 Propriedades dos acidos organicos

O que caracteriza uma substancia como acido organico ¢ a presenga de um atomo de
hidrogénio positivamente polarizado, 4acidos sao moléculas doadoras de proton enquanto as
bases sao receptoras. Um doador de protons e o seu receptor correspondente formam o que se
denomina par &cido-base conjugado. Os dacidos fracos sdo aqueles que ndao se ionizam
completamente quando dissolvidos em agua, sdo comuns em sistemas bioldgicos e apresentam

papel importante no metabolismo e sua regulagao.
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Os 4cidos organicos sdo constituintes naturais das plantas e animais. Alguns podem ser
formados através da fermentagdo microbioldgica no intestino e outros nas rotas metabdlicas
intermediarias (LEGNINGER; NELSON; COX, 1993). Como grupo quimico, os acidos
organicos sdo considerados como sendo qualquer substancia de estrutura geral (R-COOH),
gerando grupos de compostos relacionados, conhecidos como derivados dos acidos
carboxilicos, como os aminoacidos, os acidos graxos, coenzimas ¢ metabdlitos intermediarios
(SOLOMON etal., 2003). Nem todos apresentam atividade antimicrobiana, os acidos de cadeia
curta (de 1 a 7 atomos de carbono) sdo os que possuem efeitos antimicrobianos, como por
exemplo o formico, acético, propidnico, butirico, lactico, malico, tartarico e o citrico.

Os acidos organicos exercem efeitos antimicrobianos de formas distintas. Primeiro
devido a redugdo do pH do meio externo e, segundo, devido a agao da sua forma nao dissociada.
Todos os microrganismos apresentam uma faixa de pH 6tima para se desenvolver. Todavia, o
pH do meio intracelular se aproxima da neutralidade, inclusive nos organismos acidoéfilos,
aqueles que se desenvolvem em ambientes acidos. A manuten¢do do pH intracelular ocorre
mediante mecanismos de homeostase (BOOTH, 1985).

O efeito antimicrobiano dos acidos organicos ocorre principalmente pela acdo da forma
nao dissociada, que ¢ soluvel em lipideos e consegue atravessar a membrana celular por
transporte passivo, ou seja, sem gasto de energia. Dentro da célula microbiana a molécula do
acido organico se dissocia, alterando o pH citoplasmatico e o metabolismo celular. Com intuito
de normalizar o pH ocorre alteragdo no gradiente de protons e cargas no meio intracelular,
interferéncia no sistema de transporte de aminoacidos e fosfatos, e ainda inativagao de enzimas
Concomitantemente ocorre o aumento da pressdo osmoética da célula, que desencadeia
mecanismos de compensagdo de carga elétrica obrigando o aumento dos niveis de sodio,
potassio ou glutamato, levando ao aumento da forca idnica intracelular, provocando um
aumento da pressao mecanica sobre a parede do microrganismo, o que faz com que essa se

rompa (RUSSEL, 1992).
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Figura 2 - Mecanismo de acdo de acidos fracos na forma nao dissociada na célula microbiana.
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Fonte: Booth (1985).

Dependendo da taxa de aplicacdo e do poder de tamponamento dos acidos eles podem
provocar uma acidificagdo direta e supressao de bactérias indesejadas (BORREANI et al.,
2018). Os éacidos sorbico, benzoico, propidnico e acético inibem o desenvolvimento de
leveduras e fungos filamentosos quando as silagens sdo expostas ao oxigénio (AUERBACH;
NADEU, 2013). O &cido sorbico também pode inibir o desenvolvimento de algumas bactérias,
como as do género Clostridium (WOOLFORD, 1975).

O 4cido sorbico ¢ o 4cido mais potente inibidor de leveduras, fungos filamentosos e
bactérias deteriorantes em relagdo ao acido benzoico (BERNARDES et al., 2014; BORREANI
et al., 2018), atribuida principalmente a sua maior constante de dissocia¢do acida (4,75) em
relagdo ao acido benzoico (4,20), pois os acidos podem diferir em seus efeitos inibitdrios no
mesmo pH (AUERBACH, 1996). Os sais benzoato de sodio, sorbato potassio, propionato de
amonio, propionato de calcio, propionato de sddio e acetato de sddio inibem leveduras e fungos
filamentosos melhorando assim a estabilidade aerébia de silagens (AUERBACH; WEISS,
2012; BORREANI et al., 2018). Para que sejam obtidos resultados consistentes em reduzir o
desenvolvimento de microrganismos deterioradores e prolongar a qualidade do material
conservado geralmente aditivos comerciais sdo baseados em uma combinacdo desses

ingredientes ativos em concentra¢des variadas.
3.2.2 Acidos organicos como controladores da deterioragio aerdbia

O desenvolvimento de microrganismos na TMR causa deterioracdo dos nutrientes ¢ o
aquecimento dos alimentos no cocho e isso € relativamente um problema comum em fazendas,
principalmente aquelas situadas em ambientes de altas temperaturas. Para evitar as

consequéncias negativas da deterioragdo aerdbia, novos lotes de TMR podem ser preparados
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em intervalos mais curtos e as sobras, que sdo alimento que ainda podera ser consumido, podem
necessitar serem removidas implicando em gasto de tempo ¢ mao de obra além da perda de
alimento, o que pode reduzir a eficiéncia do sistema de produgao.

Quando uma mistura de alimentos (49,8% de cevada, 12,0% de farelo de soja, 10,0%
de bagaco de palma, 12,5% de polpa citrica, 8,0% de gliten de milho, 5,0% de melago, € 2,5%
de pré-mistura mineral e vitaminica,) foi homogeneizada com dez tipos diferentes de silagens
de gramineas ndo foi observado influéncia destes ingredientes na estabilidade aerdbia das
silagens, mas uma vez iniciada a deterioragdo aerdbia, os ingredientes foram capazes de
intensificar e acelerar o processo de deterioracdo diante da disponibilidade de substratos
(O’KIELY, 2007). Seppala et al. (2013) avaliaram a influéncia da qualidade higiénica das
matérias-primas e da aplica¢ao de aditivos quimicos na estabilidade aerébia da TMR a base de
silagem de capim. Os tratamentos foram: 1) TMR confeccionada com ingredientes e silagem
de fresca de boa qualidade, e 2) TMR confeccionada com adicdo de 10% de uma TMR
deteriorada. A contagem de leveduras nessas silagens foram: < 2,0 e 5,87 ufc/g. Os aditivos na
forma liquida (&cido propionico, propionato de amodnio, acido formico e formato de amonio)
ou s6lido (propionato de célcio e propionato de sddio) foram aplicados no momento da mistura
da TMR em 0, 2 e 3 g/kg de MN. A estabilidade aerdbia do tratamento que continha a silagem
deteriorada foi apenas de 7 h, ou seja, 12 % do total de estabilidade aerobia alcangcada pela TMR
confeccionada com a silagem de boa qualidade. O aditivo quimico melhorou discretamente a
estabilidade acrdbia das dietas e ndo houve diferengas entre as doses testadas.

Em uma segunda avaliagdo Seppala et al. (2013) avaliaram quatro TMR’s
homogeneizadas com os seguintes ingredientes (base na MS): 1) 48,7% de silagem de boa
qualidade, 14,3% bagago de colza, 13,1% de cevada e 23,9% de concentrados (misturados em
escala comercial); 2) 48,7 % de silagem de boa qualidade, 14,3% bagaco de colza, 13,1% de
cevada e 23,9% de concentrados (teste em laboratorio) 3) 26,3% silagem de boa qualidade,
26,3% de silagem deteriorada, 13,3% de bagaco de colza, 22,2% de concentrado, 11,9% cevada;
e (teste em laboratorio) 4) 56,0% silagem de boa qualidade, 16,5% de bagaco de colza e 27,5%
de concentrados (teste em laboratério). O aditivo liquido (4cido propidnico, propionato de
amonio, acido formico e formato de amonio) foi utilizado nas doses 2, 4 ¢ 6 glkg de MN e o
solido (propionato de calcio e sodio) a 4 g/kg de MN e aplicados no momento da confec¢do das
TMR’s. Os ingredientes também foram analisados quanto a contagem de bactérias aerdbias,
leveduras e fungos filamentosos. A cevada e a silagem deteriorada apresentaram maior numero
de bactérias aerdbias e leveduras em relagdo aos outros ingredientes (silagem deteriorada: 9,78

e 5,87 ufc/g de bactérias aerdbias e leveduras, respectivamente; cevada: 8,66 ¢ 6,62 ufc/g de
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bactérias aerdbias e leveduras, respectivamente) o que evidentemente refletiu na contagem
microbiana inicial e na estabilidade aerobia das TMR’s. O aditivo liquido apresentou
comportamento linear de 20,0, 38,5 € 43,3% sob a melhora da estabilidade aerobia das TMR’s
1, 2 e 3 respectivamente, em relagdo ao controle. E ndo houve influéncia na estabilidade aerdbia
da TMR 4. Ja& o aditivo solido foi capaz de melhorar a estabilidade das dietas em
aproximadamente 20%, sem diferengas estatisticas entre as formas liquida ou solida dos
aditivos. A estabilidade aerobia da TMR esta diretamente correlacionada com a qualidade
higiénica dos ingredientes. Os aditivos a base de acido propionico, férmico e formato de amonio
foram capazes de prolongar a estabilidade das dietas nesse caso.

Os resultados descritos acima sugerem que adicionar alimentos ricos em energia ou
proteina em silagens nao impacta de modo direto na estabilidade aerdbia da mistura, mas tem
efeito na extensdo da deterioragdo quando a estabilidade ¢ rompida o que esta diretamente
correlacionado com a qualidade e estabilidade da silagem produzida e dos ingredientes
utilizados no preparo da TMR. Portanto, estratégias que visam evitar o inicio da deterioragdo
aerdbia das silagens € pertinente € o uso de aditivos quimicos tem-se mostrado promissor em

melhorar a estabilidade da TMR no cocho.
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ABSTRACT
This experiment evaluated the effect of a Trichoderma reesei derived liquid fungal extract
preparation with cellulase and xylanase activities on lactation performance, feed efficiency, diet
digestibility, ruminal fermentation, and chewing behavior of dairy cows fed a corn silage based
diet. Twenty-eight Holstein cows (221 + 83 days in lactation) were individually fed a
standardization diet for 14 days and a treatment diet for 56 days, in a covariate adjusted
randomized block design with repeated measures over time. Treatments were control (CTL) or
enzyme (ENZ. 0.75 mL/kg of diet dry matter). Diets contained 48.3% corn silage, 3.9% oat
hay, 8.6% whole cottonseeds, 20.6% ground corn, 15.8% soybean meal, 36.5% neutral
detergent fiber, and 29.5% starch on a dry matter (DM) basis. Milk yield and DM intake (DMI)
were recorded daily, the total tract apparent digestibility of nutrients and ruminal fermentation
profile were evaluated on week 8, and rumination and eating behaviors on weeks 4 and 8.
Significance was declared at P < 0.05 and trends at P < 0.10. The total tract digestibility
coefficients of neutral detergent fiber (46.1%) and starch (93.6%), the proportion of consumed
intact corn kernels excreted in feces, fecal viscosity, and fecal composition did not differ. The
DMI (21.0 kg/d), milk yield (26.3 kg/d), and the milk to DMI ratio (1.34) also did not differ.

The ENZ tended to increase milk fat concentration, increased the concentration of milk protein
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on weeks 6 and 8, and increased milk solids concentration. The molar proportion of propionate
in total volatile fatty acids tended to be reduced (19.7% vs. 18.5%) on ENZ, inducing a trend
for increased acetate to propionate ratio (3.59 vs. 3.29). The ENZ increased milk urea-N on
week 3 and tended to increase plasma urea-N over time, suggesting protease activity.
Treatments had no effect on rumination and eating behaviors. The supplementation of lactating
cows with ENZ had no effect on fiber digestibility and feed efficiency, tended to increase the
acetate to propionate ratio in reticular fluid, and increased milk solids concentration.
Keywords: feed efficiency, fiber digestibility, fungal extract, milk solids, sorting behavior
INTRODUCTION

Exogenous fibrolytic enzymes (EFE), mainly with cellulase and xylanase activities, have
been added to diets of dairy cows with the aim of improving fiber digestibility. It has been
suggested that EFE may improve fiber digestion by action on silage (Muck et al., 2018) or hay
(Feng et al. 1996), on fibrous feedstuffs when added to the diet at mixing, and on ruminal
fermentation and intestinal digestion of fiber after ingestion (Beauchemin et al., 2003; Meale et
al. 2014). The supplementation of EFE may enhance the number of fiber-digesting
microorganisms in the rumen (Nsereko et al., 2002; Chung et al., 2012). In a meta-analysis of
continuous experimental designs (Arriola et al., 2017), the mean milk yield response to EFE
added to the diet was positive and there was a trend for increased total tract fiber digestibility;
the response was small, variable, and was not associated to increased feed intake. The
mechanism by which supplemented enzymes act has not yet been fully elucidated and may be
dependent on factors such as the composition of the basal diet (Arriola et al., 2011), stage of
lactation (Schingoethe et al., 1999), form of supplementation (Sutton et al, 2003), and type and
dosage of product (Eun and Beauchemin, 2007), among other factors (Adesogan et al., 2014).

Fibrolytic enzyme additives available in the market are not directly comparable, since

they may contain differing types of carbohydrases, including cellulases and hemicellulases
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(Beauchemin et al., 2003; Meale et al. 2013, Adesogan et al., 2014). VistaPre-T (AB Vista,
Marlborough, UK) has been evaluated as a potential EFE source for dairy cows. The product
has cellulase (EC 3.2.1.4) and xylanase (EC 3.2.1.8) activities. Dosages evaluated in vivo
ranged from 0.5 to 1.0 mL/kg of diet dry matter (DM). When fed to 60 early-lactation Holstein
cows for 10 weeks, the product had no effect on milk yield and reduced DM intake (DMI),
increasing the milk to DMI ratio (Holtshausen et al., 2011). This enzyme has potential to
increase fiber digestibility and to increase feed efficiency of dairy cows.

Hence, this study was conducted to evaluate the effect of EFE added to a corn silage based
total mixed ration (TMR) on lactation performance, DMI, feed efficiency, diet digestibility,
ruminal fermentation, and chewing behavior of dairy cows. We hypothesized that enzyme
supplementation would improve fiber digestibility and feed efficiency.

MATERIALS AND METHODS

The protocol was approved by the University of Lavras Bioethics Committee in
Utilization of Animals (Protocol 031-17).

Housing, Cows, Diets, and Experimental Design

The experiment was conducted from January 9™ to March 19", 2017 in an open-walled,
sand-bedded tie-stall barn with fans and high pressure sprinklers. The research center is located
at 846 m above sea level, 21° 09’ 52.41” latitude south, and 44° 55' 52.40" longitude west.
Environmental temperature and relative humidity at the center of the barn were measured at 30
min intervals with a digital thermometer (EasyLog-USB-2-LCD. Lascar Electronics, Salisbury,
UK) located 2.5 m from the floor. The temperature-humidity index (THI) was calculated
according to Yousef (1985): THI =T + 0.36 x DP + 41.2; where T = temperature (°C) and DP
= dew point (°C). Temperature was 23.3 £4.2 °C and humidity was 79.2 + 14.2 % (Mean £ SD.

2688 recordings). The THI was 71.4 £ 4.7. THI > 68 was observed 76% of time.
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Twenty-eight Holstein cows (201 + 83 days in lactation at the beginning of the
experiment, 9 primiparous) were individually fed the same TMR for a 14-d standardization
period. On d 10 to 14 of this period, DMI, milk yield, milk solids, feed efficiency, somatic cell
count (SCC), milk urea-N (MUN), body weight (BW), and body condition score (BCS) were
measured and used as covariate in the statistical model. Cows were paired blocked primarily
by parity (1 vs. > 2) and secondarily by milk yield. Within a block, each cow received a
treatment for 56 d, in a covariate-adjusted randomized block design with repeated measures
over time. Treatments were: Control (CTL. No feed additive) or Enzyme (ENZ. 0.75 mL/kg of
diet DM. VistaPre-T, AB Vista, Marlborough, UK). Mean + SD at blocking were: Milk yield
30.4 £ 5.8 and days in lactation 199 = 80 on CTL and 30.4 + 6.0 kg/d and 204 = 86 d on ENZ,
respectively. Seven samples of the Trichoderma reesei fermentation product obtained
throughout the experiment were analyzed with an internal manufacturer's wet chemistry assay
(Enzyme Services and Consultancy, Innovation and Technology Centre, Ystrad Mynach, UK).
Enzyme activities were 444,000 + 23,459 BXU/g for xylanase (Standard Analytical Method
036) and 15,314 + 623 ECU/g for cellulase (Standard Analytical Method 044), where 1 BXU
is the amount of enzyme that will release 0.06 pmol of reducing sugars (xylose equivalents)
from birch xylan per minute at pH 5.3 and 50°C and 1 ECU is the amount of enzyme that will
release 0.06 pmol of reducing sugars as glucose from hydroxyethyl cellulose per minute at pH
4.8 and 50°C.

The enzyme product was diluted in distilled water (1:15) and added to the TMR during
mixing 2 x/d in a 1.2 m? vertical stationary mixer. The same volume of water was added to the
CTL TMR. New feed was offered at 0700 h and 1300 h and was pushed up at least 10 x/d. The
compositions of the consumed diet in nutrients and of the offered TMR in ingredients are in
Table 1. Individual cow intake was assessed throughout the experiment by recording the amount

of feed offered and orts daily. The TMR was offered to allow for 10% refusals. The DM
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concentration of forages was determined weekly with a microwave oven and diets were
adjusted as necessary. Samples of each ingredient were collected daily and composite samples
were made per week. Likewise, samples of orts were collected daily and composited per cow
per week. Composite samples were dried in a forced-air oven at 55°C for 72 h and ground
through a 1-mm Wiley mill screen (Thomas Scientific, Swedesboro, USA). The DM
concentration was determined by drying at 100°C for 24 h. The composition of the consumed
diet in nutrients was calculated by summation of the intake of nutrients per cow (composition
of offered ingredients minus orts on a DM basis) divided by the total DMI for the treatment.
The crude protein (CP) was determined by micro-Kjeldahl analysis according to method 990.03
and ether extract (EE) was analyzed according to method 920.39 of AOAC International
(2012). Ash was analyzed by incineration at 550°C for 8 h. The ash-free neutral detergent fiber
(NDF) was determined by filtration in porous crucibles with heat stable amylase and sodium
sulfide (Van Soest et al., 1991). Starch plus free glucose was analyzed enzymatically according
to Hall (2009). The non-fiber carbohydrate fraction was calculated as: 100 - (CP + EE + Ash +
NDF). The particle size distribution of the TMR, oat hay, and corn silage were measured on
composites of daily samples with the Penn State Particle Separator using the 8 mm and 19 mm
diameters screens and pan (Lammers et al., 1996).
Variables and Data Collection

Cows were milked 3 x/d starting at 0500, 1300, and 2000 h in an adjacent herringbone
parlor and milk yield was recorded daily. Milk samples equivalent to 0.5% of the production of
each milking were obtained on d 10 to 14 of the standardization period and on d 6 and 7 of each
week during the comparison period. Composite milk samples were stored under refrigeration
in flasks containing 2-bromo-2-nitropropane-1-3-diol preservative until analysis for at most 2
d until shipping to a commercial laboratory. Milk components, SCC, and MUN concentrations

were measured by mid-infrared analysis (Bentley Instruments Inc., Chaska, USA) at the
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Laboratory of the Parana State Holstein Breeders Association (APCBRH, Curitiba, Brazil).
Yields (kg/d) of fat, protein, lactose, and total solids were calculated per cow per week. Milk
energy secretion (Mcal/d) was calculated as (NRC, 2001): [(0.0929 x % fat) + (0.0547 x %
protein) + (0.0395 x % lactose)] % kg of milk. Energy corrected milk (ECM. kg/d) was: Milk
energy secretion/0.70 (assumes 0.70 Mcal/kg of milk with 3.7% fat, 3.2% protein, and 4.6%
lactose). The BW and BCS were measured at 14-d intervals. The BW was measured after the
morning milking during two consecutive days. Daily BW change was calculated as the slope
of the linear regression of BW over time. The BCS (scale of 1 to 5, Wildman et al., 1982) was
the mean of 3 independent evaluators.

The total tract apparent digestibility of DM, organic matter (OM), NDF, non-NDF OM,
and starch were determined by collection of feces on d 54 to 56. Feces were collected in buckets
by 1 person for every 2 cows concurrent to defecation during 3 continuous 8-h sampling periods
and weighed. The second and third sampling periods were each delayed by 8 h, thus
representing a 24-h collection. Fecal aliquots (equal fresh weight basis) were immediately
frozen along the collection period and composite samples were formed per cow. Composite
fecal samples were dehydrated for 72 h at 55°C in a forced air oven. Concentrations of DM,
NDF, ash, and starch were determined as previously described.. The digestible OM intake
(DOMI) was calculated. Measures of feed efficiency were calculated: Milk/DMI, ECM/DMI,
and ECM/DOMIL.

Viscosity of fecal samples used for the determination of diet digestibility were evaluated
according to an adaptation of the methodology of Cannon et al. (2010). Samples of 100 g of
fresh feces were diluted in 120 mL of water. The solution was homogenized with a metal spatula
for 30 s and filtered through two layers of cheesecloth. The viscosity of the solution was
measured with a rotational viscometer (Model DV-E. Brookfield Engineering Laboratories,

Middleboro, USA) at 100 rpm with spindle LV-1 and temperature of 24°C.
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Intact corn kernels were measured on samples of corn silage and in feces from each cow
on d 56. Feces were washed with tap water to separate material retained on a 4 mm diameter
sieve. Retained corn kernels were manually counted and expressed per mass of fresh feces. The
proportion of the consumed intact kernels lost in feces was calculated.

Urine was collected in buckets (1 person/2 cows) concurrent to urination simultaneously
to fecal sampling (d 54 to 56) to estimate the relative ruminal microbial yield based on purine
derivative excretion (mmol/d). A 20% sulfuric acid solution (200 mL) was added to 20 L
buckets and urine was added to it during the collection period. At the end of the collection
period, composite urine samples were diluted 1:5 with a 4% sulfuric acid solution and frozen
at -20°C. Allantoin was analyzed according to Chen and Gomes (1992).

During days 26 to 28 and 51 to 53 the proportions of daily intake in the morning (0700 to
1300 h), afternoon (1300 to 1900 h), and night (1900 to 0700 h) were determined by measuring
feed availability per cow at 0700, 1300, and 1900 h and orts at 1300, 1900 and 0700 h. Chewing
activity and particle size sorting behavior were measured on d 27 and 53. Feed particles sorting
behavior was evaluated as the proportion of particles above the 19 mm mesh diameter screen
and above and below the 8 mm mesh screen of the Penn State Particle Separator at 0600 h and
1300 h for the offered TMR and at 1200 h, 1900 h, and 0600 h for refusals. Feed refusals at
1300 h were mixed with feed offered at 1300 h for measurement of the TMR particle size of
each cow. The predicted intake (as-fed basis) of particles on each screen was: % TMR retained
on screen x kg of TMR consumed. The observed intake of particles was: % TMR retained on
screen X kg of TMR offered - % orts retained on screen x kg of orts. The selection index was
100 x (observed intake/predicted intake). For the calculation of starch and NDF sorting
behavior the predicted intake of a nutrient was: % of nutrient in offered TMR DM x kg of DMI.
The observed intake was: % of nutrient in offered TMR DM X kg of offered TMR DM - % of

nutrient in orts DM x kg of orts DM. The selection index was: 100 x (observed intake/predicted
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intake). Sorting values below 100% represent selective refusal, above 100% represent
preferential intake, and equal to 100% represent no selection.

Eating and rumination behaviors were evaluated on d 27 and 53 by visual observation of
the buccal activities of each cow at 5-min intervals continuously for 24 h. Buccal activities
evaluated were: eating, rumination, water ingestion, and idleness. Eating and rumination per
unit of DMI were calculated using the intake of the day in which chewing activity was
evaluated. A meal was defined by at least 2 consecutive 5-min eating events following at least
10 min of idleness or rumination. To generate the meal pattern data, the minimum 10-min
intermeal interval was adopted based on the reasoning of Mullins et al. (2012) for a 12-min
interval. Meal duration was the ratio between eating time (min/d) and meals/d. Rumination
duration was the ratio between rumination time (min/d) and ruminations/d. The intervals
between meal and rumination events were: (1440 min - event in min/d)/(events/d -1). The
duration of the first daily meal (conditioned meal) was measured with a chronometer. Five
evaluators observed the behavior of all cows after offering feed at 0700 h until the last cow
finished its first meal.

Blood samples from the coccygeal vessels were obtained on d 54 in vacutainer tubes
containing EDTA to determine plasma urea-N (PUN) concentration. Samples for PUN were
obtained at 0, 1.5, 3, 6, 9, and 12 h after the morning feeding. Plasma was obtained by
centrifugation at 1,800 x g for 10 min and was stored at -20°C until analysis (Urea 500. Doles
Reagentes para Laboratdrios Ltda, Goiania, Brazil).

Reticular fluid samples were collect on d 56 with a flexible oro-gastric tube connected to
a vacuum pump. Samples were obtained 12.0 & 0.9 h after the morning feeding at random within
block. A fluid sample was frozen in liquid nitrogen to suppress fermentation and stored at -
20°C until preparation for analysis of volatile fatty acids by gas chromatography with a HP-

FFAP capillary column (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) according to Ferreira et al.
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(2016). Another sample was mixed to a 36% formaldehyde solution for protozoa counting. The
sample was stained according to Dehority (1984) and total protozoa was enumerated with an
optical microscope in a Neubauer chamber (Warner, 1962).
Statistical Analysis

Data obtained over time were analyzed with the PROC MIXED of SAS (version 9.3,
2011; SAS Institute Inc., Cary, USA) using a repeated measures approach. The statistical model
contained the covariate effect (measurement of the same variable at the end of the
standardization period), the random effect of block (1 to 14), the fixed effects of treatment
(CTL, ENZ) and time (day, week, or hours), and the interaction between treatment and time.
Cow nested within treatment was defined as the whole plot error. For each variable, the best
covariance structure was defined by the Schwarz’s Bayesian criteria among first-order
autoregressive, compound symmetry, and unstructured. Degrees of freedom were calculated
using the Kenward-Roger option. Similar models were used for variables measured once during
the experiment and for variables without the covariate adjustment by removing the covariate,
time, and its interaction with treatment from the previous model. Significance was declared at
P <0.05 and trends at P < 0.10.

RESULTS AND DISCUSSION

The sources of physically effective NDF in the diet were corn silage, oat hay, and whole
cottonseeds; corn silage NDF represented 68.3% of total dietary NDF (Table 1). During the
experiment, weekly composites of daily samples of corn silage were analyzed by near-infrared
spectroscopy in a commercial laboratory (3rLab, Lavras, Brazil) and the in vitro total tract NDF
digestibility (TTNDFD) was estimated according to Lopes et al. (2015). Fiber digestion
parameters of the 8 experimental composite samples of corn silage were (mean += SD):
TTNDFD = 40.7 = 2.3% of NDF; NDF degradation in 24 h = 24.8 + 1.8% of NDF; NDF

degradation in 30 h = 30.0 + 1.8% of NDF; NDF degradation in 48 h = 47.4 £ 2.7% of NDF;
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NDF degradation in 240 h = 67.5 £ 3.9% of NDF; and the fractional degradation rate of NDF
fraction B (kd) =4.7 + 0.3%/h. The corn silage used in the experiment was not of high TTNDFD
(> 42%), suggesting that EFE could improve the total tract NDF digestibility of the diet and
potentially improve animal performance.

However, there was no evidence that the dosage of product used in this experiment (15.5
mL/cow/d) induced change in total tract NDF digestibility. Treatment ENZ induced only a
numerical non-statistical increase in the NDF digestibility coefficient (+ 3.1%-units) (Table 2).
In their meta-analysis, Arriola et al. (2017) observed a trend (P = 0.10) for an increase in NDF
digestibility of + 2.3%-units in response to EFE. The variability among cows in the NDF
digestibility coefficient possibly precluded the detection of a significant treatment effect in our
experiment. Measures of fecal composition and viscosity and the recovery of intact corn kernels
in feces (Table 2) also suggest that diet digestibility was not affected by ENZ.

The similarity in NDF digestibility between treatments may have been the result of a
ruminal pH not low enough for EFE to have ideal action (Vicini et al., 2003; Beauchemin et al.,
2004). Exogenous fungal enzymes differ from rumen enzymes by having a lower optimum pH
(Morgavi et al., 2000; Adesogan et al., 2014), desirable when ruminal pH is suboptimal for
efficient fiber digestion (Russel and Wilson, 1996). Reticular pH measured by stomach tubing
12 h post-morning feeding was 6.37 on CTL and 6.31 on ENZ (P = 0.87), not suggestive of
ruminal acidosis (Aschenbach et al., 2011), despite the high starch concentration in the diet
(29.5% of diet DM). The effect of EFE was more pronounced in cows in early than in late
lactation (Schingoethe et al., 1999; Knowlton et al., 2002; El Bordney et al., 2015) and on diets
with reduced forage concentration (Arriola et al., 2011), suggesting that propensity for low
ruminal pH may be a favorable factor for EFE activity in the rumen. The supplementation of
dairy cows with fibrolytic enzymes increased total tract NDF digestibility and ruminal

microbial yield only when short particles corn silage that induced lowered ruminal pH was fed
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in substitution to long particles corn silage (Dias Junior, 2016). Morgavi et al. (2000) also
observed that EFE supplementation alleviated the drop in NDF digestibility caused by low pH,
but did not affect NDF digestibility when pH was close to the optimum for fiber digestion. The
effect of EFE on high-grain diets fed to beef cattle have been more consistent than those on
high-forage diets (Beauchemin et al., 2003). It seems that the utilization of EFE in dairy herds
should be directed by the occurrence of nutrition management scenarios capable of limiting
hydrolase activity in the rumen (e.g. low ruminal pH) and EFE should not be randomly added
to dairy diets.

Treatment ENZ had no effect on DMI, milk yield, feed efficiency, and body tissue
deposition (Table 3). Nevertheless, treatment ENZ tended to increase milk fat concentration
and increased milk solids concentration (Table 3). An interaction between week and treatment
was detected for the concentration of protein in milk (Table 3). Treatment ENZ increased milk
protein concentration in experimental weeks 6 and 8, but had no effect during the other
experimental weeks (Figure 1). We cannot propose a reason for this variation in protein
concentration over the duration of the experiment. Both the increase in protein and fat
concentrations contributed to the increase in total solids concentration on ENZ, although there
was no detectable change in the yields of fat, protein, lactose, or total milk components.

Various surveys of the literature have examined the effect of EFE on dairy cow
performance, intake, and digestibility. Beauchemin et al. (2003) reported average positive
responses in DMI of 1.0 £ 1.3 kg/d and in milk yield of 1.1 + 1.5 kg/d. Meale et al. (2013)
concluded that few studies have reported positive effects on milk yield and production of milk
components. Adesogan et al. (2014) reported increases in milk yield and DMI and reduction in
milk yield/DMI, concluding that the absence of a milk yield response to EFE supplementation
is a common occurrence in the literature. Tirado-Gonzalez et al. (2017) concluded that EFE

negatively affected DMI, improved milk yield and solids content in low-forage diets (< 50% of
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DM), and had positive effects on the yields of milk, fat and protein in high-forage diets. The
meta-analysis of Arriola et al. (2017) detected a small reduction in milk fat concentration (-
0.05 %-units) and increases in the yields of fat (+ 0.02 kg/d) and protein (+ 0.03 kg/d) in
response to EFE. The effect of EFE on milk and solids secretion seems to be small and variable.

The trend for the increase in milk fat concentration (Table 3) is in agreement with the
trend for increased acetate to propionate ratio in reticular fluid on treatment ENZ (Table 4).
Treatment ENZ induced a minor change in ruminal fermentation profile, although ruminal
microbial yield and protozoa concentration did not differ (Table 4). The increase in the acetate
to propionate ratio is consistent with the increase in methanogenic bacteria when EFE was fed
to dairy cows (Zhou et al., 2011; Chung et al., 2012). However, the change induced by ENZ on
ruminal fermentation profile was not associated to detectable changes on chewing behavior
(Table 5), suggesting that the effect on ruminal fermentation was of low magnitude.

The concentration of MUN was increased by ENZ on week 3 (Figure 2), inducing the
trend for the interaction between week and treatment for this variable (Table 3). The
concentration of PUN over time followed the same upward trend in response to ENZ (Figure
3). The trends for increase in urea-N in milk and plasma suggest that the enzymatic preparation
of Trichoderma reesei had some proteolytic activity in the rumen. Commercial products
containing EFE are semipurified compounds and may contain secondary enzymatic activities.
Proteolytic action could be advantageous to degrade corn prolamins and increase starch
digestibility of flint corn based diets (Ferraretto et al., 2015), as the diet in this experiment.
However, there was no indication that increased proteolytic activity increased total tract starch

digestibility (Table 2).
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CONCLUSIONS
The supplementation of dairy cows with EFE had no effect on fiber digestibility and feed
efficiency. Enzymes induced a trend for increased acetate to propionate ratio in reticular fluid
and increased milk solids concentration.
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TABLES AND FIGURES

Table 1. Ingredient and nutrient composition (% of dry matter) and particle size distribution of

diets on treatments Control (CTL) and Enzyme (ENZ)

CTL ENZ
Corn silage (51.8% NDF, 27.2% starch)’ 48.3
Oat hay (73.8% NDF)? 3.9
Soybean meal (48.8% crude protein) 11.8
High-bypass soybean meal (49.8% crude protein)® 4.0
Whole cottonseeds 8.6
Finely ground mature corn 20.6
Limestone 0.93
Sodium bicarbonate 0.93
Magnesium oxide 0.23
Salt 0.23
Minerals and vitamins* 0.47
Crude protein 15.9 15.7
Neutral detergent fiber (NDF) 36.6 36.4
NDF from corn silage 25.0 24.9
NDF from oat hay 3.0 3.0
Starch 29.4 29.7
Ether extract 5.5 5.5
Ash 6.3 6.3
Non-fiber carbohydrates® 35.7 36.1
Dry matter, % of as fed 59.2 59.0
Feed particles > 19 mm,® % of as fed 26.1+5.9 245+5.0
Feed particles 8-19 mm, % of as fed 343+£4.6 355+£3.3
Feed particles < 8 mm, % of as fed 39.6+2.8 40.0+ 2.5

"Mean + SD of 8 samples (1/week). Particle size (% of as fed): > 19 mm =21.9 + 3.5, 8-19 mm
=56.1+£3.5,<8mm=22.0+ 1.5.

>Mean + SD of 8 samples (1/week). Particle size (% of as fed): > 19 mm = 64.2 + 11.6, 8-19
mm=192=+6.7, <8 mm=16.6+5.3.

3SoyPass (SoyPass BR, Cargill Agricola, Uberlandia, Brazil).

423.0% Ca, 15.6% P, 2.55% Mg, 3.9% S, 120 ppm Co, 2,000 ppm Cu, 5,000 ppm Mn, 12,000
ppm Zn, 83 ppm Se, 200 ppm I, 1,000 KUI/kg Vit A, 220 KUI/kg Vit D, 6,200 Ul/kg Vit E.
SNFC = 100 - (Crude protein + NDF + Ether extract + Ash).

®Mean + SD of 16 samples (2/week).



66

Table 2. Total tract apparent digestibility of dry matter (DM), organic matter (OM), neutral
detergent fiber (NDF), Non-NDF OM, and starch, digestible OM intake (DOMI), feed

efficiency during digestibility measurements, intake and defecation of intact corn kernels, and

fecal yield, composition, and viscosity on treatments Control (CTL) and Enzyme (ENZ)

CTL ENZ SEM P-value
DM D, % of intake 66.4 65.2 3.12 0.71
OM D, % of intake 70.0 66.5 2.49 0.32
NDF D, % of intake 44.5 47.6 2.61 0.44
Non-NDF OM D, % of intake 86.4 84.7 1.24 0.35
Starch D, % of intake 94.0 93.1 0.76 0.38
DOMI, kg/d 15.6 15.3 1.39 0.90
ECM/DOML,! kg/kg 1.63 1.92 0.183 0.32
Kernels intake, N/d 2,857 2,851 197.4 0.97
Kernels in feces, N/d 168 177 36.2 0.81
Kernels in feces, % of intake 5.9 6.2 1.31 0.47
Fresh feces, kg/d 49.4 50.3 3.02 0.92
Fecal DM, % of fresh 13.7 13.9 0.23 0.60
Fecal starch, % of DM 5.6 6.1 0.59 0.55
Fecal NDF, % of DM 64.5 64.0 0.72 0.64
Fecal viscosity, cP 15.8 15.0 1.52 0.69

"Energy-corrected milk/DOMI.
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Table 3. Dry matter intake (DMI), lactation performance, milk urea-N (MUN), feed efficiency,

body weight (BW) and condition score (BCS), and milk somatic cell count (SCC) on treatments

Control (CTL) and Enzyme (ENZ)

P-value!
CTL ENZ SEM Trt TrtxWk

DMI, kg/d 21.2 20.7 1.02 0.66 0.96
Milk, kg/d 26.4 26.3 0.52 0.72 0.44
ECM,? kg/d 25.0 25.0 0.63 0.98 0.56
Fat, kg/d 0.900 0.910 0.0215 0.68 0.63
Fat, % 3.40 3.52 0.057 0.07 0.59
Protein, kg/d 0.825 0.820 0.0156 0.69 0.86
Protein, % 3.14 3.16 0.023 0.45 0.04
Lactose, kg/d 1.180 1.176 0.0275 0.86 0.33
Lactose, % 4.45 4.47 0.022 0.47 0.76
Solids, kg/d 3.155 3.150 0.0657 0.93 0.61
Solids, % 11.94 12.10 0.057 0.02 0.65
MUN, mg/dL 17.8 18.0 0.31 0.65 0.10
Milk/DMI, kg/kg 1.33 1.34 0.097 0.90 0.80
ECM/DMI, kg/kg 1.24 1.29 0.091 0.59 0.82
BW, kg 653 655 2.4 0.38 0.91
BW change,’ kg/d 0.261 0.335 0.0685 0.42

BCS, 1to 5 3.18 3.17 0.127 0.76 0.19
Linear SCC,*0to 9 3.23 3.10 0.415 0.77 0.36

P < 0.01 for the effect of experimental week for all variables (weeks 1 to 8). Trt = Treatment.

TrtxWk = Interaction between Trt and week.
’Energy-corrected milk.
3Slope of the linear regression of body weight over weeks 0 to 8.

*Equivalency of the Linear SCC scores. 3.23 = 117,000 cells/mL and 3.10 = 107,000 cells/mL.
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Table 4. Molar proportions of total volatile fatty acids (VFA), pH, and total protozoa
concentration in reticular fluid, urinary allantoin excretion, and allantoin/digestible organic

matter intake (DOMI) on treatments Control (CTL) and Enzyme (ENZ)

CTL ENZ SEM P-value
Acetate, molar % of total VFA 64.9 66.2 0.65 0.15
Propionate, molar % of total VFA 19.7 18.5 0.55 0.10
Butyrate, molar % of total VFA 11.2 11.1 0.29 0.84
Acetate/Propionate 3.29 3.59 0.10 0.10
Protozoa, x 10*/mL 8.8 10.2 1.02 0.26
Allantoin, mmol/d 334 298 51.7 0.62

Allantoin/DOMI, mmol/kg 21.6 24.1 4.61 0.70
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Table 5. Dry matter intake (DMI) and orts, proportion of intake in periods of the day, starch,
neutral detergent fiber (NDF), and particle size sorting behaviors, and chewing behavior on

treatments Control (CTL) and Enzyme (ENZ)

P-value'
CTL ENZ SEM Trt TrtxWk
DMI, kg/d 22.2 21.9 1.69 0.85 0.43
Orts, % of offered diet 9.4 10.1 0.61 0.42 0.14
% of daily intake
0700 to 1300 h 39.7 41.1 3.57 0.69 0.35
1300 to 1900 h 46.5 42.7 2.56 0.20 0.75
1900 to 0700 h 13.8 16.2 3.28 0.29 0.12
Observed/Predicted,” %

Starch sorting 105 104 0.76 0.86 0.49
NDF sorting 92 92 0.86 0.58 0.51

0700 to 1300 h
> 19 mm 98 96 3.9 0.69 0.21
8-19 mm 84 88 1.6 0.16 0.14
<8 mm 110 109 2.0 0.85 0.13

1300 to 1900 h
> 19 mm 57 60 43 0.63 0.21
8-19 mm 104 101 1.6 0.20 0.22
<8 mm 121 123 43 0.66 0.67

1900 to 0700 h
> 19 mm 81 78 4.1 0.68 0.82
8-19 mm 105 105 59 0.99 0.34
<8 mm 113 115 6.4 0.80 0.54
Eating, min/d 302 308 9.6 0.63 0.89
Rumination, min/d 446 454 11.6 0.61 0.86
Chewing,® min/d 748 762 16.2 0.52 0.96
Eating, min’kg DMI 13.6 14.0 1.45 0.32 0.90
Rumination, min/kg DMI 20.0 20.7 2772 043 0.96
Chewing,® min/kg DMI 33.6 34.7 431 045 0.94
First meal duration, min 74.2 65.8 5.75 0.23 0.66
Meals/d 8.6 8.7 0.40 0.86 0.71
Meal duration, min 35.0 354 1.54 0.80 0.56
Interval between meals, min 157 149 6.3 0.37 0.75
Ruminations/d 11.2 11.1 0.37 0.94 0.38
Rumination duration, min 40.0 41.0 1.41 0.73 0.38
Interval between ruminations, min 101 100 44  0.94 0.37

1P <0.01 for the effect of experimental week for all variables (weeks 4 and 8). Trt = Treatment.
TrtxWk = Interaction between Trt and week.

2<100% = rejection, > 100% = preferential intake, = 100% = no selection. Diameter of sieves
of the Penn State Particle Separator.

3Eating + Rumination.
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Figure 1. Milk protein concentration on treatments Control (—®—) and Enzyme (--O--). P =
0.45 for treatment, P = 0.04 for the interaction between treatment and week. Slice option: P =

0.02 onwk 6, P=0.04 on wk 8.
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Weeks

Figure 2. Milk urea-N concentration (MUN) on treatments Control (—#—) and Enzyme (--0--).
P = 0.65 for treatment and P = 0.10 for the interaction between treatment and week. Slice

option: P =0.05 on wk 3.
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Figure 3. Plasma urea-N (PUN) on treatments Control (—®—) and Enzyme (--O--). P =0.06
for treatment and P = 0.10 for the interaction between treatment and hour. Slice option: P =

0.06 at 3 h and P = 0.08 at 6 h post-feeding.
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RESUMO

A estabilidade aerébia da dieta pode afetar o manejo alimentar ¢ 0 CMS de ruminantes.
Avaliamos o efeito de dois produtos comerciais (Kemin, Brasil) em trés dosagens na
estabilidade aerobia de uma TMR a base de silagem de milho (50,5% MS, pH 5,52). Os
tratamentos foram: Controle (CTL), propionato de calcio (PC. Shield Base Feedgrade Dry,
100% propionato de célcio) com doses de 1 (PC1), 1,5 (PC1,5) ou 2 (PC2) kg/ton, ou uma
mistura liquida de inibidores de crescimento microbiano (FC. Fresh Cut Plus Liquido, acidos
acético, benzoico e propidnico, hidroxido de amdnio, polisorbato) com doses de 1 (FC1), 1,5
(FC1,5) ou 2 (FC2) L/tonelada. Agua (CTL) ou produtos diluidos em 4gua (30 mL) foram
misturados a 5 kg de TMR e colocados em 6 baldes / tratamento. Um balde com cada tratamento
foi colocado em uma das 6 prateleiras em uma sala com ambiente controlado (29,1 + 1,7 °C)
por 48 h. As temperaturas da TMR e em cada prateleira foram mensuradas em intervalos de 30
min. A microbiologia foi avaliada as 24 h. O modelo estatistico continha os efeitos da prateleira
e do tratamento. Os dados obtidos ao longo do tempo foram analisados como medidas repetidas.
Os contrastes compararam o CTL com outros tratamentos. Os tratamentos FC1.5 (1820 min) e
FC2 (1825 min) atrasaram (P < 0,05) o momento da temperatura maxima da TMR em relagao
ao CTL (1745 min). O valor da temperatura méxima (46,7 °C) e a estabilidade aerobia (723
min para a temperatura de TMR + 2°C que o ambiente) ndo diferiram (P > 0,28). Os tratamentos
FC1.5 (32.4 °C) e FC2 (32.2 °C) reduziram a temperatura de 0-24 h da TMR em rela¢do ao
CTL (34,8 °C). Os aditivos ndo afetaram (P > 0,63) a temperatura de 24-48 h (44,4 °C). As
contagens (log ufc/g) de bactérias aerdbias e formadoras de esporos foram reduzidas (P < 0,05)
por PC2 (4,77 e 4,11) e FC1,5 (3,86 ¢ 3,27) e tendéncia (P < 0,07) a serem reduzidas por FCI
(4,98 ¢ 4,24) em relagdo aos CTL (6,85 e 5,74). A contagem de leveduras tendeu (P = 0,09) a
ser reduzida em FC1 (0,98 vs 2,71). A contagem de fungos filamentosos foi de 3,35 para CTL
e foi reduzida (P < 0,05) por PC2 (1,59), FC1 (1,37), FC1,5 (1,07) e FC2 (1,73) e tendeu (P =
0,06) a reduzir por PC1,5 (1,85). O produto FC nas doses mais altas reduziu a temperatura da
TMR de 0 a 24 h e foi mais inibidor do crescimento microbiano do que o produto PC.

Palavras-chave: Acido propidnico. Estabilidade aerébia. Estabilidade da ragdo mista total.
Propionato de célcio.
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1 INTRODUCAO

A estabilidade aerobia ¢ designada como o tempo necessario para que silagem ou a ra¢ao
mista total (TMR) aumente 2 °C em relagdo a temperatura ambiente (KUNG, 1998), ou seja,
sem aquecimento devido a atividade microbiana. Com o desenvolvimento dos microrganismos
ocorre a produ¢do de calor e consequentemente aquecimento da TMR, podendo esse processo
ocorrer no periodo de 12 h a partir da homogeneizacdo dos ingredientes (KUNG, 2010). O
aquecimento gera consequéncias negativas como redu¢do no consumo de matéria seca (CMS)
e de nutrientes, com queda na producao de leite (GHELLER et al., 2020). Além disso, pode
ocorrer a proliferagdo de microrganismos potencialmente patogénicos ou indesejaveis afetando
negativamente a qualidade e seguranca do leite, bem como a saude e o desempenho animal
(CAVALLARIN et al., 2011; OGUNADE et al., 2016).

A estabilidade aerdbia da TMR no cocho estd relacionada com a estabilidade das
silagens e dos ingredientes utilizados na confec¢do da TMR. A mistura dos ingredientes
imediatamente antes do fornecimento aos animais, expdem a dieta ao oxigénio, além de
fornecer substrato para os microrganismos presentes nos alimentos. O fornecimento da TMR
em intervalos mais curtos € a remog¢ao das sobras do fornecimento anterior, reduziria os
problemas de quebra da estabilidade, porém resulta em aumento dos custos de produgdo. Uma
estratégia ¢ a utilizagdo de aditivos, como os acidos organicos, que visam aumentar a
estabilidade aerobia desses alimentos (GHELLER et al., 2020).

A utilizagdo de aditivos quimicos com objetivo de aumentar estabilidade aerobia tem
sido bastante relatada em silagens de gramineas (STRYSZEWSKA e PYS 2006; TYROLOVA,
BARTON e LOUCKA 2017; KUNG etal., 2018; BERNARDES et al., 2014), silagens de graos
cereais imidos ou reconstituidos (ADESOGAN et al., 2003; Kung et al., 2004; DA SILVA et
al., 2015; MORIEL et al., 2016; SANTOS et al., 2019) e também em silagens de dieta total
(CHEN et al., 2015, 2016; YUAN et al., 2015). No entanto, poucos estudos tém sido
desenvolvidos com intuito de avaliar a aplicacdo desses aditivos no momento da
homogeneizacdo dos ingredientes sobre a estabilidade aerébia da TMR no cocho (KUNG et al.,
1998; KUNG, 2005, SEPPALA et al., 2013; 2016). Os acidos organicos t€ém o potencial de
melhorar a estabilidade aerdbia devido a acdo da sua forma ndo dissociada que consegue
atravessar a membrana da célula microbiana por transporte passivo alterando o pH
citoplasmatico (GHELLER et al., 2020), consequentemente afetando o metabolismo e a pressao
osmotica da célula, o que impossibilita seu desenvolvimento (LAMBERT ¢ STRATFORD,
1999).
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A hipotese dessa pesquisa € que a adi¢dao dos aditivos quimicos melhore a estabilidade
aerobia e reduza o aquecimento das dietas no cocho. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a eficacia da associacdo entre substancias quimicas inibidoras de microrganismos
deterioradores sob a populagdo microbiana e estabilidade aerobia de TMR baseadas em silagem

de milho.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Dieta, tratamentos e unidades experimentais

A dieta utilizada (TMR) foi homogeneizada em misturador estaciondrio vertical
(Unimix 1200. Casale Equipamentos Ltda, Sdo Carlos, SP), sendo composta pelos seguintes
ingredientes (% da MS): 35,5% de silagem de milho (40% de MS), 13,3% de silagem de sorgo
(30% de MS), 2,7% de feno de aveia (87,6% de MS), 8,2% de carogo de algodao, 13,1% de
farelo de soja, 14,9% de milho reidratado ensilado (61,0% de MS), 5,9% de residuo de destilaria
com solutos (FlexyPro Cargill), 3,2% de polpa citrica e 3,1% de premix com minerais,
vitaminas e aditivos (Bicarbonato de sddio, 6xido de magnésio, levedura morta, adsorvente de
micotoxinas, beta caroteno). O teor de MS da dieta foi 50,5% da matéria natural. A composi¢ao
da dieta em nutrientes foi (% da MS): 16,2 de proteina bruta, 35,0% de fibra em detergente
neutro, 4,8% de extrato etéreo, 37,3% de carboidratos nao-fibrosos, 24,7% de amido.

Os sete tratamentos foram: Controle (CTL. Agua destilada), o produto solido propionato
de calcio (PC. Shield Base Feedgrade Dry; 100% propionato de calcio. Kemin do Brasil,
Indaiatuba, SP) nas doses 1,0 kg/ton (PC1), 1,5 kg/ton (PC1,5) e 2,0 kg/ton (PC2) e o produto
liquido composto por uma mistura de antifungicos (FC. Fresh Cut Plus Liquido; acido acético,
acido benzoico, &cido propionico, hidroxido de amodnio, polisorbato. Kemin do Brasil,
Indaiatuba, SP) nas doses 1,0 L/ton (FC1), 1,5 L/ton (FCL,5) e 2,0 L/ton (FC2). O produto
liquido foi diluido em 30 mL de 4gua destilada e foi aspergido sobre 5 kg da dieta com um
pulverizador manual. O produto so6lido foi homogeneizado a 5 kg da dieta que foi
posteriormente pulverizada com 30 mL de agua destilada.

Os tratamentos foram avaliados em duas rodadas experimentais ndo consecutivas
conduzidas em sala sem ventilagdo com temperatura mantida ao redor de 30°C por aquecedor
elétrico. As unidades experimentais foram baldes de 30 L (35 cm de altura e 29 cm de diametro)
contendo 5 kg da dieta com os tratamentos. Foram avaliados 3 baldes por tratamento em cada
rodada experimental, totalizando 21 wunidades experimentais por rodada (N=6
baldes/tratamento). Uma unidade experimental de cada tratamento foi colocada em uma de trés
prateleiras de estante (7 baldes por prateleira) no centro da sala ficando a 20 cm, 80 cm ou 150
cm do piso. Prateleira/rodada experimental (1 a 6) foi considerado como bloco no modelo de
andlise estatistica visando ajustar para a variagdo da temperatura ambiente dentro da sala

climatizada.
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2.2 Temperatura e pH da dieta

Para o monitoramento da temperatura das dietas ¢ do ambiente de cada prateleira a
intervalos de 30 minutos por 48 horas foram utilizados dataloggers (Modelo MX-ST-S-8-L
iIMINI. Cryopak Verification Technologies, Buchanan, EUA). Um datalogger foi inserido no
centro da dieta em cada balde e outro foi deixado sobre cada uma das trés prateleiras. A
estabilidade aerobia da dieta foi definida como o momento que a temperatura da dieta excedeu
2 °C da temperatura ambiente mensurada na prateleira (Moran, et al., 1996). A temperatura do
ambiente nas duas rodadas experimentais foi 29,1 + 1,7 °C (Média = DP de 6 termdmetros nas
prateleiras a cada 30 minutos por 48 h).

Nos tempos 24 h e 48 h do inicio do ensaio, uma amostra da dieta foi coletada no centro
da massa para mensuragdo do pH. Amostras de 25 g da dieta foram misturadas a 225 mL de
agua destilada e agitadas durante 4 min a 200 rpm em agitador orbital (Modelo 430. Nova Etica,
Sdo Paulo, SP). A partir do extrato obtido, o pH foi determinado (Phmetro Digimed DM 20.

Digicrom Analitica, Sdo Paulo, SP).
2.3 Microbiologia

Amostras de 25 g da dieta foram obtidas no tempo 24 h, inseridas assepticamente em
225 mL de agua peptonada estéril (0,1%) e agitadas durante 20 minutos a 200 rpm em agitador
orbital (Modelo 430. Nova Etica, Sdo Paulo, SP). A partir do extrato obtido, foram preparadas
diluigdes decimais de 107" a 10°. As populagdes de bactérias aerdbias totais, fungos
filamentosos, leveduras e bactérias aerdbias formadoras de esporos foram determinadas por
plaqueamento em superficie, tomando-se 0,1 mL de cada dilui¢do, em duplicata.

A contagem de bactérias aerdbias totais foi realizada com o meio Agar Nutriente
(HiMedia Laboratories, Mumbai, India). As placas foram incubadas & 37 °C e a contagem foi
realizada apds 48 h. A contagem de fungos filamentosos e leveduras foi pelo meio Dicloran
Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) em incubacdo a 28 °C. A contagem de leveduras foi
realizada apds 72 h e para fungos filamentos apds 120 horas. As bactérias aerobias formadoras
de esporos foram enumeradas em uma amostra do extrato aquoso mantida a 80 °C por 10 min
e diluigdes decimais adicionais foram plaqueadas em meio Agar Nutriente (HiMedia

Laboratories, Mumbai, India) e incubadas a 37 °C por 72 h.
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2.4 Analise estatistica

Os dados de temperatura e pH da dieta obtidos ao longo do tempo foram analisados com
o PROC MIXED do SAS (versdo 9.3, 2011, SAS Institute Inc., Cary, NC). O modelo estatistico
continha os efeitos fixos de bloco (1 a 6), tratamento (CTL, PC1, PC1,5, PC2, FCI, FC1,5 ¢
FC2) e tempo (min) e a interagdo entre tratamento e tempo. Balde aninhado em tratamento foi
definido como aleatdrio. A melhor estrutura de covariancia foi definida pelo critério Bayesiano
de Schwarz entre autoregressiva de primeira ordem e simetria composta. Os graus de liberdade
foram calculados usando a op¢ao Kenward-Roger. Modelo similar foi adotado para varidveis
mensuradas uma vez (Temperatura maxima, momento da temperatura méaxima, estabilidade
aerdbia, temperatura ¢ pH nos tempos 24 h e 48 h e contagens microbioldgicas) removendo o
efeito de tempo e sua interagdo com tratamento do modelo anterior. Contrastes ortogonais foram
realizados para comparar os tratamentos. A significancia foi declarada a P <0,05 e as tendéncias

aP<0,15.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Silagens de milho e sorgo permitem uma rapida producdo de 4cido latico durante o
processo de fermentagdo, com consequente queda no pH. Esse perfil de fermentagdo ¢ desejavel
e adequado para uma melhor conserva¢ao do material, mas nao evita a deterioragdo aerdbia
(MUCK; MOSER e PITT, 2003). Silagens com perfil de fermentacdo adequado apresentam
altos teores de acido latico e carboidratos soliveis em agua (CSA) remanescentes, que sao
utilizados como substrato preferencial para o crescimento de leveduras e fungos filamentosos,
apos a abertura do silo, além de apresentarem baixa quantidade de produtos inibidores de
microrganismos deterioradores, como por exemplo o acido acético (TABACCO et al., 2009).
A TMR utilizada em nosso estudo continha aproximadamente 35% de silagem de milho e 13%
de silagem de sorgo em sua composicdo, o que a predispde a uma maior probabilidade de
deterioragcdo e menor estabilidade aerdbia no cocho, além disso a temperatura em que essas
TMR’s foram armazenadas estdo acima das temperaturas utilizadas em alguns trabalhos para
mensurar o efeito de aditivos quimicos sob a estabilidade aerdbia de silagens e TMR’s
(SEPPALA et al., 2013; DA SILVA et al.; 2015).

A nossa hipotese era que os estabilizantes melhorassem a estabilidade aerdébia da TMR,
com reducdo da deterioragdo aerdbia. Entretanto, nenhum dos aditivos e doses testadas foram
capazes de melhorar a estabilidade aerdbia ou impactar na temperatura maxima atingida pela
TMR nos tratamentos. Sepalla et al. (2013) encontram aumento de 5,4% na estabilidade aer6bia
de TMR’s utilizando aditivos a base de acido propionico nas doses de 2 e 3 L/ton e aumento de
30% quando 4 L/ton foram utilizados, sugerindo que doses acima de 5 L/ton sao
imprescindiveis na pratica. Os tratamentos FC1,5 e FC2 (P < 0,05) adiaram o tempo em que a
temperatura maxima da TMR foi atingida relativamente ao CTL, sem, no entanto, afetar a
estabilidade aerobia que foi em média de 723 min para os tratamentos (Tabela 1).

A temperatura de avaliacdo dos tratamentos (29,1 + 1,7 °C) permaneceu dentro da faixa
em que as silagens sdo mais suscetiveis a deteriora¢do e multiplica¢do de leveduras (ASHBELL
et al., 2002). Isso pode ter favorecido o desenvolvimento de microrganismos deterioradores e
limitado o potencial efeito das doses e aditivos utilizados nesse estudo. O grau em que as
silagens se deterioraram no silo e a temperatura ambiente determinard as doses de aditivos
necessarias para impedir a intensidade e extensao da deterioragdo da TMR no cocho (KUNG et
al., 1998). Assim, se a temperatura ambiente favorece o desenvolvimento de microrganismos
deterioradores e/ou os alimentos apresentam certo grau de deterioragdo antes da

homogeneizagdo da TMR, altos niveis de aditivos podem ser necessarios para evitar a extensao
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deterioracao no cocho (KUNG, 2010). O tratamento FC1,5 reduziu (P = 0,05) a temperatura da
dieta no tempo 24 h relativamente ao CTL e o tratamento FC2 reduziu (P < 0,01) a temperatura
da dieta no tempo 48 h relativamente ao CTL (Tabela 1). O tratamento PC2 tendeu (P = 0,08)
a aumentar o pH da TMR em 24 horas em relagdo ao controle. A baixa solubilidade desse sal
pode ter impactado na eficacia em reduzir o pH em altos niveis de aplicacdo ou pode ser
parcialmente atribuido ao aumento da capacidade tampao que o PC possui (KUNG et al., 2010;
DONG et al., 2017). Kung et al. (1998) também observaram que a alta dose de propionato de
calcio resultou em sobras com maior pH ap6s permanecerem 24 h no cocho.

Os tratamentos FC1 e FC1,5 reduziram (P < 0,02) o pH da dieta em 48 h relativamente
ao CTL (Tabela 1) e os tratamentos FC1,5 e FC2 reduziram (P < 0,04) a temperatura entre 0 e
24 h relativamente ao CTL. Nao houve diferenga (P > 0,38) na temperatura da dieta entre 0 e
24 h entre as doses dos estabilizantes e também ndo houve efeito de tratamento (P > 0,49) sobre
a temperatura da dieta entre 24 ¢ 48 h (Tabela 2). A Figura 1 relata a temperatura da dieta e do
ambiente ao longo de 48 h. E possivel observar uma tendéncia dos estabilizantes em reduzir a
temperatura da dieta nas primeiras 24 h em relacdo ao CTL, porém sem diferencas estatisticas
entre os tratamentos.

A eficacia do acido propidnico e seus sais estd intimamente relacionada a sua
solubilidade na 4gua. Quanto mais forte a ligacdo entre a base ¢ o acido, menos soluvel o
produto ¢, portanto, menos eficaz na inibicdo de microrganismos deterioradores. Entre os sais,
o propionato de amonio € mais solivel em dgua (90%), seguido pelo propionato de sodio (25%)
e propionato de calcio (5%) (KUNG, 2010). Os 4acidos organicos podem inibir o
desenvolvimento de microrganismos pela reducdo do pH do meio externo ou por agao da sua
forma ndo dissociada que consegue atravessar a membrana microbiana por transporte passivo,
devido a sua solubilidade em lipideos, alterando o pH citoplasmatico e consequentemente
afetando o metabolismo e a pressdo osmotica da célula microbiana o que consequentemente
inibe seu desenvolvimento (LAMBERT e STRATFORD, 1999; RUSSEL, 1992).

O aditivo quimico foi capaz de reduzir a contagem de bactérias aerobias em relacao ao
controle com diferengas significativas para o PC2 e FC1,5. O tratamento FC2 apresentou maior
contagem de bactérias aerdbias, o que nao era esperado. No entanto, alguns microrganismos
possuem mecanismos adaptativos quando em condi¢des de estresse extremo (WILKS et al.,
2009; STRATFORD et al., 2013; PANDEY et al., 2016), o que pode resultar em efeitos
quadraticos na contagem de microrganismos quando doses crescentes de 4cido propidnico sdao
testadas (MOON,1983; DONG et al., 2017). Houve tendéncia de queda (P < 0,11) para reduzir

a contagem de bactérias formadoras de esporos da dieta relativamente ao CTL nos tratamentos
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PC2 e FC1 (Tabela 3). Os tratamentos PC2 e FC1 apresentaram tendéncia a reduzir a contagem
de leveduras e fungos filamentosos da dieta em relagdao ao CTL.

As leveduras sdo as principais responsaveis pelo aparecimento da deterioragdao aerobia
de silagens e da TMR (MCDONALD et al., 1991) e existe uma correlagdo negativa entre
estabilidade aerobia e contagem de leveduras (WEISS et al., 2016). A associagdo de principios
ativos dos aditivos quimicos apresenta efeito sinérgico quando comparado a utilizagao isolada
(MOON, 1983; PELAEZ et al., 2012). Os mecanismos de inibi¢io dos principios ativos podem
ser diferentes e a agdo conjunta leva a um ganho associativo comparado a utilizagdo isolada de
um principio ativo por si s6 (WOOLFORD, 1984), o que est4 de acordo com a menor contagem
de fungos filamentosos em relagdo ao CTL nos tratamentos FC1, FC1,5 e FC2.

A composic¢ao dos produtos e as doses recomendadas devem ser avaliadas em condi¢des
diversas para que sejam realmente efetivos em situagdes em que a temperatura favorece o
crescimento de microrganismos deterioradores ou ainda quando sao utilizados ingredientes para

confeccdo das TMR’s que apresentem algum grau de deterioragdo aerobia.
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4 CONCLUSAO

O estabilizantes ndo melhoraram a estabilidade aerobia das TMR’s. A composi¢ao dos
produtos baseados em 4cidos organicos e as doses de aplicagdo devem ser avaliadas e
experimentos in vivo com vacas em lactacdo sdo necessarios para avaliar o efeito dos
estabilizantes e doses sobre o consumo de matéria seca e o desempenho leiteiro, principalmente

durante periodos quentes do ano.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Temperatura maxima, momento da temperatura maxima, estabilidade aerdbia, e temperatura e pH nos tempos 24 h e 48 h das dietas

tratadas com aditivos estabilizantes.

Tratamentos' Valor-P Contrastes CTL vs.
CTL PC1 PCl,5 PC2 FCl FCl,5 FC2 EPM Tratamento PCl1 PCl1.5 PC2 FCl FCl.5 FC2
Temperatura maxima, °C 46,7 47,1 46,7 46,6 46,6 46,6 463 0,31 0,74 0,97 0,88 0,91 0,37 0,37 0,28

Momento temp. maxima, 1745 1715 1775 1800 1805 1820 1825 262 0,04 042 042 0,14 0,11 0,05 0,03
min

Estabilidade aerébia,” min 710 725 705 715 730 740 740 19,1 0,77 0,58 08 0,85 0,46 0,27 0,27

Temperatura 24 h, °C 454 434 43,1 432 435 419 449 1,03 0,11 0,25 0,14 022 0,23 0,05 0,70
Temperatura 48 h, °C 42,1 423 41,7 41,7 42,0 41,6 40,0 0,35 <0,01 0,69 044 042 0,77 0,35 <0,01
pH24 h 552 546 547 576 573 541 5,48 0,093 0,07 0,67 0,70 0,08 0,12 0,41 0,78
pH48 h 5,79 5,55 5,65 569 524 539 579 0,118 0,01 0,16 040 0,54 <0,01 0,02 0,96

"CTL: Controle. PC1: Propionato de Célcio 1 kg/ton. PC1,5 Propionato de Célcio 1,5 kg/ton. PC2 Propionato de Calcio 2 kg/ton. FC1 Fresh Cut 1 L/ton. FC1,5
Fresh Cut 1,5 L/ton. FC2 Fresh Cut 2 L/ton.
> Momento que a temperatura da dieta excedeu 2°C da temperatura ambiente mensurada na prateleira.
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Tabela 2. Temperatura mensurada a cada 30 min por 48 h e pH nos tempos 24 h e 48 h das dietas tratadas com aditivos estabilizantes.

Tratamentos' Valor-P Contrastes CTL vs.

CTL PC1 PCl,5 PC2 FCl1 EFECI1,5 FC2 EPM Tratamento Tempo Interacio PC1 PC1,5 PC2 FC1 FC1,5 FC2

Temp 0-48 h,°C 39,5 388 38,6 388 385 383 38,1 0,76 0,99 <0,01 0,86 098 098 0,99 097 0,99 0,98
Temp 0-24 h,°C 34,8 33,0 33,0 332 32,6 324 322 0,82 0,38 <0,01 033 0,12 0,14 0,18 0,06 0,44 0,03
Temp 24-48 h,°C 44,3 44,7 443 446 445 442 44,1 0,57 0,49 <0,01 097 0,63 099 0,73 0,82 0,86 0,83
pH 566 551 556 572 548 540 564 0,112 0,09 0,53 0,02 0,220 0,40 0,56 0,14 0,03 0,85
"CTL: Controle. PC1: Propionato de Calcio 1 kg/ton. PC1,5 Propionato de Calcio 1,5 kg/ton. PC2 Propionato de Calcio 2 kg/ton. FC1 Fresh Cut 1 L/ton. FC1,5
Fresh Cut 1,5 L/ton. FC2 Fresh Cut 2 L/ton.
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Tabela 3. Bactérias aerobias totais, bactérias formadoras de esporos, leveduras e fungos filamentosos apds 24 h das dietas tratadas com aditivos

estabilizantes.
Tratamentos' Valor-P Contrastes CTL vs.
CTL PC1 PCl1,5 PC2 FC1 FC1,5 FC2 EPM Tratamento PCl1 PC1,5 PC2 FCl FC1,5 FC2
Bactérias aerobias, log ufc/g 6,85 5,73 593 4,77 498 3,86 5,82 0,679 0,09 0,25 0,34 0,03 0,06 <0,01 0,29

Bactérias formadoras de esporos, log 5,74 5,771 5,15 4,11 424 327 5,05 0,577 0,04 0,97 047 0,05 0,07 <0,01 0,40
ufc/g

Leveduras, log ufc/g 2,71 2,76 1,60 1,11 0,98 1,57 1,74 0,697 0,42 0,85 0,26 0,11 0,09 0,25 0,33
Fungos filamentosos, log ufc/g 3,35 2,37 1,85 1,59 1,37 1,07 1,73 0,552 0,11 0,06 0,06 0,03 0,01 <0,01 0,05

"CTL: Controle. PC1: Propionato de Célcio 1 kg/ton. PC1,5 Propionato de Calcio 1,5 kg/ton. PC2 Propionato de Célcio 2 kg/ton. FC1 Fresh Cut 1 L/ton. FC1,5
Fresh Cut 1,5 L/ton. FC2 Fresh Cut 2 L/ton.
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Temperatura, °C

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48

Horas
——CTL PC1 ——PC1,5
——PC2 FC1 ——TFC1,5
——TFC2 ——AMBIENTE DIA 1 —— AMBIENTE DIA 2

Figura 1. Temperatura do ambiente e das dietas tratadas com aditivos estabilizantes. Erro padrdo das médias = 0,76 CTL: Controle. CTL: Controle.
PCI1: Propionato de Calcio 1 kg/ton. PC1,5 Propionato de Calcio 1,5 kg/ton. PC2 Propionato de Calcio 2 kg/ton. FC1 Fresh Cut 1 L/ton. FC1,5
Fresh Cut 1,5 L/ton. FC2 Fresh Cut 2 L/ton. P = 0,99 para efeito fixo de tratamento; P < 0,01 para efeito fixo de hora e P = 0,86 para efeito fixo

da interacao entre tratamento e hora.
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RESUMO

A estabilidade aerébia da dieta pode afetar o manejo alimentar e o CMS dos ruminantes.
Avaliamos o efeito de trés produtos (Alltech, Brasil) em duas dosagens de 4cido propidnico na
estabilidade aerobia de uma TMR a base de silagem de milho (50,5% DM, pH 5,52). Os
tratamentos foram: Controle (CTL), Mold-Zap 55 (55% de acido propidnico, 12% de NH4OH)
a 0,5 (MZ55-B) e 1 L / tonelada (MZ55-A), Mold-Zap Aquativa (25% de 4cido propidnico,
NH4O0H a 3% e acidos citrico, sorbico, formico, 14tico e ascorbico) a 1,1 (MZAQ-B) e 2,2 kg /
ton (MZAQ-A) e Mold-Zap Aquativa Sorbato (acido propidnico a 35%, NH4OH a 3%), 15%
de sorbato de potassio, e os acidos citrico e sorbico) a 0,8 (MZSO-B) e 1,6 kg / tonelada
(MZSO0-A). Agua (CTL) ou produtos diluidos em agua (30 mL) foram misturados a 5 kg de
TMR e colocados em 6 baldes / tratamento. Um balde com cada tratamento foi colocado em
uma das 6 prateleiras em uma sala com ambiente controlado (29,1 £ 1,7 °C) por 48 h. As
temperaturas da TMR e em cada prateleira foram mensuradas em intervalos de 30 min. A
microbiologia foi avaliada as 24 h. O modelo estatistico continha os efeitos da prateleira e do
tratamento. Os dados obtidos ao longo do tempo foram analisados como medidas repetidas. Os
contrastes compararam o CTL com outros tratamentos. A temperatura maxima (46,4°C) e o
momento maximo (1505 min) ndo diferiram (P > 0,15). A estabilidade aerobia (momento da
temperatura de TMR + 2°C do que o ambiente) foi aumentada por MZSO-A em relagdo ao CTL
(830 vs. 710 min. P <0,01) e tendéncias (P < 0,09) foram detectadas para MZAQ-A (775 min)
e MZSO-B (770 min). A temperatura de 0 a 24 h foi reduzida (P < 0,05) por MZ55-B (32,8°C),
MZAQ-A (32,1°C), MZSO-B (32,4°C) e MZSO-A (31,5°C) em relagdo ao CTL (34,8°C) e
tendéncias (P = 0,06) foram observadas para MZ55-A (32,8°C) e MZAQ-B (32,9°C). A
temperatura de 24 a 48 h (44,0°C) nao diferiu (P> 0,36). MZAQ-A e MZSO-B reduziram (P <
0,03) bactérias formadoras de esporos (log ufc / g). As bactérias aerdbicas nao diferiram (P >
0,34). A levedura foi reduzida (P < 0,01) por MZ55-B, MZAQ-B e MZSO-A e tendeu a ser
reduzida (P = 0,06) por MZ55-A, MZAQ-A ¢ MZSO-B. Os fungos filamentosos foram
reduzidos (P <0,01) em todos os tratamentos. Os inibidores de crescimento microbiano
reduziram a temperatura da TMR de 0 a 24 h, levedura e fungos filamentosos. O produto MZSO
foi o mais eficaz.

Palavras-chave: Estabilidade aerobia. Acido propionico. Sorbato. Estabilidade da ragdo mista
total.
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1 INTRODUCAO

A estabilidade aerdbia de silagens e dos ingredientes utilizados na confec¢do de racao
mista total (TMR, total mixed ration) estd diretamente correlacionada com a estabilidade da
TMR no cocho. Com o desenvolvimento dos microrganismos ocorre a producdo de calor e
consequentemente aquecimento da TMR no cocho, podendo esse processo ocorrer dentro de 12
h a partir da homogeneizagao dos ingredientes (Kung, 2005), gerando consequéncias negativas
como a perda de matéria seca (MS) e de nutrientes, redu¢ao no consumo de matéria seca (CMS)
pelos animais provocando queda na producao de leite (Kung, 2005). Além disso, pode ocorrer
a proliferacdo de microrganismos potencialmente patogénicos ou indesejaveis afetando
negativamente a qualidade e seguranca alimentar do leite bem como a saude e o desempenho
animal (Driehuis e Oude- Elferink 2000).

As silagens sdo misturadas aos alimentos concentrados imediatamente antes da
alimentagdo dos animais, expondo a silagem em contato com o oxigénio, além de
potencialmente fornecer mais substrato aos microrganismos ja presentes na silagem, o que pode
comprometer a estabilidade aerobia da TMR no cocho. Uma alternativa para amenizar o
impacto do aquecimento das dietas no cocho seria o fornecimento desta aos animais em
intervalos mais curtos durante o dia com remocdo das possiveis sobras do fornecimento
anterior. No entanto, essas operacdes geram custos, gasto de tempo e mao de obra, o que se
torna invidvel por questdes praticas ou por refletir negativamente na eficiéncia de producao do
sistema.

A estabilidade aerobia ¢ designada como o tempo em que a silagem ou a TMR
permanece estavel, ou seja, sem aquecimento devido a atividade microbiana. Silagens bem
confeccionadas e armazenadas e ainda ingredientes de boa qualidade devem ser preconizados
a fim de restringir o inicio da extensdo da deterioragdo aerdbia. Outra estratégia ¢ a utilizacao
de aditivos que visam aumentar a estabilidade aerdbia desses alimentos. Aditivos aplicados na
ensilagem ou na fase de fornecimento dos alimentos aos animais deve ser considerado apenas
como um meio de controlar as perdas, uma vez que as praticas de manejo na confeccdo e
utilizagdao das silagens devem ser realizadas corretamente pois sdo relevantes para limitar a
deterioracao aerdbia.

A utilizacdo de aditivos quimicos com objetivo de aumentar estabilidade aerdbia tem
sido bastante relatada em silagens de gramineas (Stryszewska e Pys 2006; Tyrolova, Barton e
Loucka 2017; Kung et al., 2018; Bernardes et al., 2014), silagens de graos cereais umidos ou

reconstituidos (Adesogan et al., 2003; Kung et al., 2004; Da Silva et al., 2015; Moriel et al.,
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2016; Santos et al., 2019) e também em silagens de dieta total (Chen et al., 2015, 2016; Yuan
et al., 2015). No entanto, poucos estudos tém sido desenvolvidos com intuito de avaliar a
aplicacao desses aditivos no momento da homogeneizacao dos ingredientes sobre a estabilidade
aerobia da TMR no cocho (Kung et al., 1998; Kung, 2005, Seppala et al., 2013; 2016). Aditivos
quimicos como os acidos orgéanicos t€ém o potencial de melhorar a estabilidade aerdbia dos
alimentos ¢ exercem efeitos antimicrobianos de formas distintas. Primeiro devido a redu¢ao do
pH do meio externo e, segundo, devido a acdo da sua forma ndo dissociada que consegue
atravessar a membrana microbiana por transporte passivo, por ser solivel em lipideos, alterando
o pH citoplasmatico, o metabolismo e a pressao osmdtica da célula microbiana, o que inibe seu
desenvolvimento (Russel, 1992).

A hipotese deste trabalho € que a adigdao dos aditivos quimicos melhora a estabilidade
aerobia e reduz o aquecimento das dietas no cocho permitindo o fornecimento destas uma vez
ao dia. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia da associagcdo entre substancias
quimicas como o acido propidnico, hidréxido de amodnia, acido citrico, acido sorbico, carbonato
de calcio, acido formico, acido latico e acido ascorbico sob a estabilidade aerobia de TMR

baseadas em silagem de milho.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Dieta, tratamentos e unidades experimentais

A dieta utilizada (TMR) foi homogeneizada em misturador estaciondrio vertical
(Unimix 1200. Casale Equipamentos Ltda, Sdo Carlos, SP), sendo composta pelos seguintes
ingredientes (% da MS): 35,5% de silagem de milho (40% de MS), 13,3% de silagem de sorgo
(30% de MS), 2,7% de feno de aveia (87,6% de MS), 8,2% de carogo de algodao, 13,1% de
farelo de soja, 14,9% de milho reidratado ensilado (61,0% de MS), 5,9% de residuo de destilaria
com solutos (FlexyPro Cargill), 3,2% de polpa citrica e 3,1% de premix com minerais,
vitaminas e aditivos (Bicarbonato de sddio, 6xido de magnésio, levedura morta, adsorvente de
micotoxinas, beta caroteno). O teor de MS da dieta foi 50,5% da matéria natural. A composi¢ao
da dieta em nutrientes foi (% da MS): 16,2 de proteina bruta, 35,0% de fibra em detergente
neutro, 4,8% de extrato etéreo, 37,3% de carboidratos nao-fibrosos, 24,7% de amido.

Os sete tratamentos foram: Controle (CTL. Agua destilada), o produto liquido
MOLDZAP 55 [Acido propidnico (55%), hidroxido de aménia (12%), 4gua] na dose baixa
(MZ55-B, 0,5 L/ton) e na dose alta (MZ55-A 1,0 L/ton) e os produtos s6lidos MOLDZAP
AQUATIVA PO [Acido propidnico (25%), hidroxido de amédnia (3%), 4cido citrico, 4cido
sorbico, didxido de silicio, carbonato de calcio, propileno glicol, &cido formico, acido latico,
acido ascorbico] na dose baixa (MZAQ-B. 1,1 kg/ton) e na dose alta (MZAQ-A. 2,2 kg/ton) e
MOLDZAP AQUATIVA SORBATO [Acido propiénico (35%), sorbato de potassio (15%),
hidroxido de amonia (3%), acido citrico, acido sorbico, dioxido de silicio] na dose baixa
(MZSOB. 0,8 kg/ton) e na dose alta (MZSO-A. 1,6 kg/ton). O produto liquido foi diluido em
30 mL de 4gua destilada e foi aspergido sobre 5 kg da dieta com um pulverizador manual. Os
produtos sélidos foram homogeneizados a 5 kg da dieta que foi posteriormente pulverizada com
30 mL de 4gua destilada.

Os tratamentos foram avaliados em duas rodadas experimentais ndo consecutivas
conduzidas em sala sem ventilacdo com temperatura mantida ao redor de 300C por aquecedor
elétrico. As unidades experimentais foram baldes de 30 L (35 cm de altura e 29 cm de diametro)
contendo 5 kg da dieta com os tratamentos. Foram avaliados 3 baldes por tratamento em cada
rodada experimental, totalizando 21 wunidades experimentais por rodada (N = 6
baldes/tratamento). Uma unidade experimental de cada tratamento foi colocada em uma de trés
prateleiras de estante (7 baldes por prateleira) no centro da sala ficando a 20 cm, 80 cm ou 150

cm do piso. Prateleira/rodada experimental (1 a 6) foi considerado como bloco no modelo de
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andlise estatistica visando ajustar para a variagdo da temperatura ambiente dentro da sala

climatizada.
2.2 Temperatura e pH da dieta

Para o monitoramento da temperatura das dietas e do ambiente de cada prateleira a
intervalos de 30 minutos por 48 horas foram utilizados dataloggers (Modelo MX-ST-S-8-L
iMINI. Cryopak Verification Technologies, Buchanan, EUA). Um datalogger foi inserido no
centro da dieta em cada balde e outro foi deixado sobre cada uma das trés prateleiras. A
estabilidade aerobia da dieta foi definida como o momento que a temperatura da dieta excedeu
2°C da temperatura ambiente mensurada na prateleira (Moran, et al., 1996). A temperatura do
ambiente nas duas rodadas experimentais foi 29,1 + 1,7°C (Média = DP de 6 termdmetros nas
prateleiras a cada 30 minutos por 48 h).

Nos tempos 24 h e 48 h do inicio do ensaio, uma amostra da dieta foi coletada no centro
da massa para mensuragdo do pH. Amostras de 25 g da dieta foram misturadas a 225 mL de
agua destilada e agitadas durante 4 min a 200 rpm em agitador orbital (Modelo 430. Nova Etica,
Sao Paulo, SP). A partir do extrato obtido, o pH foi determinado (Phmetro Digimed DM 20.

Digicrom Analitica, Sdo Paulo, SP).
2.3 Microbiologia

Amostras de 25 g da dieta foram obtidas no tempo 24 h, inseridas assepticamente em
225 mL de agua peptonada estéril (0,1%) e agitadas durante 20 minutos a 200 rpm em agitador
orbital (Modelo 430. Nova Etica, Sio Paulo, SP). A partir do extrato obtido, foram preparadas
diluigdes decimais de 10! a 10°. As populagdes de bactérias aerdbias totais, fungos
filamentosos, leveduras e bactérias aerdbias formadoras de esporos foram determinadas por
plaqueamento em superficie, tomando-se 0,1 mL de cada diluicdo, em duplicata. A contagem
de bactérias aerdbias totais foi realizada com o meio Agar Nutriente (HiMedia Laboratories,
Mumbeai, India). As placas foram incubadas a 37 °C e a contagem foi realizada apos 48 h. A
contagem de fungos filamentosos e leveduras foi pelo meio Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol (DRBC) em incubagdo a 28 °C. A contagem de leveduras foi realizada apds 72 h
e para fungos filamentos apds 120 horas. As bactérias aerobias formadoras de esporos foram
enumeradas em uma amostra do extrato aquoso mantida a 80°C por 10 min e dilui¢des decimais
adicionais foram plaqueadas em meio Agar Nutriente (HiMedia Laboratories, Mumbai, India)

e incubadas a 37°C por 72 h.
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2.4 Analise estatistica

Os dados de temperatura e pH da dieta obtidos ao longo do tempo foram analisados com
o PROC MIXED do SAS (versdo 9.3, 2011, SAS Institute Inc., Cary, NC). O modelo estatistico
continha os efeitos fixos de bloco (1 a 6), tratamento (CTL, MZ55-B, MZ55-A, MZAQ-B,
MZAQ-A, MZSO-B e MZSO-A) e tempo (min) e a interagao entre tratamento ¢ tempo. Balde
aninhado em tratamento foi definido como aleatério. A melhor estrutura de covariancia foi
definida pelo critério Bayesiano de Schwarz entre autoregressiva de primeira ordem e simetria
composta. Os graus de liberdade foram calculados usando a op¢do Kenward-Roger. Modelo
similar foi adotado para variaveis mensuradas uma vez (Temperatura maxima, momento da
temperatura maxima, estabilidade aerdbia, temperatura e pH nos tempos 24 h e 48 h e contagens
microbiologicas) removendo o efeito de tempo e sua interagdo com tratamento do modelo

anterior. A significancia foi declarada a P < 0,05 e as tendéncias a P < 0,15.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Silagens com alta concentra¢do de amido ou aglicares sdo mais propensas a deterioragao
aerdbia, consequentemente TMR’s confeccionadas com essas silagens também serdo mais
propicias a deterioracdo (Kung, et al., 2005). A TMR utilizada em nosso estudo continha
aproximadamente 50% de silagem de milho em sua composi¢ao o que a predispde a uma maior
probabilidade de deterioragdo e menor estabilidade aerdbia. Além disso a temperatura em que
essas TMR’s foram armazenadas estdo acima das temperaturas utilizadas em alguns trabalhos
para mensurar o potencial efetivo dos aditivos quimicos sob a estabilidade aerdbia de silagens
e TMR’s (Seppala et al., 2013; Da silva et al.; 2015), mostrando que o desafio em nosso estudo
foi maior e o intuito era assemelhar-se as temperaturas de dias mais quentes na época do verao.

A estabilidade aerdbia € expressa como o tempo em que a silagem ou a TMR permanece
estavel apds exposicdo ao ar, ou seja, sem que ocorra desenvolvimento de microrganismos e
aquecimento da massa (Kung, 2005). A nossa hipotese era de que o aditivo fosse eficaz ao
ponto de aumentar a estabilidade aerobia da TMR para que esta fosse fornecida uma vez ao dia
sem que ocorresse aquecimento, perdas nutricionais e queda do desempenho animal. Os
aditivos, como um grupo, tenderam (P = 0,07 para o contraste CTL vs. Aditivo) a aumentar a
estabilidade aerdbia da dieta (TABELA 1). O tratamento MZSO-A foi o mais efetivo (P <0,01)
em aumentar a estabilidade aerobia da TMR relativamente ao CTL. Os aditivos, como um
grupo, reduziram (P = 0,05 para o contraste CTL vs. Aditivo) a temperatura da silagem no
tempo 24 h (TABELA 1). Os tratamentos MZAQ-A e MZSO-A foram os mais efetivos em
reduzir a temperatura em 24 h relativamente ao CTL (P < 0,01) e o efeito dos aditivos sobre a
temperatura em 48 h foi menos pronunciado. As doses altas (MZ55-A, MZSO-A e MZAQ-A)
tenderam a ser mais efetivas no controle da estabilidade aerdbia e da temperatura da dieta em
24 h e 48 h que as doses baixas (MZ55-B, MZSO-B, MZAQ-B) (P < 0,13 para o contraste
Baixo vs. Alto) (TABELA 1).

Os tratamentos MZ55-B, MZSO-B e MZSO-A reduziram (P < 0,03) o pH da dieta em
48 h relativamente ao CTL (TABELA 1). Quando a temperatura das dietas foi analisada ao
longo do tempo, os aditivos tenderam (P = 0,08) a reduzir a temperatura nas primeiras 24 h e
nao houve efeito detectavel (P = 0,86) entre 24 ¢ 48 h (TABELA 2). Todos os aditivos ¢
dosagens reduziram a temperatura da dieta nas primeiras 24 h. O tratamento MZSO-A foi o
mais efetivo em induzir queda na temperatura nas primeiras 24 h relativamente ao CTL (P <

0,01).
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A relativa contribuicdo de cada ingrediente para melhorar a estabilidade aerobia nao
pode ser verificada em nosso estudo, mas sugere-se ao maior potencial do acido propidnico e
da sua associagdo com o acido sorbico e seu sal sorbato de potdssio na composicao do MZSO.
O acido propionico ou o seu sal foi mais potente em inibir o crescimento de microrganismos
deterioradores em relagcdo aos outros acidos e geralmente constitui a maior porcentagem dos
ingredientes ativos usados em produtos comerciais hoje (Moon et al., 1983; Kung et al., 1998;
Mills e Kung 2002). Em adicdo, o sorbato e/ou acido sorbico, em mesma base equimolar, tem
se mostrado mais efetivo em inibir tanto bactérias quanto fungos e leveduras em relacdo a outros
acidos como por exemplo, acido benzoico, acido acético, acido foérmico e acido céaprico
(Kleinschmit et al. 2005; Teller et al., 2012; Auerbach e Nadeau, 2013; Bernardes et al., 2014).
Além do mais, foi demonstrado por Woolford (1984) que, em uma mesma base equimolar, os
sais apresentam-se mais ativos contra os microrganismos indesejaveis que os acidos livres e
maiores beneficios sdo encontrados com a utilizacdo conjunta de sais e acidos livres.

Os tratamentos MZAQ-A e MZSO-A foram os mais efetivos em reduzir a temperatura
em 24 h relativamente ao CTL. O efeito dos aditivos sobre a temperatura em 48 h foi menos
expressivo. A aplicagdo de um produto a base de propionato de amoénio, acido propidnico,
propileno glicol, sorbato de potassio, benzoato de sodio reduziu, apos 24 horas, a temperatura
em 13 °C das sobras de uma TMR que possuia 47% de silagem de milho e aumentou em 100 h
a estabilidade em relagdo a TMR ndo tratada (Kung et al., 1998). Os 4cidos organicos podem
inibir o desenvolvimento de microrganismos pela redu¢do do pH do meio externo ou por a¢ao
da sua forma ndo dissociada que consegue atravessar a membrana microbiana por transporte
passivo, devido a sua solubilidade em lipideos, alterando o pH citoplasmatico e
consequentemente afetando o metabolismo e a pressdao osmotica da célula microbiana o que
inibe seu desenvolvimento (Russel, 1992). A contagem de bactérias aerdbias ndo foi afetada
pelos tratamentos.

Os tratamentos MZAQ-A e MZSO-B reduziram a contagem de bactérias formadoras de
esporos relativamente ao CTL. J4 o tratamento MZSO-A ndo apresentou diferengas em relagao
ao controle para a contagem desses microrganismos, o que nao era esperado sugerindo ativagao
de mecanismos adaptativos ao estresse acido. ApoOs exposi¢ao a condigdes acidas extremas,
muitas bactérias ativam enzimas que contribuem para o pH homeostase (Pandey et al., 2016).
As células podem bombear protons para fora da célula, impedir que os protons vazem e
neutralizar a acidificacdo do citoplasma produzindo compostos alcalinos (Mols et al., 2011).
Genes de enzimas transportadoras de protons foram altamente induzidos apds exposigao letal a

acidos (Cotter e Hill, 2003; Foster, 2004). Outro mecanismo bem conhecido da produgdo de
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alcalis ¢ a hidrolise da ureia em amonia e CO: pela enzima urease e essa estd envolvida na
resisténcia a acidos de varias bactérias (Mobley et al., 1995; Wray et al., 1997).

A Figura 1 relata a temperatura da dieta e do ambiente ao longo de 48 h, enfatizando o
efeito redutor da temperatura da dieta induzido pelos aditivos nas primeiras 24 h. Maior queda
na temperatura da dieta ocorreu entre os tempos 11,5 h e 19,5 h (P < 0,05 para o efeito de
tratamento. Opgdo slice do SAS). O tratamento MZSO-A induziu temperatura da dieta
consistentemente inferior aos outros tratamentos. Os tratamentos ndo tiveram efeito (P = 0,44)
sobre a contagem de bactérias aerdbias da dieta (TABELA 3). Os tratamentos MZ55-B,
MZAQ-A e MZSO-B reduziram (P < 0,03) a contagem de bactérias formadoras de esporos
relativamente ao CTL (TABELA 3). Todos os tratamentos reduziram leveduras e fungos
filamentosos na dieta relativamente ao CTL (TABELA 3). O pH nao foi um bom indicador da
capacidade dos tratamentos de afetar a temperatura e a estabilidade aerdbia das dietas.

Os aditivos foram capazes de reduzir a contagem de leveduras e fungos filamentosos
relativamente ao CTL (P < 0,01). Efeitos antifungicos de acidos organicos também sao
atribuidos deplecao de ATP necessaria para livrar a célula de excesso de hidrogénio do acido
dissociado (Koczon, 2009). O acido sérbico também pode inibir leveduras alterando processos
metabolicos em suas membranas como por exemplo a sintese de lipideos constituintes de
membrana (Stratford e Anslow, 1998).

A formulacdo e a taxa de aplica¢do do produto devem ser avaliadas para que seja efetiva
em condigdes mais extremas como temperatura mais altas ou ingredientes que sdo mais

propensos a deterioragdo aerdbia.
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4 CONCLUSAO

Os estabilizantes e as doses avaliadas foram efetivas em reduzir a temperatura da dieta
nas primeiras 24 h quando a temperatura ambiente foi continuamente mantida ao redor de 29
°C. O tratamento MZSO-A aparentemente foi o mais efetivo, sugerindo que a combinacao de
acido propionico com sorbato de potassio foi a mais promissora para induzir estabilidade na
temperatura da dieta e propiciar redugdo na frequéncia didria de alimentagdes em rebanhos. A
reducdo na necessidade de mao de obra para alimentacdo do rebanho, pela possibilidade de
concentrar a alimentacdo em um periodo do dia, pode compensar o investimento nos
estabilizantes.

A composi¢do dos produtos baseados em 4cidos organicos e as doses de aplicacdo
devem ser avaliadas levando em consideracdo a intensidade de deterioragdo dos componentes
da dieta bem como a temperatura do ambiente. E experimentos in vivo com vacas em lactagao
também sdo necessarios para avaliar o efeito dos estabilizantes sobre o consumo de matéria

seca ¢ o desempenho leiteiro, principalmente durante periodos quentes do ano.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Temperatura maxima, momento da temperatura maxima, estabilidade aerdbia, e temperatura ¢ pH nos tempos 24 h e 48 h das dietas

tratadas com aditivos estabilizantes.

Tratamentos' Valor-P
CTL MZ55-B MZ55-A MZAQ-B MZAQ-A  MZSO-B MZSO-A EPM  Tratamento
Temperatura maxima, °C 46,7 46,7 472 46,6 46,0 46,0 45,7 0,725 0,76
Momento da temperatura maxima, min 1760 1750 1750 1700 1805 1770 1800 289 0,21
Estabilidade aerdbia,> min 710 730 725 735 775 770 830 248 0,03
Temperatura 24 h, °C 452 445 44 4 442 423 433 420 0,76 0,05
Temperatura 48 h, °C 41,2 42,5 41,6 41,2 40,8 40,9 40,0 0,45 0,04
pH24 h 5,52 5,78 5,68 5,66 5,51 5,48 5,39 0,096 0,09
pH48 h 5,68 5,35 5,49 5,52 5,61 5,27 5,31 0,106 0,08

" CTL: Controle. MZ55-B: Moldzap 55 Baixo. MZ55-A: Moldzap 55 Alto. MZAQ-B: Moldzap Aquativa P6 Baixo. MZAQ-A: Moldzap Aquativa P6 Alto. MZSO-B:
Moldzap Aquativa Sorbato Baixo. MZSO-A: Moldzap Aquativa Sorbato Alto.

2 Momento que a temperatura da dieta excedeu 2°C da temperatura ambiente mensurada na prateleira.

901



Tabela 2. Temperatura mensurada a cada 30 min por 48 h e pH nos tempos 24 h e 48 h das dietas tratadas com aditivos estabilizantes.

Tratamentos' Valor-P
CTL MZ55-B MZ55-A MZAQ-B MZAQ-A MZSO-B  MZSO-A EPM  Tratamento Tempo Interacdo
Temperatura 0-48 h, °C 39,1 38,5 38,6 38,3 37,8 38,0 37,2 0,736 0,67 <0,01 0,99
Temperatura 0-24 h, °C 34,8 32,8 32,8 329 32,1 324 31,5 0,721 0,08 <0,01 0,99
Temperatura 24-48 h, °C 442 44 4 448 43,8 43,6 43,7 432 0,839 0,86 <0,01 0,99
pH 5,60 5,57 5,59 5,59 5,55 5,39 5,35 0,084 0,24 0,14 0,37

"' CTL: Controle. MZ55-B: Moldzap 55 Baixo. MZ55-A: Moldzap 55 Alto. MZAQ-B: Moldzap Aquativa P6 Baixo. MZAQ-A: Moldzap Aquativa P6 Alto. MZSO-B:

Moldzap Aquativa Sorbato Baixo. MZSO-A: Moldzap Aquativa Sorbato Alto.
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Tabela 3. Bactérias aerobias totais, bactérias formadoras de esporos, leveduras e fungos filamentosos apds 24 h das dietas tratadas com aditivos

estabilizantes.
Tratamentos' Valor-P
CTL MZ55-B MZ55-A MZAQ-B MZAQ-A MZSO-B MZSO-A EPM  Tratamento
Bactérias aerobias, log ufc/g 6,85 6,91 6,71 6,17 6,94 6,46 6,53 0,281 0,44
Bactérias formadoras de esporos, log ufc/g 5,74 5,21 5,46 5,80 5,27 5,14 5,54 0,146 0,02
Leveduras, log ufc/g 2,71 0,54 1,27 0,56 1,26 1,25 0,69 0,529 0,09
Fungos filamentosos, log ufc/g 3,35 1,61 1,62 1,63 1,66 1,63 1,55 0,254 <0,01

"' CTL: Controle. MZ55-B: Moldzap 55 Baixo. MZ55-A: Moldzap 55 Alto. MZAQ-B: Moldzap Aquativa P6 Baixo. MZAQ-A: Moldzap Aquativa P6 Alto. MZSO-B:
Moldzap Aquativa Sorbato Baixo. MZSO-A: Moldzap Aquativa Sorbato Alto.
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Figura 1. Temperatura do ambiente e das dietas tratadas com aditivos estabilizantes. Erro padrao das médias = 0,83. CTL: Controle. MZ55-B:
Moldzap 55 Baixo. MZ55-A: Moldzap 55 Alto. MZAQ-B: Moldzap Aquativa P6 Baixo. MZAQ-A: Moldzap Aquativa P6 Alto. MZSO-B: Moldzap
Aquativa Sorbato Baixo. MZSO-A: Moldzap Aquativa Sorbato Alto. P = 0,67 para efeito fixo de tratamento; P < 0,01 para efeito fixo de hora e P

= 0,99 para efeito fixo da intera¢do entre tratamento e hora.
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