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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho de novilhas leiteiras alimentadas com
silagem de planta inteira de milho tratada com benzohidrazida (BZD). Vinte e quatro
novilhas holandesas (333 kg de peso corporal médio) foram alocadas em 12 blocos ao
acaso com base no peso corporal e alojadas em baias individuais. Os animais
permaneceram confinados durante periodo de 67 d, sendo 7 d de adaptacdo as instalacbes
e 60 d para comparacdo das dietas experimentais. O consumo de MS foi medido
diariamente, enquanto a altura de cernelha e de garupa foram medidas no inicio e no final
do periodo experimental. A digestibilidade de nutrientes no trato total foi determinada
nos dias 18 a 22 e 39 a 43. O teor de lignina brometo de acetila foi similar entre
tratamentos, mas a silagem de milho tratada com BZD apresentou menores valores de
lignina em detergente &cido. Os consumos de MS e FDN foram menores nos animais
alimentados com a dieta contendo silagem tratada com o0 BZD, mas o ganho de peso diario
foi similar entre tratamentos. A utilizacdo de BZD induziu aumento na digestibilidade
aparente no trato total das fraces FDN (+10,3%) e carboidratos néo fibrosos (+2,2%),
resultando em aumento na digestibilidade da MS (+6,0%) da dieta. Assim, a eficiéncia
alimentar das novilhas recebendo silagem de milho tratada com BZD foi 11% superior ao
tratamento controle. Em concluséo, a aplicacdo de BZD a cultura do milho aumentou a
digestibilidade in vivo de fibra e carboidratos ndo fibrosos, o que resultou em maior valor

alimenticio da silagem de milho para novilhas leiteiras em crescimento.

Palavras-chave: digestibilidade, consumo de matéria seca, inibidor enzimatico, lignina
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the performance of dairy heifers that were fed
with whole corn plant silage treated with benzohydrazide (BZD). Twenty-four Holstein
heifers (333 kg average BW) were randomly allocated in twelve blocks based on initial
BW and housed in individual pens. The feeding period lasted 67 d, with 7 d for adaptation
and 60 d for comparison of experimental diets. The DM intake was measured daily, while
withers and rump height were measured at the beginning and end of the experimental
period. Total-tract apparent digestibility was determined on d 18 to 22 and d 39 to 43.
The DM and NDF intake were reduced in animals fed with the diet containing BZD-
treated corn silage, but the average daily gain was similar between treatments. The BZD
application enhanced total-tract digestibility of NDF (+10.3%) and non-fiber
carbohydrates (+2.2%), resulting in greater digestibility of diet DM (+6.0%). Then, BZD-
treated corn silage increased the feed efficiency of heifers by 11% compared with the
control. In conclusion, BZD application to corn crop increased in vivo digestibility of
fiber and non-fiber carbohydrates, which resulted in higher feeding value of corn silage

for growing dairy heifers.

Keywords: digestibility, dry matter intake, enzyme inhibitor, lignin
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INTRODUCAO

O milho €, cada vez mais, recomendado entre as varias plantas aptas a producao
de silagem (sorgo, girassol, aveia, azevém, milheto), sendo a cultura de maior expressdo
no Brasil (Oliveira et al., 2007). Assim, a silagem de milho continua destacando-se por
apresentar uma producao elevada de massa por unidade de éarea, alta produtividade de MS
digestivel, bom equilibrio entre amido e fibra, facilidade de fermentacdo no silo e boa
aceitacdo por parte dos bovinos (Restle et al., 2006). Além de ser uma cultura de facil
mecanizacao e que permite a aplicacdo de diversas tecnologias.

Os carboidratos fibrosos, como a celulose, hemicelulose (presentes na parede das
células vegetais), apesar de serem caracterizados pela dificil digestdo, sdo fontes de
energia para ruminantes (Oliveira et al., 2016). A degradacdo e o metabolismo desses
carboidratos fibrosos séo realizados pelas atividades sincronas dos complexos
enzimaticos produzidos pela microbiota ruminal (Clauss e Hummel, 2017). Por outro
lado, a insolubilidade, a complexidade estrutural e 0 acesso dos microrganismos as fibras
vegetais, muitas vezes, limitam o processo fermentativo no rimen (Ferreira et al., 2017).

A lignina é reconhecida como o principal impedimento a digestdo de fibra (Van
Soest, 1994). A lignina € um composto fendlico que atua como barreira fisica contra o
ataque dos microrganismos sobre a parede celular vegetal. Sua ligacdo, principalmente
com os polissacarideos da parede celular (Halpin, 2019), os deixa indisponiveis para
degradacdo ruminal (Raffrenato et al. 2017). A lignina é formada pela ligacdo covalente
de hidroxicinamil alcoois (monolignais): p-cumaril, coniferil e sinapil, correspondendo
as unidades monoméricas H, G e S, respectivamente, formados na via dos
fenilpropenoides. Ela envolve as microfibrilas celuldsicas, conferindo protecdo a
degradacéo, e pode formar ligagdes covalentes com a hemicelulose (Chiang, 2006).
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Algumas estratégias podem ser adotadas para melhorar a digestibilidade da fibra
da silagem de milho. Uma delas é a escolha de hibridos de milho com maior
digestibilidade da fibra (Paziani et al., 2009). O uso de tratamento fisico, que envolve a
reducdo do tamanho das particulas, expde novas superficies para a colonizacao
microbiana e aumenta a area disponivel para a acdo enzimatica (Neumann et al., 2007).
O tratamento quimico também pode ser utilizado, pois contribui para a solubilizacao de
certos componentes da parede celular ou para a quebra de complexos entre lignina e
carboidratos (Rosa e Fadel, 2001). E a utilizacdo de enzimas exdgenas como as enzimas
fibroliticas, que podem melhorar a digestibilidade, pois ajudam a quebrar as fibras em
menores particulas, facilitando a acdo dos microrganismos ruminais e a absorcdo de
nutrientes (Hristov e McAllister, 2002).

Uma das estratégias com potencial para reduzir o impacto negativo da lignina na
digestibilidade da fibra de forragens € a aplicacdo de inibidores enzimaticos da via dos
fenilpropanoides, como a benzohidrazida (BZD). A BZD pode regular a biossintese dos
mondmeros de lignina e modificar a estrutura deste polimero presente na parede celular
das plantas de milho para ensilagem, facilitando o ataque de hidrolases microbianas no
ramen. Estudos realizados com a BZD aplicada por aspersao foliar em plantas jovens de
milho cultivadas em laboratério, demonstraram resultados positivos para 0 aumento da
sacarificacdo da biomassa (Martarello et al., 2023).

Diante disso, 0 objetivo deste estudo é verificar se as aplicacbes de BZD nas
plantas de milho jovem alteram a deposic¢do da lignina, ja que este composto atua na
regulacdo da biossintese dos monémeros de lignina, alterando a estrutura desse polimero.
Consequentemente aumentando a digestibilidade da fibra da silagem de milho e

melhorando o desempenho dos animais.

1.0 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Silagem de milho como fonte de fibra em dietas para ruminantes

O milho ¢ a forrageira tradicionalmente utilizada para a producéo de silagem, por
apresentar caracteristicas essenciais a ensilagem, produz grandes quantidades de MS por
unidade de area, possui tradi¢do de cultivo e grande variedade de gendtipos encontra-se
disponivel. Além disso, a disponibilidade de tecnologias desde o plantio até a colheita

reduz os custos com mao de obra e aumenta a eficiéncia na producéo de alimento. (Allen
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et al., 2003; Klopfenstein et al., 2013). Possui perto de 32 — 35 % de MS no momento da
colheita, facilitando a compactacdo sem perdas significativas por efluentes, tem elevada
concentracdo de carboidratos soluveis que sdo utilizados pelos microrganismos
responsaveis por fermentar a massa ensilada e baixo poder tampéo, que permite queda
rapida do pH (Johnson et al., 2002).

A silagem de milho é 6tima opcdo de alimento conservado, rico em nutrientes
digestiveis, ideal para dietas de animais de alta produtividade. Sua principal vantagem é
fornecer, a0 mesmo tempo, quantidades elevadas de energia, originadas principalmente
do amido presente nos grdos, e uma fonte de fibra de qualidade, que estimula a
mastigacdo, favorece o funcionamento do rimen e auxilia na reducéo do risco de doencas
metabdlicas relacionadas ao consumo excessivo de alimentos concentrados (Ferraretto et
al., 2018; Wilkinson e Rinne, 2017).

A silagem de milho destaca-se ainda pela capacidade de possuir altos teores de
amido, sendo uma das fontes de forragem mais densas em energia utilizada nas dietas de
ruminantes (Bernardes e Do Régo, 2014; Wilkinson e Rinne, 2017). Além do amido, o
conteddo de FDN presente na silagem de milho representa uma fonte de fibra de alta
qualidade que auxilia na manutencdo da satde ruminal e influencia na ingestdo de MS
pelos animais (Mertens, 1987; Ferraretto et al., 2018).

A fibra, no contexto nutricional esta diretamente relacionada ao método analitico
utilizado para medi-la. Quimicamente, a fibra ndo é uma substancia Unica, mas sim um
agregado de polimeros de carboidratos (celulose, hemicelulose) e a lignina. Assim, a
composicdo quimica varia, dependendo da fonte alimentar e da metodologia para a
determinacéo laboratorial (Mertens, 1997).

A fibra é essencial para 0s ruminantes e ainda que seja fornecida em pequenas
quantidades na dieta animal, esse teor tem importancia no que se refere a microbiota
ruminal e os processos fermentativos. Segundo Van Soest (1994) a quantidade minima
de fibra é necessaria para ter concentracdes adequadas de microrganismos no rimen a
fim de promover o processo da fermentacdo, producdo de saliva e movimentos ruminais.

O aumento na quantidade de fibra na dieta de ruminantes estimula atividade de
mastigacdo reduzindo a producédo de substancias &cida, porém, quando o teor de fibra é
deficiente, a mastigacdo e reduzida, ocasionando menor secrecdo salivar tampéo, o que
reflete em menor pH, alteracdo da fermentacao ruminal, baixa producédo de acidos graxos

volateis, alem de alterar o metabolismo dos animais (Mertens, 1997).
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Diversos fatores impactam a qualidade da silagem de milho, incluindo o momento
da colheita (Hunt et al., 1992), as condi¢des climéticas e 0 manejo (Almeida Filho et al.,
1999) durante o processo de ensilagem. A escolha do hibrido de milho é um aspecto
critico (Nussio et al., 2001), pois hibridos com menor teor de lignina e maior
digestibilidade da fibra tém sido associados a melhores resultados produtivos. Além
disso, praticas agrondmicas, como 0 manejo adequado da adubacdo (Basi et al., 2011) e
o controle de pragas, afetam diretamente a composi¢do quimica e a qualidade final da
silagem. Durante 0 armazenamento, a presenca de oxigénio e a temperatura podem alterar
a fermentacdo, resultando em perdas de nutrientes e formacédo de compostos indesejaveis
(Ashbell et al., 2002).

Outro fator determinante para a qualidade da silagem € o ponto ideal de colheita,
geralmente quando o teor de matéria seca esta entre 30% e 40%. Nesse estagio, ha
equilibrio entre a concentracdo de nutrientes e a capacidade de fermentacdo da planta,

garantindo uma silagem de alta qualidade (Nussio et al., 2001).

A importancia da digestibilidade da fibra para o desempenho animal

A digestibilidade da fibra (FDN) € fator crucial para a nutricdo de ruminantes,
pois esta relacionada a capacidade do animal em aproveitar o alimento e influencia
diretamente o consumo de matéria seca. Logo, a digestibilidade da FDN pode influenciar
o desempenho, a eficiéncia alimentar e a satde do animal (Allen e Oba, 1996).

Segundo Salazar (2009), a digestibilidade do alimento representa a capacidade de
permitir que o animal utilize seus nutrientes em maior ou menor escala. Essa capacidade
é expressa pelo coeficiente de digestibilidade do nutriente, sendo uma caracteristica do
alimento e ndo do animal. Portanto, isso depende de caracteristicas fisicas e quimicas do
alimento. As principais caracteristicas quimicas relacionadas a digestibilidade da fibra
sdo a composicéo e a relagdo entre os carboidratos fibrosos e concentragéo de lignina. As
caracteristicas fisicas, como a capacidade de troca de cations, hidratagdo das particulas,
densidade e poder tampdo estdo relacionadas ao tempo de colonizacdo das particulas
pelos microrganismos do TGI (lag time) e a taxa de digestdo (Nussio, 2001).

A digestibilidade de fibra é importante fator limitante do desempenho animal, ja
que o espaco ocupado pelos materiais volumosos e o tempo de permanéncia destes

materiais no rumen sdo aumentados com a maturacdo da planta, podendo alterar a
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dindmica da fermentacdo animal, como também a velocidade de passagem do alimento
por este compartimento (Ribeiro et al., 2001; Ataide Junior et al., 2001).

Hé relacdo entre digestibilidade da silagem e o desempenho animal, indicando que
hibridos de milho mais digestiveis resultam em melhora na eficiéncia da alimentacdo e,
consequentemente, em melhor desempenho dos animais (Barrierre et al., 1995; Hunt et
al., 1992). Ou seja, o desempenho animal estd relacionado diretamente com a
digestibilidade de fibra, aumentando ou diminuindo de forma conjunta.

Oba e Allen (1999) verificaram que a digestibilidade da FDN in vitro ou in situ é
o melhor indicador de consumo comparado a digestibilidade da FDN in vivo, devido as
forragens com FDN altamente digestivel in vitro ou in situ terem menor tempo de
retencdo, permitindo maior CMS. De acordo com esses mesmos autores, apos realizarem
analises da digestibilidade in vitro e in situ de forragens, descobriram gque cada aumento
de uma unidade percentual na digestibilidade da FDN pode aumentar o consumo de

matéria seca em 0,17 kg/d e a producdo de leite corrigida para gordura em 0,25 kg/dia.

1.2 Parede celular vegetal

A parede celular vegetal € uma estrutura complexa que envolve uma membrana
plasméatica e desempenha funcdes essenciais como protecdo, suporte mecanico e
regulacdo de trocas entre células. E composta por uma mistura de polissacarideos,
proteinas, compostos fendlicos e sais minerais (Taiz e Zieger, 2002).

Os polissacarideos representam cerca de 90% do peso seco da parede e consistem
em celulose, que compde de 20 a 40% da parede celular, hemiceluloses (15-25%) e
pectinas (~30%). Essa matriz é altamente ordenada e dinamica podendo tornar-se mais
rigida ou mais frouxa conforme as necessidades da planta (Buckeridge, 2010). Além dos
polissacarideos, a parede celular ¢ também impregnada pela lignina, um polimero
aromatico que fornece protecéo e rigidez a planta.

A parede celular vegetal é classificada em: parede celular priméaria e secundaria.
A parede primaria € depositada durante o crescimento celular, e deve ser ao mesmo tempo
mecanicamente estavel e suficientemente flexivel para permitir a expanséo das celulas,
evitando a ruptura. As paredes celulares primarias consistem principalmente de
polissacarideos como celulose, hemiceluloses e pectinas. Ja a parede celular secundaria é
depositada, ap0s cessar o crescimento celular e confere estabilidade mecénica a planta. A

parede secundaria apresenta compostos de celulose e hemicelulose, e sdo muitas vezes
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impregnados de lignina. Além dos polissacarideos, a parede das células vegetais contém
centenas de diferentes proteinas (Taiz e Zieger, 2002).

A composicdo da parede celular varia consideravelmente entre diferentes partes
da planta de milho, influenciando a qualidade da silagem e a digestibilidade da fibra. O
colmo do milho apresenta a maior concentracdo de lignina, reduzindo a digestibilidade
em comparacdo as folhas e aos graos (Cabral et al., 2002). As folhas, por outro lado,
possuem menor propor¢do de lignina e maior concentragdo de hemicelulose, 0 que as
torna mais facilmente degradaveis.

A estrutura da parede celular exerce influéncia direta na digestibilidade da fibra
em ruminantes, pois determina a acessibilidade das enzimas microbianas aos carboidratos
estruturais. A celulose, quando isolada, é altamente digestivel, entretanto, a associacéo
com a hemicelulose e a lignina na parede celular reduz significativamente a degradacao
no ramen. Essa interacdo dificulta o rompimento das microfibrilas de celulose e,
consequentemente, a liberagdo de acucares fermentaveis pelos microrganismos ruminais
(Silva, 2023).

Celulose

A celulose € o principal componente da parede vegetal, um homopolissacarideo
ndo ramificado constituido unicamente por moléculas de glicose unidas entre si por
ligagdes glicosidicas do tipo -1,4. Duas unidades de glicose adjacentes formam uma
ligacdo glicosidica através da eliminacdo de uma molécula de &gua. Devido a
configuracdo espacial alternada das ligacGes glicosidicas, a unidade de repeticdo da
celulose é a celobiose, um dissacarideo (Taiz e Zieger, 2002).

A estrutura da celulose apresenta regides cristalinas altamente ordenadas,
estabilizadas por ligacGes de hidrogénio intra e intermoleculares e regifes menos
ordenadas ou amorfas e as cadeias apresentam uma orientacdo randomizada. As pontes
de hidrogénio intra e intermoleculares formadas entre as longas cadeias de celulose
originam as microfibrilas de celulose, que formam um conjunto de agregados insoltveis
em agua (Fengel et al., 1989).

As microfibrilas podem variar em comprimento, largura e grau de ordenacgéo, nas
plantas terrestres apresentam entre 5 e 12 nm de largura. As microfibrilas podem ser
longas o suficiente para apresentar regides cristalinas e amorfas (Taiz e Zieger, 2002). As

microfibrilas de celulose, sendo que o grau de cristalinidade destas fibrilas ou a presenga



19

de outros polimeros associados a matriz celuldsica sdo de especial importancia na
avaliacdo de forragens, pois esta interacéo pode influenciar a suscetibilidade da molécula
de celulose a hidrolise enzimatica microbiana (Van Soest, 1994).

Para ocorrer a sintese de celulose, séo utilizados residuos de glicose de um doador
de acUcar de nucleotideo, chamada de uridina difosfato glicose (UDP-glicose). A
fotossintese fixa carbonos que por sua vez sofrem diversas transformag6es no citosol até
chegar a UDP-glicose. A glicose usada para sintese de celulose pode ser proveniente da
sacarose (glicose + frutose), pela acdo da enzima sacarose sintase, que faz a transferéncia
da glicose (via UDP-glicose), proveniente da sacarose, para a cadeia de celulose em
desenvolvimento (Verbancic et al., 2018).

A sacarose intracelular pode ser catabolizada pela sacarose sintase, produz UDP-
glicose, a qual é substrato para a sintese de celulose e a grande maioria dos precursores
de acucares de nucleotideos necessarios para a sintese de hemicelulose e pectina.
Entretanto, hemiceluloses e pectina necessitam de diversos outros agucares para serem
sintetizadas (Verbancic et al., 2018).

As enzimas celulose sintase, nos complexos proteicos da membrana plasmatica,
desempenham papel importante na sintese das microfibrilas de celulose. As microfibrilas
possuem papel de rigidez na parede e proporcionam direcdo de crescimento (Braybrook
e Jonsson, 2016).

Hemicelulose

A hemicelulose, ao contrario da celulose, possui maior solubilidade e pode ser
mais facilmente degradada por enzimas microbianas no ramen, séo heteropolissacarideos
formados por varios residuos de agucares pentoses, as Xiloses e arabinoses, e as hexoses
como a glicose, manose e galactose, acidos urdnicos e grupos acetila. Esses aglcares estdo
ligados entre si, principalmente por ligagdes glicosidicas $-1,4, formando uma estrutura
principal composta por um tipo especifico de residuo, a partir da qual surgem
ramificacOes laterais de cadeias curtas de outros compostos (Farinas, 2011).

As hemiceluloses séo classificadas de acordo com o agucar predominante na
cadeia principal e na ramificacdo lateral. As principais hemiceluloses encontradas em
plantas sdo os xiloglucanos (XyG), os glucuronoarabinoxilanos (GAX) e 0s mananos
(MN). Em todos os casos, ha uma cadeia principal de monossacarideos de glicose, xilose

e manose, respectivamente, que pode ser ramificada com diferentes monossacarideos. Os
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XyG sdo os mais abundantes, encontrados na maioria das eudicotileddneas. Os GAXs
ocorrem em maior proporcdo em paredes celulares de gramineas (familia Poaceae) e 0s
MN s&o de ampla ocorréncia, mas geralmente aparecem em baixa proporcao (Buckeridge,
2010).

Em células maduras, as hemiceluloses encontram-se mais associadas a lignina por
ligagBes covalentes do que os outros polissacarideos, tornando-se indisponiveis a
solubilizagéo (Van Soest, 1994).

Proteinas

Existem trés grandes grupos de proteinas que fazem parte da parede celular, como
as extensinas com funcdo estrutural, as proteinas ricas em glicina (GRPs) associadas a
lignificacdo e as proteinas ricas em prolina (PRPs) que atuam na formacéo dos nodulos
radiculares em leguminosas. H& também outros grupos menos expressivos, mas que
exercem funcdes essenciais ao desenvolvimento celular (Neumann, 2002).

Parte destas proteinas sdo solubilizadas na determinacdo da fibra, outra porcao,
permanece como constituinte da mesma, sendo corrigida com a determinacdo do
nitrogénio na parede celular (NIDA ou CIDA), no entanto, alguns autores mencionam
que esta proteina ndo deve ser corrigida, pois encontra-se indisponivel a digestdo e

absorcdo pelo trato gastrointestinal do animal (Giger-Reverdin, 1995).

1.3 Lignina

A lignina é um polimero organico de grande importancia na estrutura vegetal,
desempenhando funcdes fundamentais na planta e exercendo influéncia significativa na
digestibilidade da fibra em ruminantes. Sua composicdo complexa e a interagdo com
outros componentes da parede celular, como celulose e hemicelulose, fazem da lignina
um elemento essencial para a analise da qualidade da silagem de milho (De Menezes et
al., 2021).

Outra definicdo de lignina foi proposta por Lapierre (1993) utilizada nos estudos
de nutrigdo animal, classificando-a como core ou ndo core, segundo a susceptibilidade a
hidrolise e o material residual. A lignina ndo core é liberada da parede celular por
hidrolise e formada por compostos fenolicos de baixo peso molecular que estdo unidos

aos polimeros da parede celular por ligacGes covalentes. Ja a lignina core, € resistente a
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hidrolise e formada por compostos fenilpropanoides condensados que realizam ligacGes
éster-inter-resistentes. Esses compostos sdo divididos em trés unidades basicas, p-
hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila (S). Essas unidades bésicas constituem os trés
principais mondmeros da lignina core e sdo chamados de monolignois. Percebe-se entdo
que a lignina ndo core € mais suscetivel as enzimas, entdo apresenta algum potencial de
degradacéo (Saliba et al., 2001). Por isso, a defini¢do de lignina core ou ndo core torna-
se indicada para comparar o valor nutricional de forragens por considerar as
caracteristicas moleculares de estrutura, a composicdo quimica e os tipos de ligacdes
existentes. Logo, os esforcos para melhoria da digestibilidade de alimentos lignificados
se concentram em reduzir a quantidade de lignina core e/ou modificar a sua composigéo
de modo a deixa-la mais susceptivel a hidrolise.

A formacéo inicia com o espessamento da parede celular secundaria, dessa forma,
o contetido aumenta, conforme acompanha o desenvolvimento do vegetal. E considerada
uma macromolécula amorfa, resultado da condensagdo de unidades de fenilpropanoides,
alcool coniferilico, &lcool sinapilico e alcool p-cumarilico, derivadas do aminoécido
fenilalanina, e representa um dos maiores grupos de constituintes organicos da parede
celular nas plantas (Gallego-Giraldo et al., 2016). Esses alcoois que dao origem a lignina
diferem entre si pelo grau de metoxilacdo. Quando sdo incorporados ao polimero de
lignina, produzem, respectivamente, as unidades p-hidroxifenil que possui radical metoxi
(OCH3), guaiacil, que possui 1 radical metoxi e siringil, que possui 2 radicais metoxi
(Boerjan et al., 2003).

A principal funcdo da lignina na planta é conferir rigidez estrutural,
proporcionando suporte mecanico aos tecidos vegetais. Ela estd presente em maior
concentragdo nas paredes secundarias das células, especialmente em tecidos como xilema
e esclerénquima, que necessitam de maior resisténcia para suportar o transporte de agua
e nutrientes. Essa rigidez estrutural é essencial para que a planta mantenha a postura ereta
e resista as condi¢Ges ambientais adversas, como ventos fortes e chuvas intensas e ocorre
a acentuacdo na a¢do, a medida que o vegetal amadurece (Fukushima et al., 2000).

O processo de lignificacdo inicia na lamela média e estende-se para a parede
priméria, sequencialmente, atinge a parede secundaria com maior intensidade e ocorre
pela combinag&o dos monolignais (alcoois p-coumaril, coniferil e sinapil). Neste processo
hd uma mediacdo realizada por oxidases da parede celular, que transformam os

monoligndis em radicais livres (Jung e Deetz, 1993).
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Este processo é o principal limitador de degradacédo dos polissacarideos por meio
de trés principais mecanismos, o efeito toxico dos constituintes da lignina, como o &cido
coumarico, p-cumarico pelos microrganismos do rimen. A barreira fisica causado pela
ligacdo lignina-hemicelulose-celulose que dificulta o acesso das enzimas fibroliticas ao
sitio de acdo do carboidrato e a limitacdo da acdo de enzimas hidrofilicas causada pela
hidrofobicidade dos polimeros da lignina (Van Soest, 1994).

Além disso, a lignina atua como barreira fisica e quimica contra pragas e
patogenos, dificultando a penetracdo e a acdo de microrganismos que poderiam
comprometer a integridade dos tecidos vegetais. A impermeabilidade também ajuda a
reduzir a perda de agua, contribuindo para a toleréncia da planta a condi¢Ges de estresse
hidrico. Dessa forma, a lignina desempenha papel crucial na sobrevivéncia e no
desenvolvimento das plantas, especialmente em ambientes com alta variabilidade
climatica (Saliba et al., 2001).

A biossintese da lignina na célula vegetal avanca em sentido topoquimico radial e
pode ser dividida em duas fases. A primeira é chamada de fase enzimética ou oxidagéo
horizontal, caracterizada pela acéo de diversas enzimas para a formagéo dos precursores
intermediérios e finais da lignina no citosol. A segunda fase € chamada de semienzimatica
ou oxidagdo vertical, caracterizada pela menor acdo de enzimas, pela oxidagédo
desidrogenativa dos monémeros e sua polimerizacdo na parede celular (De Menezes et
al., 2021).

A biossintese € um processo complexo que envolve diversas enzimas e vias
metabdlicas interconectadas. Ela inicia na via dos acidos fendlicos, que converte o
fenilalanina em compostos precursores, como o0 acido p-cumarico, o acido feralico e o
acido sindpico. Esses compostos sdo posteriormente polimerizados para formar os
mondmeros de lignina: p-hidroxifenil, guaiacil e siringil. Entre as principais enzimas
envolvidas nesse processo, destacam-se a fenilalanina amonia-liase (PAL), que catalisa a
primeira etapa da biossintese, e a peroxidase e lacase, responsaveis pela polimerizacao
dos monbémeros de lignina. Essas enzimas atuam de maneira coordenada, regulando a
quantidade e a composicdo da lignina depositada na parede celular. A variacdo na
proporcdo dos mondmeros de lignina influencia diretamente a estrutura e a
funcionalidade do polimero, afetando a interacdo com outros componentes da parede
celular (Rippert et al., 2009).

A regulacdo da biossintese da lignina € um ponto chave para o melhoramento da
qualidade da fibra. Estudos tém demonstrado que modificagbes genéticas em genes
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relacionados as enzimas da biossintese podem reduzir o teor de lignina e aumentar a
digestibilidade da fibra sem comprometer a resisténcia estrutural da planta (Getachew et
al., 2018). Essas estratégias sdo promissoras para melhorar a eficiéncia alimentar e
reduzir os custos de producdo em sistemas que utilizam silagem de milho.

O impacto mais relevante da lignina na nutricdo de ruminantes esta relacionado a
capacidade de formar ligagOes cruzadas com celulose e hemicelulose, componentes
estruturais da parede celular (Vanholme et al., 2019). Essas ligac¢Ges dificultam o acesso
das enzimas microbianas aos carboidratos fermentaveis, reduzindo a taxa de digestdo e o
aproveitamento energético da fibra. Como resultado, a presenca de lignina na parede
celular limita a quantidade de energia disponivel para os ruminantes, comprometendo o
desempenho produtivo e a eficiéncia alimentar.

A extensdo do impacto da lignina na digestibilidade depende da concentragéo e
composicdo quimica. Plantas com alto teor de monémeros guaiacil apresentam menor
digestibilidade, pois essas unidades formam ligagGes mais estaveis com os carboidratos
estruturais. Por outro lado, plantas com maior proporgédo de mondmeros siringil tendem
a ter lignina mais facilmente degradavel, e pode melhorar a digestibilidade da fibra (Taiz
etal., 2017).

Além disso, a maturidade da planta no momento da colheita influéncia
significativamente o teor de lignina. Plantas colhidas em estagios mais avancados de
desenvolvimento apresentam maior deposicdo de lignina, reduzindo a qualidade da
silagem. Portanto, 0 manejo adequado do ponto de colheita é uma pratica essencial para
maximizar a digestibilidade da fibra e garantir uma alimentacdo eficiente para os
ruminantes (Pinto, 2022).

A determinacdo da lignina é feita a partir da analise de FDA (Silva e Queiroz,
2002). Existem diferentes métodos na literatura empregados na avaliacdo de lignina, entre
eles, método da hidrolise acida, adotada como padrdo, lignina com permanganato de
potassio, lignina Klason e lignina brometo de acetila (Hindrichsen et al., 2006). De acordo
Detmann et al. (2012), ha divergéncias significativas nos resultados obtidos em

laboratdrios para todos os métodos aplicados.

1.4 Degradacéao ruminal da fibra

A fibra desempenha papel essencial na alimentacdo de ruminantes, fornecendo

energia e promovendo a saude ruminal (Van Soest, 1994). A degradacdo no rimen é um
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processo microbioldgico complexo, que depende de fatores como a composicao quimica
dos alimentos, a interacdo entre microrganismos, o ambiente ruminal e o estagio de
maturidade (Hoover e Miller, 1996). A eficiéncia desse processo é importante para o
desempenho animal, especialmente em dietas ricas em silagem de milho, que combinam
alta densidade energética com uma fracédo de fibra estrutural.

No rumen, a fibra é fermentada por microrganismos celuloliticos, que degradam
carboidratos estruturais, como celulose e hemicelulose, em &cidos graxos volateis
(AGVs), principalmente acetato, propionato e butirato. Esses AGVs sdo absorvidos pelo
epitélio ruminal e utilizados pelos ruminantes como fonte de energia para manutencao,
crescimento e producdo. Além disso, a fibra promove a mastigacdo e a salivacao,
fundamentais para a regulacdo do pH ruminal (Van Soest, 1994).

Os principais microrganismos envolvidos nesse processo sdo as bactérias,
protozoarios e os fungos (Delfosse-Debusscher et al. 1979; Cheng, 2000). As bactérias
sdo responsaveis por quebrar a celulose e hemicelulose, principais componentes das fibras
vegetais (Hungate, 1966). As fibrobactérias como fibrobacter succinogenes s&o
especializadas na degradacdo da celulose, produzindo enzimas que rompem as ligacdes
B-1,4-glicosidicas entre os mondmeros de glicose, liberando glicose que pode ser
fermentada (Montgomery et al. 1988).

Embora seja capaz de hidrolisar celulose e uma variedade de hemiceluloses,
apenas os produtos hidro liticos da celulose sustentam o crescimento, levando a
especulacdo de que a hidrolise da hemicelulose por esta espécie serve apenas como um
meio de aumentar o acesso a celulose dentro da matriz da parede celular da planta (Suen
etal., 2011). A ades@o a celulose ¢ mediada por proteinas de limo (“fibro-limo”) e pilinas
gue permitem contato incomumente proximo com a celulose (Burnet et al., 2015).

Os ruminococos, como ruminococcus albus e ruminococcus flavefaciens séo
hidrolisadores ativos de celulose e varias hemiceluloses. Ao contrario de F. succinogenes,
esses ruminococos podem fermentar varios tipos de hemicelulose, incluindo xilanos,
glucomanano e liquena, mas ndo arabinogalactanos ou glucanos de armazenamento,
como f-1,3-glucano, laminarina ou amidos (Christopherson et al., 2014). E as bactérias
bacteroides, que sdo especializadas na quebra da hemicelulose, outro componente
importante das fibras.

O rdmen contém uma gama diversificada de protistas anaerdbicos, o0s
protozoarios. Os membros do grupo tém fungdes bem estabelecidas na predacdo de
bactérias, ou no engolfo, sequestro e fermentacdo do amido. Eles também tém papel na
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degradacéo de fibras, embora o estudo dessa capacidade seja complicado pela dificuldade
de manter protistas ruminais em cultura (Williams e Coleman, 1992; Dehority, 2008), e
pela possivel presenca de bactérias endossimbidticas, algumas das quais podem
potencialmente degradar a celulose (Morais e Mizrahi, 2019). Além disso, produzem
acidos graxos volateis que influenciam o pH ruminal e a atividade microbiana.

Os fungos s@o menos abundantes que as bactérias, mas ainda assim importantes,
especialmente nas primeiras etapas da degradagdo da fibra. Os fungos ruminais como
neocallimastigomycota quebram a celulose e a hemicelulose de forma mais eficaz do que
as bactérias, utilizando enzimas especializadas, como as celulases. A essencialidade da
adesdo a fibra é demonstrada pelo fato de que a metilcelulose inibe simultaneamente a
adesdo e a degradacdo da celulose (Cheng et al., 1991). Além disso, o tratamento com
metilcelulose de culturas que crescem em celulose separa as células das fibras e
interrompe a degradacao da celulose.

Os micélios de neocallimastigomycota produzem uma série de enzimas
fibroliticas, incluindo celulases que sdo organizadas em organelas semelhantes a
celulossomos na superficie celular. Metabolicamente, os fungos ruminais assemelham-se
a alguns dos protistas ciliados ruminais, pois sdo estritamente anaerdbicos e tém
metabolismo energético fermentativo, e sdo dificeis de manterem cultura (Vinzelj et al.,
2022). Os balancos de fermentacéo revelam uma série de produtos, incluindo acetato,
formato, etanol, lactato (isémeros D e L), succinato, H2 e CO2 (Borneman et al., 1989).

A fermentacdo da fibra no rimen é um processo altamente dependente do
ambiente ruminal. Fatores como pH, temperatura e tempo de retencdo da digesta
influenciam a atividade microbiana e, consequentemente, a taxa de degradacdo da fibra
(Lima et al. 2008). Um pH adequado, geralmente entre 6,0 e 6,8, é crucial para a
sobrevivéncia e proliferagdo dos microrganismos celuloliticos, enquanto condiges
adversas, como acidose ruminal, podem comprometer significativamente a digestdo da
fibra e a saude animal. A eficiéncia da fermentacdo é diretamente influenciada pela
composi¢do quimica da fibra.

Componentes como a celulose e hemicelulose sdo altamente fermentaveis,
enguanto a lignina, um polimero estrutural presente na parede celular, atua como barreira
fisica e quimica, dificultando o acesso das enzimas microbianas (De Menezes et al.,
2021). A fracdo de fibra em detergente neutro digestivel (FDN digestivel) ¢ um indicador
importante da qualidade da fibra em dietas de ruminantes. Essa fragao representa a por¢ao

da fibra que pode ser efetivamente fermentada no rimen e convertida em energia. A
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quantidade de FDN digestivel varia entre os diferentes alimentos, sendo maior em
forragens com baixo teor de lignina e fibra mais solUveis.

A fragdo indigestivel da FDN é a que mais afeta a utilizag&o da fibra, podendo ser
exceder a metade da FDN total no rimen. Khalili e Huhtanen (1991) demostraram relagéo
negativa entre a digestibilidade in vivo da FDN e a quantidade de FDN total no ramen.
Como a digestibilidade da FDN no rimen aumenta com o passar do tempo, a quantidade
de FDN total e de FDN digestivel diminui numa taxa similar, mas a fracdo de FDN
indigestivel diminui mais lentamente. Entdo, os fatores da dieta que afetam o ambiente
ruminal diminuindo a degradacdo da FDN, aumenta a quantidade (pool) de FDN,
especialmente da fracdo digestivel. A diminuicdo na digestibilidade da fibra pode reduzir

o consumo de fibra quando o enchimento ruminal é o fator limitante.

1.5 Estratégias para melhorar a digestibilidade da fibra da silagem de milho

A digestibilidade da fibra € um dos principais fatores que determinam a qualidade
da silagem de milho e a eficiéncia como alimento para ruminantes. Melhorar a
digestibilidade da fibra contribui para otimizar a fermentacdo ruminal, aumentar o
consumo de matéria seca e melhorar o desempenho produtivo dos animais (Gado et al.,
2009). Diversas estratégias podem ser empregadas para alcancar esse objetivo, como a
selecdo de hibridos de milho com caracteristicas favoraveis, a ado¢do de praticas
agrondmicas especificas e o uso de aditivos na ensilagem.

A escolha do hibrido de milho é uma das estratégias mais importantes para
melhorar a digestibilidade da fibra. Hibridos com menor teor de lignina apresentam maior
digestibilidade, pois a lignina é um dos principais fatores que limitam a degradacdo da
fibra no ramen (Grant e Ferrareto, 2018). Estudos tém demonstrado que hibridos
conhecidos como brown midrib (BMR) possuem alteracBes genéticas que reduzem a
sintese de lignina, resultando em maior digestibilidade da fibra e melhor eficiéncia
alimentar (Sattler et al., 2010). Apesar da maior digestibilidade da fibra, as plantas com
menor teor de lignina frequentemente apresentam menor produtividade de MS, maior
risco de tombamento e maior susceptibilidade a doengas.

Além da lignina, a composicdo dos mondmeros que formam a lignina também
influencia a digestibilidade. Hibridos com maior propor¢do de mondémeros de siringil em

relacdo a guaiacil apresentam lignina mais facilmente degradavel, o que contribui para
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melhor digestdo da fibra. Assim, a selecéo de hibridos com caracteristicas favoraveis deve
considerar tanto o teor de lignina quanto a composi¢do quimica (De Menezes et al., 2021).

As préticas agrondémicas desempenham papel crucial na qualidade da silagem e
na digestibilidade da fibra. Um dos fatores mais importantes é o ponto de colheita, que
deve ser realizado quando o teor de matéria seca da planta esta entre 30% e 35%. Nesse
estagio, a planta apresenta um equilibrio ideal entre teor de fibra e concentracdo de
nutrientes, garantindo uma silagem de alta qualidade e boa digestibilidade (Lauer, 1996).

O manejo de fertilizacdo também impacta diretamente a qualidade da forragem.
A aplicacdo adequada de nutrientes, como nitrogénio, fosforo e potassio, promove o
desenvolvimento saudavel da planta e pode influenciar a composi¢do da fibra (Farias et
al., 2015). No entanto, o excesso de fertilizantes, especialmente o nitrogénio, pode
aumentar a deposicdo de lignina nos tecidos vegetais, reduzindo a digestibilidade da fibra.
Portanto, € fundamental equilibrar a fertilizacdo para maximizar o rendimento sem
comprometer a qualidade da silagem.

O uso de aditivos durante o processo de ensilagem é outra estratégia eficiente para
melhorar a digestibilidade da fibra e a qualidade geral da silagem. Inoculantes biolégicos,
compostos por bactérias lacticas, sao amplamente utilizados para acelerar o processo de
fermentac&o e reduzir as perdas de nutrientes durante o armazenamento. Essas bactérias
convertem agUcares em acido latico, diminuindo rapidamente o pH da silagem e inibindo
o0 crescimento de microrganismos indesejaveis, como fungos e leveduras (Silva et al.,
2023).

Além dos inoculantes bioldgicos, tratamentos quimicos, como o0 uso de ureia e
acidos organicos, podem ser aplicados para melhorar a fermentagdo e aumentar a
digestibilidade da fibra. A ureia, por exemplo, atua como fonte de nitrogénio nédo proteico
para 0S microrganismos ruminais, promovendo a sintese de proteinas microbianas e
potencializando a degradacdo da fibra. Ja os acidos organicos, como o acido propidnico,
ajudam a controlar a proliferacdo de microrganismos indesejaveis, garantindo maior
estabilidade e qualidade da silagem (Neumann et al., 2011). Outra abordagem € o uso de
aditivos enzimaticos, como celulases e hemicelulases, que atuam diretamente na quebra
dos carboidratos estruturais, aumentando a disponibilidade de aglUcares para a
fermentacao ruminal (Jung e Deetz, 1993).

Uma técnica que pode melhorar a digestibilidade, mas néo esta relacionada com
a composicao quimica da forragem é o processamento fisico ou mecénico, que tem o

propdsito de reduzir as dimensdes das particulas da forragem, diminuindo o enchimento
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do trato digestorio e, consequentemente, aumento de consumo. Esta técnica resulta em
ampliacdo da area superficial disponivel para a colonizagdo microbiana, favorecendo
potencialmente o aumento na utilizacdo da fibra (Humer et al., 2017). Apesar das
particulas mais longas de forragem beneficiarem a formacdo do mat ruminal e
estimularem a atividade mastigatdria, essas particulas, quando em excesso, podem limitar
a ingestdo através da reducdo da taxa de passagem ruminal e aumento do enchimento
(Mertens, 1987).

Outra possibilidade € a utilizacdo de moduladores das vias de deposi¢do de
lignina, como o &cido piperonilico, que € um inibidor quasi-irreversivel da cinamato 4-
hidroxilase que catalisa 0 segundo passo da via dos fenilpropanoides, responsavel pela
producdo de lignina e outros compostos fenolicos (Chen et al., 2011). E a benzohidrazida
que é uma molécula inibidora da via dos fenilpropanoides, com o objetivo de regular a
biossintese dos mondmeros de lignina e assim modificar a estrutura deste polimero

presente na parede celular das plantas de milho para ensilagem.

1.6 Uso de inibidores de lignina como estratégia para melhorar a digestdo da fibra
da silagem de milho

A lignina é um dos principais componentes que limitam a digestibilidade da fibra
em ruminantes (Van Soest, 1994), por limitar a digestibilidade dos carboidratos
estruturais, como celulose e hemicelulose. 1sso ocorre porque a lignina forma ligacGes
cruzadas com esses carboidratos, dificultando a acdo microbiana e enzimatica dos
microrganismos no rimen. Para contornar essa barreira, 0 uso de inibidores de lignina
tem se mostrado uma estratégia promissora, pois interfere diretamente no processo de
biossintese desse composto.

Nomeados como inibidores da via dos fenilpropanoides, responsavel pela
producdo de compostos fendlicos da parede celular (lignina e acidos hidroxicinamicos)
que interferem na digestibilidade enzimatica da biomassa lignoceluldsica. Os acidos
metilenodioxicinamico (MDCA), piperolinico (PIP) e daidzina (DNZ) agem em enzimas
especificas da via, modelando a arquitetura da parede celular o que facilita a liberagéo de
acucares fermentaveis a partir de celulose e hemiceluloses. A aplicacdo desses inibidores
no milho promoveram o aumento da digestibilidade das plantas colhidas ao ponto de
silagem (De Freitas, 2018).



29

Estudos tém mostrado que a reducdo no contetdo de lignina afeta diretamente a
sacarificacdo, aumentando a liberagdo de acglcares fermentaveis (Chang et al. 2000;
Draude et al. 2001; Yang et al. 2004). A lignina interfere adsorvendo as hidrolases
inibindo a acdo sobre a celulose (Chernoglazov et al. 1998) e ainda, evita que as fibras de
celulose entumecam, diminuindo a area de acdo das celulases (Mooney et al. 1998).

Outro composto também estudado como inibidor de lignina é a Benzohidrazida,
que faz parte dos compostos organicos importantes na quimica medicinal por causa da
alta bioatividade (Sampiron et al. 2019). No entanto ha poucos estudos disponiveis sobre
os efeitos nas plantas (Tsukamoto et al. 2005). Esses compostos podem ser sintetizados
a partir de precursores aromaticos para produzir compostos benzoicos analogos aos
metabdlitos da via dos fenilpropanoides (Machineni et al., 2020) que sdo capazes de
alterar a via da lignina.

A rota dos fenilpropanoides é encarregada da producdo de acidos fenolicos e
monoligndis e € uma via exclusiva das plantas que resulta em compostos com estruturas
e fungdes altamente variadas (Dixon e Paiva, 1995). Esta envolvido na formacdo de
biopolimeros de grande importancia quantitativa, como a lignina e suberina. A parte
inicial do metabolismo dos fenilpropanoides que parte da rota do acido chiquimato ao
nivel do L-Fenilalanina, compreende um conjunto de trés etapas enzimaticas que
conduzem ao 4-cumaroil CoA.

Este conjunto de trés reacBes, muitas vezes chamado de reacdo geral via
fenilpropanoide, controla o fluxo de metabodlitos para todas as familias de compostos
derivados do esqueleto C6-C3 da fenilalanina. Os compostos que possuem uma estrutura
de C6-C1 néo sdo exclusivamente fenilpropanoides, mas tém a origem a partir de L-
Fenilalanina. Eles surgem dos intermediarios da via central, como o &cido cindmico ou o
acido 4-cumarico (Yalpani et al., 1993). Moléculas que se enquadram nessa estrutura C6-
C1 incluem acidos benzoico e salicilico, assim como substancias de grande importancia
econdmica, como a vanilina.

Na sequéncia da rota central dos fenilpropanoides, o passo seguinte envolve a
hidroxilag&o do acido transcindmico para formar o acido 4-cumarico. Essa transformagéo
é realizada pela enzima C4H, pertencente a superfamilia de proteinas hemetiolato Cyt
P450. As P450 sdo monooxigenases que catalisam a oxidagcdo de uma vasta gama de
substancias quimicas, tanto enddgenas quanto exdgenas, em diversos organismos. Nas
plantas, essas enzimas desempenham funcdes cruciais em diversas vias biossintéticas,

abrangendo desde esterdis, isoprenoides, alcaloides, acidos graxos oxigenados e até
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fenilpropanoides (Bolwell et al., 1994). Além disso, elas tém participacdo no
metabolismo e, por vezes, na ativagdo de muitos herbicidas, inseticidas e outros
compostos xenobidticos.

Estudos conduzidos por Martarello (2023), demonstrou que o0 composto
benzohidrazida apresentou atividade biolégica no milho e foi capaz de aumentar a
sacarificacdo da lignocelulose, ou seja, ele aumentou a sacarificacdo sem afetar o
crescimento da planta em testes de sala de crescimento. Esse mesmo autor em
experimentos a campo a benzohidrazida aumentou a sacarificacdo das folhas e caules do
milho, independentemente de sua lignocelulose foi submetida a deslignificacdo pds-
colheita com HPAC.

Segundo esse mesmo autor, a benzohidrazida ndo promoveu efeitos colaterais na
avaliacdo biométrica e bioguimica realizada. De modo geral, o composto benzohidrazida
poderia ser usado como um principio ativo para a formulacdo de agroquimicos para

melhorar a sacarificagdo em culturas forrageiras e agro energéticas.
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I1. Desempenho de novilhas leiteiras alimentadas com silagem de milho
tratada com benzohidrazida

(Manuscrito formatado de acordo com as normas da revista Journal of Dairy Science)
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho de novilhas leiteiras alimentadas com
silagem de planta inteira de milho tratada com benzohidrazida (BZD). Vinte e quatro
novilhas holandesas (333 kg de peso corporal médio) foram alocadas em 12 blocos ao
acaso com base no peso corporal e alojadas em baias individuais. Os animais
permaneceram confinados durante periodo de 67 d, sendo 7 d de adaptacéo as instalacbes
e 60 d para comparacdo das dietas experimentais. O consumo de MS foi medido
diariamente, enquanto a altura de cernelha e de garupa foram medidas no inicio e no final
do periodo experimental. A digestibilidade de nutrientes no trato total foi determinada
nos dias 18 a 22 e 39 a 43. O teor de lignina brometo de acetila foi similar entre
tratamentos, mas a silagem de milho tratada com BZD apresentou menores valores de
lignina em detergente &cido. Os consumos de MS e FDN foram menores nos animais
alimentados com a dieta contendo silagem tratada com o0 BZD, mas o ganho de peso diario
foi similar entre tratamentos. A utilizacdo de BZD induziu aumento na digestibilidade
aparente no trato total das fracdes FDN (+10,3%) e carboidratos nédo fibrosos (+2,2%),
resultando em aumento na digestibilidade da MS (+6,0%) da dieta. Assim, a eficiéncia
alimentar das novilhas recebendo silagem de milho tratada com BZD foi 11% superior ao
tratamento controle. Em concluséo, a aplicacdo de BZD a cultura do milho aumentou a
digestibilidade in vivo de fibra e carboidratos ndo fibrosos, o que resultou em maior valor

alimenticio da silagem de milho para novilhas leiteiras em crescimento.

Palavras-chave: digestibilidade, consumo de matéria seca, inibidor enzimatico, lignina
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INTRODUCAO

A alimentacao adequada de ruminantes é fundamental para garantir produtividade
e eficiéncia no sistema de producdo animal. No Brasil, o milho é a principal espécie
cultivada para producdo de silagens em fazendas leiteiras (Bernardes e Rego, 2014). O
milho é a espécie mais escolhida pelos pecuaristas por apresentar caracteristicas
favoraveis ao processo de ensilagem, tais como, alto potencial de producdo de matéria
seca e ensilabilidade, além de possuir elevado teor energético (Pereira et al., 2004).

A fibra proveniente da silagem desempenha papel essencial na manutencdo da
satde ruminal, promovendo a fermentagdo microbiana e a producéo de acidos graxos
volateis. A composic¢do nutricional da silagem de milho apresenta elevada concentracao
de carboidratos estruturais, como celulose e hemicelulose, que sdo fermentados no rimen
para gerar energia. No entanto, a presenca de lignina, um componente da parede celular
vegetal, pode reduzir a digestibilidade da fibra (\Van Soest, 1994).

A digestibilidade da fibra (FDN) impacta o desempenho animal
independentemente da concentracdo na dieta (Dado e Allen, 1996). A quantidade de FDN
na alimentacdo apresenta esplendor negativo com o CMS, devido a fermentacdo mais
lenta e maior tempo de retencdo no rumen. No entanto, uma fibra com maior
digestibilidade pode favorecer o consumo, pois acelera a taxa de passagem e libera espaco
para uma nova refeicdo (Robinson e McQueen, 1997).

A lignina é reconhecida como o principal impedimento a digestdo de fibra (Van
Soest, 1994). A resisténcia fisica e quimica classifica-a como substancia indigestivel para
a nutricdo animal e, por causa da forte ligagdo com a celulose e as proteinas, estes
nutrientes tém a digestibilidade reduzida (Taiz et al., 2017).

Uma das estratégias com potencial para reduzir o impacto negativo da lignina na
digestibilidade da fibra de forragens € a aplicacdo de inibidores enzimaticos da via dos
fenilpropanoides, como a benzohidrazida (BZD). A BZD pode regular a biossintese dos
mondmeros de lignina e modificar a estrutura deste polimero presente na parede celular
das plantas de milho para ensilagem, facilitando o ataque de hidrolases microbianas no
ramen. Estudos realizados, com a BZD aplicada por asperséo foliar em plantas jovens de

milho cultivadas em laboratorio, demonstraram resultados positivos para 0 aumento da
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sacarificacdo da biomassa atraves das analises de digestibilidade enzimatica (Martarello
etal., 2023).

Diante disso, 0 objetivo deste estudo € avaliar o desempenho de novilhas leiteiras
alimentadas com silagem de planta inteira de milho tratada com benzohidrazida (BZD).
A hipoétese é que, como este composto (BZD) atua na regulacdo da biossintese dos
monémeros de lignina modificando a estrutura deste polimero nas plantas de milho, a
BZD deve aumentar a digestibilidade da fibra (e.g., FDN) da silagem de milho e, portanto,

melhorar o desempenho dos animais.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental de Iguatemi da
Universidade Estadual de Maringd — UEM. Os procedimentos de cuidado e manejo dos
animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade

Estadual de Maringa — sob numero de aprovacdo 9167300823.

Cultura do milho, ensilagem e tratamentos

O hibrido de milho DKB255PR0O3 (Dekalb, Uberlandia, Minas Gerais) foi
plantado em fevereiro de 2023, com espacamento de 90 cm entre linhas e 5 sementes por
metro linear (55.600 sementes/ha), em quatro parcelas de 1 ha, agrupadas em dois blocos
com duas parcelas em cada bloco, totalizando 4 ha para o experimento. Um fertilizante
contendo N P K (10-15-15) foi aplicado a 200 kg/ha no sulco com a semente. Apos 30
dias do plantio foi feita a adubacédo de cobertura com ureia a 200 kg/ha, a lanco, em toda
area experimental.

Apos 26 dias da emergéncia das plantas de milho, a benzohidrazida (BZD) foi
aplicada em duas parcelas (uma parcela para cada bloco) a uma concentracao final de 50
KM, em o volume total de 180 L/ha. Uma segunda aplicacéo foi realizada apos 43 dias de
emergéncia das plantas de milho, na mesma dose da primeira aplicacdo. Para obtengéo da
solugédo final de BZD, inicialmente foi preparado 20 L de uma solugdo stock com
concentracdo de 500 uM de BZD, que foi diluida em 180 L de calda (H20 + Aureo®
como adjuvante) diretamente no tanque do pulverizador para concentracdo final de 50
HM. As outras duas parcelas ndo foram tratadas (CON). O sistema de pulverizacdo
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utilizado foi em barra com multiplos bicos de pulverizacdo acoplado ao sistema hidraulico
do trator.

As plantas de milho foram colhidas quando atingiram o estagio de 2/3 da linha do
leite (aproximadamente 35% MS), com uma colhedora de forragem do tipo tracionada
ajustada para picar em tamanho tedrico de particulas de 8 mm. Imediatamente apos a
colheita, a forragem picada foi distribuida alternadamente em dois silos trincheira (um
silo por tratamento) com as seguintes dimensdes: 4 m de largura, 1,5 m de altura e 14 m
de comprimento.

Cadasilo foi vedado com filme de polietileno branco e preto revestindo as paredes
laterais e cobrindo a silagem, protegida com uma manta de polietileno de alta densidade
(213 g/m2; cobertura anti-UV Silostop, Bruno Rimini Ltd, Londres, Reino Unido) e sacos
de cascalho colocados ao redor das bordas e em linhas através do silo em intervalos de 3
m. Apoés dois meses de armazenamento, os silos foram abertos para alimentacdo de

novilhas leiteiras.

Animais e dieta

Vinte e quatro novilhas holandesas (peso corporal de 333 + 118 kg) foram
blocadas pelo peso corporal inicial (12 blocos com 2 novilhas em cada bloco), alocadas
aleatoriamente nos 2 tratamentos (CON ou BZD), e alojadas em baias individuais (2 x 3
m) com piso de concreto, com cocho coberto e bebedouro.

Durante 7 d, todos os animais receberam a mesma dieta contendo 85% de silagem
de milho ndo experimental e 15% de concentrados. Apos esse periodo de adaptacdo os
animais receberam as dietas experimentais por 60 d. As dietas experimentais eram
compostas (%MS) por 84,5% silagem de milho (CON ou BZD), 12,9% farelo de soja,
2,2% premix mineral-vitaminico e 0,40% ureia. Os ingredientes da dieta foram
misturados manualmente duas vezes ao dia, imediatamente antes de cada refeicdo as 09
e 15h, em quantidade aproximadamente 10% acima da ingestao diaria. A composicao das

dietas experimentais é apresentada na Tabela 1.

Coleta de dados e amostragem

As sobras da dieta foram coletadas e pesadas diariamente antes da alimentacéo
matinal para determinacdo do consumo de MS (CMS). A variacdo didria do CMS foi
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calculada como a diferenca entre 0 CMS do dia atual e 0o CMS do dia anterior (Bevans et
al., 2005). No inicio do periodo de comparacéo e a cada 20 dias, os animais foram pesados
e a altura de cernelha e de garupa foram medidas as 08h, ap6s 14h de jejum durante a
noite. O ganho meédio diario (GMD) foi determinado pela diferenca entre o peso vivo
final e peso vivo inicial dividido pelos dias de alimentacdo. A eficiéncia alimentar foi
calculada como GMD/CMS.

Nos dias 15 a 17 e 36 a 38, o comportamento alimentar foi monitorado
visualmente por 48 h por avaliadores treinados. As atividades de alimentagéo e ruminacgéo
foram registradas em intervalos de 5 minutos e o padrdo diario foi estimado assumindo
um comportamento constante entre as observacfes. A atividade de mastigacdo foi
calculada como a soma do tempo gasto comendo e ruminando. O numero de refei¢cdes
por dia, tamanho de refeicdo, duracdo da refeicdo e taxa de alimentacdo também foram
computadas. Uma refeicdo foi definida por pelo menos 2 eventos consecutivos de
ingestdo de 5 minutos seguidos por pelo menos 10 minutos de 6cio, ruminagdo ou
ingestdo de agua. O tamanho da refeic¢éo foi estimado dividindo o CMS pelo numero de
refeicbes. A duracdo da refeicdo foi obtida dividindo o tempo de alimentacdo pelo niUmero
de refeicdes. A taxa de alimentacdo foi calculada dividindo o CMS pelo tempo de
alimentacéo.

A partir dos dados de consumo individual de MS (CMS) e GMD, a energia liquida
da dieta foi estimada de acordo com equac@es propostas pelo NRC, 1984. A necessidade
de energia para ganho foi calculada como: Em (Mcal/kg MS) = 0,0608 x ((PVm x 478 /
PVmd) ~ 0,75) x (GPM ~1,097), onde: PVm = peso vivo médio, 478 = peso de referéncia
padrdo e o PVmd = peso vivo final maduro. A necessidade energética para mantenca foi
calculada como: ELm (Mcal/kg MS) = (0,077 x PVm ~ 0,75) x 1,2. A energia liquida da
dieta para mantenca foi estimada pela equacéo: ELm (Mcal/kg MS) = ((-b -V (b x b —
4 xaxc)))/(2xa),emque:a=-0877x CMS,b=0,877 x ELg + 0,41 x CMS + ELg,
c=0,41 x ELm.

A energia liquida da dieta para ganho foi calculada como: ELg (Mcal/kg MS) =
0,877 x ELm —0,41. A energiado NDT da dieta foi calculada como: % = (ELm + 0,5058)
/ 0,0305. A energia metabolizavel da dieta foi calculada de acordo com a equagdo: EM
(Mcal/kg MS) = NDT x 0,0362. O consumo de energia metabolizavel foi estimado como:
(Mcal/d) = CMS x EM. O NDT da silagem de milho foi estimado pela equacéo: % =
(NDTd — Elg dieta sem forragem) / 85, em que: 85 = propor¢do de volumoso incluso na
dieta (85 %). A energia liquida para mantenca na silagem de milho foi estimada como:
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ELm, (Mcal/kg MS) = (ELm dieta — ELm dieta sem forragem) / 85. A energia liquida
para ganho na silagem de milho foi calculada como: ELg, (Mcal/kg MS) = ELg dieta —
Elg dieta sem forragem) / 85.

Na 42 e 72 semana de comparacdo foram realizadas coletas de fezes por 5 dias
consecutivos, trés vezes ao dia, para medir a digestibilidade do trato total usando FDN
ndo digerivel como um marcador interno (FDNi; Huhtanen et al., 1994). A digestibilidade
aparente foi calculada usando dados de ingestédo registrados nos dias da amostragem fecal.
A pontuacdo de consisténcia fecal (1 a 5; Wildman et al., 1982) foi registrada por 3
avaliadores treinados.

Nos dias 23 e 48, o sangue de cada animal foi coletado por puncdo da veia jugular
externa 4 h apos alimentacdo matinal em tubos a vacuo contendo EDTA. As amostras
foram imediatamente centrifugadas a 2.500 x g a 4°C por 30 min e congelados a -80°C

para determinar os teores de ureia e glicose.

Anélises laboratoriais

O pH da silagem, os produtos de fermentacdo e as contagens microbianas foram
medidas em extratos aquosos preparados pela mistura de 25 g de silagem fresca + 225
mL de agua destilada em liquidificador por 1 min. Apds a filtracdo através de 4 camadas
de gaze, o pH da silagem foi medido com um pHmetro digital (Tec3, Tecnal®, Piracicaba,
Brasil). Ap6s a obtencdo do extrato aquoso da silagem, uma aliquota do extrato aquoso
foi centrifugada a 12.000 x g por 20 min e o sobrenadante utilizado para analise dos
produtos da fermentacdo. A concentracao de cido latico (Pryce, 1969) e amonia (Chaney
e Marback, 1962) foi determinada por métodos colorimétricos, utilizando um
espectrofotbmetro (modelo Janway 147 6305, Marconi, Piracicaba, Brasil) com
comprimentos de onda de A=630 nm e A= 565 nm, respectivamente. As concentrac¢des de
alcoois, ésteres e acetona foram determinados em um cromatografo a gas (Nexis GC-
2030, Shimadzu, Kyoto, Japdo) com um auto injetor (AOC-20i Plus, Shimadzu, Kyoto,
Japdo), usando uma coluna capilar Stabilwax, Restek, Bellefonte, PA; 60 m, 0,25 mm g,
0,25 um de ligacdo cruzada carbowax polietilenoglicol). Os compostos foram
identificados com base em seu tempo de retengéo e quantificados com padrdes externos.

A partir da obtencdo do extrato aquoso das silagens, uma segunda aliquota foi
diluida em série (10 a 10°) em &agua peptonada estéril a 0,1% para contagens

microbianas em meio seletivo (pour-plating). Para o plagueamento de leveduras e fungos
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filamentosos foi utilizado o meio Malt Extract Agar — MEA (M137, Himedia, Mumbai,
india) acidificado a pH 3,5 com &cido lético, e as colonias foram contadas, apds incubagio
a 30°C aerobiamente por 24 e 48 h respectivamente. As bactérias &cido laticas (BAL)
foram determinadas em &gar de Man, Rogosa e Sharpe — MRS (7543A, Acumedia,
Lansing, Michigan, EUA) com adicéo de nistatina (400.000 UI/L) e as colonias foram
contadas, apos incubagdo a 35°C aerobiamente por 48 h. Todas as amostras foram
preparadas em duplicata e o numero de microrganismos foi contado como unidades
formadoras de coldnias (UFC) foram transformadas e expressas como log10.

Subamostras de ofertado, TMR, sobras e fezes foram desidratadas por 72 h em
estufa de ventilagdo forcada a 60°C e moidas em moinho de faca tipo Wiley (Marconi
MA340, Piracicaba, Brasil) com peneira de poro de 1 mm. Subamostras foram utilizadas
para determinacdo do teor de MS a 105°C, cinzas por combustdo completa em forno
mufla a 600°C por 4 h (método n°® 942.05), teor de nitrogénio (N) total pelo método de
Kjeldahl, e o teor de PB foi obtido multiplicando o teor de N x 6,25 (método n°® 984.13),
e extrato etéreo (EE) foi determinado pelo método Soxhlet (método 963.15) de acordo
com AOAC (1990).

A fibra em detergente neutro (FDN) foi analisada com sulfito de sddio e amilase
estavel ao calor (Mertens, 2002) e a fibra em detergente acido (FDA, Van Soest, 1967)
foi determinada sequencialmente em um Analisador de Fibra (TE-149, Tecnal,
Piracicaba, Brasil). O teor de carboidratos néo fibrosos foi calculado como CNF = 100 -
(PB + FDN + EE + cinzas), (NRC, 2001). A concentracdo de FDNi foi obtida por
incubacéo in situ por 288 h (Huhtanen et al., 1994). A digestibilidade in vitro da MS
(DIVMS) e da FDN (DIVFDN) foi determinada usando uma incubadora Daisy 11 (Ankom
Technology, Macedon, EUA), com solugdes preparadas conforme descrito em Tilley e
Terry (1963). Amostras de forragem e silagem também foram analisadas para
carboidratos soluveis em etanol (Hall et al., 1999). Amostras de forragem, silagem e fezes
foram analisadas quanto ao teor de amido segundo (Hall et al., 2015).

Amostras de forragem e silagem foram analisadas quanto ao teor de lignina por
métodos de andlise gravimétrica e o elemento/composto € separado da amostra: Lignina
em detergente acido (LDA) (Van Soest, 1967); Lignina permanganato de potassio (LPer)
(Van Soest e Wine, 1968) com a utilizagdo de acido sulfdrico. A lignina brometo de
acetila (LBA) (Morrison, 1972) é baseado na formacéo de derivados de acetila em grupos
OH néo substituidos e substituicdo de brometo dos grupos OH de carbono para produzir
uma solubilizagdo completa da lignina sob condi¢des &cidas. Como ndo é um método
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direto, uma superestimacdo do conteddo de lignina pode ocorrer devido a degradacgéo
oxidativa de polissacarideos estruturais (por exemplo, xilanos) durante a incubacdo da
parede celular com a solucéo &cida.

Os metabolitos sanguineos foram analisados utilizando kits comerciais de ensaios
enzimatico colorimétricos para glicose plasmatica (Glicose PP, Gold analisa Diagnostico
LTDA) e ureia plasmética (Ureia PP, Gold analisa Diagnostico LTDA Belo Horizonte,
Brasil) utilizando espectrofotometro (Bioplus2000®).

Andlise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a normalidade dos residuos (teste de Shapiro-
Wilk) e homogeneidade de variancia (teste de Bartlett). Com o atendimento dessas
pressuposicoes, os dados foram analisados utilizando o procedimento MIXED do SAS
(versdo 9.4, SAS Institute, Cary, NC, EUA) considerando delineamento de blocos

casualizados adotando-se o seguinte modelo:
Yij=u+ CV + Bi + Tj + eij, em que:
K = média geral;
CV = covariavel (i.e., peso em jejum inicial);
Bi = efeito aleatorio de bloco (i =1 a 12);
Tj = efeito fixo de tratamento (j = controle ou benzohidrazida);
eij: residuo.

O PVi foi utilizado como covariavel para analise de consumo e medidas corporais.
As diferengas foram declaradas significativas se P < 0,05, e as tendéncias foram indicadas
se 0,05 <P <0,10.

RESULTADOS

As caracteristicas das silagens experimentais sdo apresentadas na Tabela 2. A

silagem tratada com a BZD apresentou valores numéricos menores de LDA em relacéo a
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silagem controle, (1,72% vs. 1,96%). Entretanto, as diferencas de valores para as demais
medidas de lignina (LPer e LBA) foram de menor magnitude.

A aplicacdo de BZD né&o alterou o consumo de MO digestivel (P = 0,280), os
tempos de ingestdo (P = 0,174), ruminacdo (P = 0,332), mastigac¢édo (P = 0,928), nUmero
de refeigdes (P = 0,376), tamanho de refeicdo (P = 0,661), duracdo de refeicdo (P =0,181),
duracgéo da primeira refeicéo (P = 0,154) e intervalo de refei¢bes (P = 0,451). No entanto,
0 consumo de MS (P = 0,039), o consumo de FDN (P < 0,001), o consumo de FDNpd (P
=0,002), o consumo de FDNi (P < 0,001) e a taxa de ingestdo de MS (P = 0,001) foram
menores para o tratamento BZD (Tabela 3).

O ganho de peso diario e os ganhos de altura de cernelha e de garupa ndo foram
afetados pelos tratamentos (P > 0,307). Contudo, a eficiéncia alimentar foi maior (P =
0,011) nas novilhas alimentadas com a silagem tratada com BZD (Tabela 4).

A inclusdo da BZD na silagem de milho resultou em aumento da digestibilidade
no trato total da MS, MO, PB, FDN, FDNpd e CNFem comparacgdo ao CON (Tabela 5).
Os valores calculados de NDT, EM, ELm e ELg da dieta e os valores de NDT, ELm e
ELg da silagem de milho foram maiores para o tratamento BZD (P = 0,001)
comparativamente ao CON.

As concentracdes de glicose sanguinea (P = 0,283) foram semelhantes entre os
tratamentos, enquanto a concentracdo sanguinea de ureia foi menor nos animais

alimentados com BZD comparativamente ao CON (P = 0,009).

DISCUSSAO

Manipular a quantidade e a forma de deposicéo da lignina pode ser uma estratégia
para melhorar a digestdo de fibra, o desempenho animal e a eficiéncia produtiva (Jung
and Deetz, 1993; Ferraretto and Shaver, 2015; Adesogan et al., 2019). No presente estudo,
foi demonstrado pela primeira vez que, a aplicacdo de BZD, um modulador da sintese de
lignina, foi capaz de aumentar a digestibilidade da fibra e aumentar a eficiéncia alimentar
de novilhas em crescimento.

Neste estudo, o CMS foi menor para o tratamento BZD em comparagdo ao
controle, enquanto o consumo de energia metabolizavel (CEM) foi semelhante entre os
tratamentos. Isso indica que os animais alimentados com a silagem tratada com BZD sé&o

capazes de extrair a mesma quantidade de energia de menor quantidade de alimento,
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evidenciando maior digestibilidade do alimento e melhor eficiéncia na utilizacdo dos
nutrientes da dieta.

A silagem das plantas de milho que receberam BZD apresentou valores numéricos
menores de LDA em relacao a silagem CON, enquanto os teores de LBA foram similares.
Isso sugere que a concentracao total de lignina medida como LBA néo foi alterada, mas
que a lignina causadora de maior recalcitrancia a digestdo da fibra (i.e., LDA) foi
diminuida (Van Soest, 1994). Estudos pioneiros com LDA j& relataram a alta correlagao
negativa com a digestibilidade da fracdo fibrosa dos alimentos (Van Soest, 1965). Além
de melhorar a digestibilidade da FDN, a BZD também induziu aumento de digestibilidade
in vivo das fragcbes MS, MO, PB e CNF.

Estudos realizados por Freitas (2018) testando inibidores enzimaticos da via dos
fenilpropanoides observou que de maneira geral, os tratamentos aumentaram a
digestibilidade sem alterar o conte(do de LBA. Corroborando com os resultados obtidos
nesse experimento com BZD, observou-se aumento na digestibilidade da dieta contendo
silagem tratada com a BZD, contudo sem apresentar alteracdo no contetdo de LBA, mas
com reducdo na LDA da silagem em 12,2% das plantas tratadas com BZD. A reducéo da
LDA na silagem tratada com BZD pode indicar que esse tratamento alterou uma fracéo
da lignina soltvel ou menos condensada, tornando menos detectavel pelo método LDA.
Podendo estar relacionada com mudancas estruturais na lignina ou maior manipulagéo de
fracdes mais acessiveis. Como os méetodos LBA e LPer ndo mostraram diferencas
significativas, é possivel que a lignina total ndo tenha sido reduzida, mas redistribuida ou
modificada na composigé&o.

Martarello et al. (2023) obteve resultados semelhantes em experimentos em escala
de campo, em que a pulverizacdo de plantas de milho com o composto benzohidrazida
aumentou a sacarificagéo das folhas e caules do milho, facilitando a utilizac&o, sem afetar
0 contetdo médio de LBA. Essa produgdo normal de compostos fenolicos € vantajosa
porque pode explicar o padrdo normal de crescimento e desenvolvimento da planta
observado, apontando também para o metabolismo de defesa normal (Calvo-Flores et al.
2015).

Neste estudo, a aplica¢do de BZD durante os estagios iniciais do desenvolvimento
da planta de milho pode ter alterado a estrutura da lignina na parede celular da planta,
pois o conteudo total de LPer e LBA foi semelhante entre os tratamentos. Tal alteracao

da lignina deve ter facilitado o ataque de hidrolases microbianas no rdmen.
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Consequentemente, a dieta contendo silagem de milho tratada com BZD resultou em
aumento de 11% na eficiéncia alimentar em comparacdo com CON.

Na meta-analise de Oba e Allen (1999) a digestibilidade in vitro ou in situ da FDN
foi positivamente correlacionada com o desempenho de vacas leiteiras. A cada aumento
de um ponto percentual na digestibilidade da FDN, houve incremento de 0,17 kg/d no
CMS e 0,25 kg/d na producéo de leite.

Em dietas tipicas para vacas leiteiras, 0 aumento de digestibilidade de FDN
frequentemente resulta em maior consumo de MS. Dado e Allen (1996) alimentaram
vacas em lactacdo com silagens contendo similar conteido de FDN mas com diferentes
coeficientes de digestibilidades de FDN. Eles observaram maior CMS para animais
alimentados com silagens com maiores coeficientes de digestibilidade. Mertens (1994)
em trabalhos realizados observou que o CMS é maximizado quando o CFDN chega a ser
de 1,2 % do PV (12,5 g/kg de PV) e que, acima deste valor, o enchimento ruminal limita
0 consumo. Entretanto, no presente estudo, a dieta mais digestivel reduziu o consumo de
MS, sem deprimir o consumo de EM. Além disso, o consumo de FDN foi de 1,13% do
PV para o tratamento CON e 1,01% do PV para BZD, o que sugere que o0 CMS ndo teria
sido limitado por caracteristicas fisicas e sim metabolicas.

A regulagéo do consumo em ruminantes ocorre pela combinag&o de mecanismos
fisicos e metabolicos. Enquanto a regulacdo fisica limita a ingestao de alimentos em dietas
ricas em fibra e de baixa digestibilidade, devido a distensdo do trato digestério, a
regulacdo metabolica ocorre em dietas mais digestiveis e em animais com menor
demanda de nutrientes, em que o consumo € ajustado pelos niveis de metabdlitos no
sangue (Mertens, 1994; Allen et al., 2009). Assim, enquanto dietas fibrosas restringem o
consumo de nutrientes, dietas mais energéticas levam a regular o consumo para evitar
excesso calorico, ajustando a ingestdo conforme as demandas nutricionais do animal. No
presente estudo a silagem tratada com BZD permitiu ao animal extrair mais energia de
cada unidade de MS ingerida. Assim, o consumo deve ter sido regulado pela absorcéo de
combustiveis (i.e., regulacdo metabdlica), e por este motivo o CMS foi menor para o
tratamento com BZD. A taxa diaria de ganho de peso associada as medidas de altura de
garupa e cernelha, também suportam que a ingestdo de nutrientes e o crescimento das
novilhas foi similar entre os tratamentos.

Embora a concentracdo plasmatica de glicose ndo tenha sido alterada pelos
tratamentos, a concentracdo de ureia foi reduzida no plasma de novilhas alimentadas com

silagem de milho tratada com BZD, sugerindo maior disponibilidade ruminal de energia
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e melhor aproveitamento do nitrogénio da dieta (Clark et al., 1992). Novamente, essa
observacdo esta de acordo com o aumento da digestibilidade dos nutrientes no trato total,
ao aumento da eficiéncia alimentar e a regulagdo metabdlica do consumo de MS.

Em sintese, a aplicacdo da BZD mostrou-se eficaz em reduzir o CMS sem
comprometer o aporte energético, aumentando a eficiéncia na utilizacdo dos nutrientes.
Sugerindo que a regulacdo do consumo aconteceu pela melhor absor¢do de combustiveis
no tratamento com a BZD. No entanto, mais estudos sdo necessarios para compreender
0s mecanismos de acdo da BZD sobre a estrutura da lignina e seus efeitos sobre a

digestibilidade da planta de milho para silagem.

CONCLUSAO

A aplicacdo de benzohidrazida na cultura do milho aumentou a digestibilidade in
vivo da fibra e da matéria seca, consequentemente melhorando o valor nutricional da

silagem de milho e eficiéncia alimentar de novilhas em crescimento.

REFERENCIAS

Adesogan, A. T., Arriola, K. G,, Jiang, Y., Oyebade, A., Paula, E. M., Pech-
Cervantes, A. A, Vyas, D. 2019. Symposium review: Technologies for improving fiber
utilization. Journal of  dairy  science, 102(6), 5726-5755. Doi:
https://doi.org/10.3168/jds.2018-15334.

Allen, M. S., Bradford, B. J., Oba, M. 2009. Board-invited review: The hepatic
oxidation theory of the control of feed intake and its application to ruminants. Journal of
animal science, 87(10), 3317-3334. Doi: doi:10.2527/jas.2009-1779.

A.O.A.C. 1990. Official Methods of Analysis. 15 th Edition, Association of Official
Analytical Chemist, Washington DC.

Bernardes, T. F., Rego, A. C. 2014. Study on the practices of silage production and
utilization on Brazilian dairy farms. Journal of Dairy Science, Champaign, v.97, n.3,
p.1852-1861.

Bevans, D. W., Beauchemin, K. A., Schwartzkopf-Genswein, K. S., McKinnon, J.
J., McAllister, T. A. 2005. Effect of rapid or gradual grain adaptation on subacute acidosis
and feed intake Dby feedlot cattle. J. Animal Sci. 83:1116-1132.
https://doi.org/10.2527/2005.8351116x.


https://doi.org/10.3168/jds.2018-15334
https://doi.org/10.2527/2005.8351116x

52

Calvo-Flores, F. G., Dobado, J. A., Isac-Garcia, J., Martin-Martinez, F. J. 2015.
Lignin and lignans as renewable raw materials: chemistry, technology and applications.
Wiley, Chichest.

Chaney, A. L., Marbach, E. P. 1962. Modified reagents for determination of urea
and ammonia. Clinical Chemistry, 8, 130-132.

Clark, J. H., Klusmeyer, T. H., Cameron, M. R. 1992. Microbial protein synthesis
and flows of nitrogen fractions to the duodenum of dairy cows. Journal of dairy
science, 75(8), 2304-2323.

Dado, R. G., Allen, M. S. 1996. Ingestdo e producdo aprimoradas de vacas
alimentadas com alfafa ensilada com maior digestibilidade de fibra em detergente neutro.
J. Dairy Sci. 79:418-428.

Ferraretto, L. F., Shaver, R. D. 2015. Effects of whole-plant corn silage hybrid type
on intake, digestion, ruminal fermentation, and lactation performance by dairy cows
through a meta-analysis. Journal of dairy science, 98(4), 2662-2675. Doi:
http://dx.doi.org/ 10.3168/jds.2014-9045.

Freitas, D. L. D. 2018. Engenharia fisiol6gica da biomassa lignocelulésica:
modificando a parede celular com inibidores enzimaticos da via dos fenilpropanoides.

Hall, M. B., Hoover, W. H., Jennings, J. P., Miller Webster, T. K. 1999. A method
for partitioning neutral detergent-soluble carbohydrates. J Sci Food Agric., 79, 2079-
2086.

Hall, M. B., Arbaugh, J., Binkerd, K., Carlson, A., Doan, T., Grant, T., Heuer, C.,
Inerowicz, H. D., Jean-Louis, B., Johnson, R., Jordan, J., Kondratko, D., Maciel, E.,
McCallum, K., Meyer, D., Odijk, C. A., Parganlija-Ramic, A., Potts, T., Ruiz, L.,
Snodgrass, S., Taysom, D., Trupia, S., Steinlicht, B., Welch, D. 2015. Determination of
dietary starch in animal feeds and pet food by an enzymatic-colorimetric method:
Collaborative study. Journal of AOAC International, 98(2), 397-4009.

Huhtanen, P., Kaustell, K., Jaakkola, S. 1994. The use of internal markers to predict
total digestibility and duodenal flow of nutrients in cattle given six different diets. Anim.
Feed Sci. Technol, 48, 211-227. Doi: 10.1016/0377- 8401(94)90173-2.

Jung, H. G., Deetz, D. A. 1993. Cell wall lignification and degradability. In: Forage
Cell Wall Structure and Digestility. American Society of Agronomy, Crop Science
Society of America, Soil Science Society of America, Madison, Wis., 315-340. Doi:
https://doi.org/10.2134/1993.foragecellwall.

Martarello, D. C. I., Tonete-Diniz, D. C., Gonzaga, D. E. R., Almeida, A. M.,
Constantin, R. P., da Silva, K. G., dos Santos, W. D. 2023. Tratar plantas de milho com
benzohidrazida aumenta a sacarificacdo da lignocelulose: uma abordagem néo
transgénica para melhorar a producéo de etanol celulosico. Conversdo de Biomassa e
Biorrefinaria, 1-12.


https://doi.org/10.2134/1993.foragecellwall

53

Mertens, D. 1994. Regulation of forage intake. Forage quality, evaluation, and
utilization, 450-493.

Mertens, D. R. 2002. Gravimetric determination of amylase-treated neutral
detergent fiber in feeds with refluxing in beakers or crucibles: collaborative study. J.
AOAC Int, 85, 1217-1240.

Morrison, I. M. 1972. Improvements in the Acetyl Bromide Technique to
Determine Lignin and Digestibility and its Application to Legumes. Journal of the
Science of Food and Agriculture, v. 23, p. 1463-1469.

NRC. 1984. Nutrient requeriments of beef cattle. 6. ed. Washington. D.C. 90p.

NRC. 2001. Nutrient Requirements of dairy cattle. 7 th ver. Ed. Natl. Acad. Press,
Washington, DC.

Oba, M., Allen, M. S. 1999. Avaliacdo da importancia da digestibilidade da fibra
em detergente neutro da forragem: efeitos na ingestdo de matéria seca e na producéao de
leite de vacas leiteiras. Journal of dairy science, 82 (3), 589-596.

Pereira, M. N., Von Pinho, R. G., Bruno, R. G. D. S., Calestine, G. A. 2004.
Ruminal degradability of hard or soft texture corn grain at three maturity stages. Scientia
Agricola, Maringa. v.61, n.4, p.358-363.

Pryce, J. D. 1969. A modification of Barker-Summerson method for the
determination of lactic acid. Analyst. 94:1151-1152. Doi: 10.1039/an9699401151.

Robinson, P. H., McQueen, R. E. 1997. Influéncia do nivel de alocacdo de
concentrado e fermentabilidade da fibra forrageira no comportamento de mastigacao e
producdo de vacas leiteiras. Journal of Dairy Science, 80 (4), 681-691.

Taiz, L., Zeiger, E., Mgller, I. M., Murphy, A. 2017. Fisiologia e desenvolvimento
vegetal. Artmed Editora. 6. ed. Porto Alegre. SBN: 978-85-8271-367-9.

Tilley, J. M. A., Terry, D. R. 1963. Uma técnica de dois estagios para a digestdo in
vitro de culturas forrageiras. Grass and Forage Science, 18 (2), 104-111.

Van Soest, P. J., Wine, R. H. 1967. Use of Detergents in the Analysis of Fibrous
Feeds, 1V. Determination of Plant Cell-Wall Constituents. Journal of Association of
Official Analytical Chemists, 50, 50-55.Doi: https://doi.org/10.1093/jaoac/50.1.50.

Van Soest, P. J., Moore, L. A. 1965. Novos métodos quimicos para analise de
forragens com o objetivo de prever o valor nutritivo.

Van soest, P. J. 1967. Development of a comprehensive system of feed analysis and
its application to forages. Journal of Animal Science, v.26, p.119-128.

Van Soest, P. J. 1994. Nutritional ecology of the ruminant (2. Ed.). Ithaca, US:
Cornell University Press, 476.


https://doi.org/10.1093/jaoac/50.1.50

54

Wildman, E. E., Jones, G. M., Wagner, P. E., Boman, R. L., Troutt Jr, H. F., Lesch,
T. N. 1982. Um sistema de pontuacdo da condicdo corporal de vacas leiteiras e sua
relacdo com caracteristicas de producdo selecionadas. Journal of dairy science, 65 (3),
495-501.



TABELAS

Tabela 1. Composicgéo nutricional das dietas experimentais.

Tratamentos!
Item CON BzZD
Ingredientes, %MS
Silagem de milho 84,5 84,5
Farelo de soja 12,9 12,9
Ureia 0,400 0,400
Premix mineral-vitaminico 2,20 2,20
Nutrientes %MS
Matéria seca 35,1+0,86 35,4 +1,23
Matéria mineral 6,66 + 0,216 6,30 = 0,600
Extrato etéreo 2,79 £ 0,041 2,72 +£0,017
Proteina bruta 129+0,43 12,8 +0,13
Fibra em detergente neutro 37,0+ 4,82 37,6 £ 0,65
Amido 23,5+0,18 23,7 +0,68
Carboidratos néo fibrosos 40,6 + 0,05 40,6 £ 0,05

1CON: Controle; BZD: Benzohidrazida.
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Silagem*

Item? CON BZD
MS, % MN 32,0+0,76 31,9+0,99
MM, % MS 4,01 £ 0,550 3,58 £ 0,272
EE, % MS 2,89 +0,319 2,82 +£0,293
PB, % MS 7,23 +0,261 7,16 £ 0,209
FDN, % MS 40,5+ 4,27 41,0 £ 2,02
FDA, % MS 20,7 + 2,63 21,1+1,14
LDA, % MS 1,96 + 0,124 1,72 + 0,197
LDA, % FDN 4,96 + 0,622 4,26 + 0,911
LPer, % MS 18,8 £1,53 18,6 £ 0,64
LPer, % FDN 45,6 + 1,86 45,3 +1,68
LBA, % MS 8,03+1,139 7,97 £ 0,990
LBA, % FDN 20,2 + 3,06 20,0 £ 2,60
FDNi, % MS 16,0 £1,77 16,5+ 1,29
FDNi, % FDN 40,1 +7,69 40,4 + 3,18
FDNpd, % MS 234+474 239+1,33
FDNpd, % FDN 58,1 +6,19 59,2 £+ 3,20
CSE, % MS 2,62 + 0,445 2,71+ 0,450
Amido, % MS 325+1,73 34,4 £0,97
CNF, % MS 45,4 + 4,30 45,5+ 2,00
pH 3,81+0,140 3,83+0,108
Bactérias laticas, log ufc/g MN 6,63 + 0,578 7,20 +0,518
Leveduras, log ufc/g MN 2,49 +£ 2,084 2,51+ 1,999
Fungos filamentosos, log ufc/g MN 3,90 + 0,457 3,58 + 0,621
N-NHs, % N 5,12 £ 0,764 4,98 + 0,955
Acido latico, % MS 7,59 £ 0,728 7,41+0,382
Acido acético, % MS 1,54 +0,377 1,67 +0,189
Etanol, % MS 0,862 + 0,332 0,788 + 0,126
2,3-Butanodiol, % MS 0,208 + 0,040 0,205 + 0,034
1,2-Propanodiol, % MS 0,163 + 0,108 0,163+ 0,134
Densidade, kg MN/m?3 580 + 125,2 581 + 100,4

1CON: Controle; BZD: Benzohidrazida.

2MS: Matéria seca; MM: Matéria mineral; EE: Extrato etéreo; PB: Proteina bruta; FDN: Fibra em
detergente neutro; FDA: Fibra em detergente acido; LDA: Lignina em detergente &cido; LPer: Lignina em
permanganato de potéssio; LBA: Lignina em brometo de acetila; FDNi: Fibra em detergente neutro
indigestivel; FDNpd: Fibra em detergente neutro potencialmente digestivel; CSE: Carboidratos sollveis
em etanol; CNF: Carboidrato ndo fibroso.
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Tabela 3. Consumo e comportamento ingestivo em novilhas leiteiras alimentadas com
silagem de milho tratada com benzohidrazida.

Tratamento?
Item? CON BZD EPM? P-valor
CMS, kg/d 11,0 10,2 0,23 0,039
CMS, kg/100 kg PV 3,09 2,88 0,064 0,037
CMOd, kg/d 6,33 6,19 0,159 0,280
CMOd, kg/100 kg PV 1,77 1,73 0,043 0,305
CFDN, kg/d 4,00 3,59 0,129 <0,001
CFDN, kg/100 kg PV 1,13 1,01 0,035 <0,001
CFDNpd, kg/d 2,37 2,20 0,077 0,002
CFDNpd, kg/100 kg PV 0,668 0,618 0,021 <0,001
CFDNI, kg/d 1,63 1,39 0,053 <0,001
CFDNI, kg/100 kg PV 0,457 0,387 0,014 <0,001
Ingestdo, min/d 286 299 12,1 0,174
Ingestdo, min/kg MS 30,0 30,4 1,50 0,870
Ingestdo, min/kg FDN 78,7 81,7 3,80 0,573
Ruminacao, min/d 531 519 8,6 0,332
Ruminacdo, min/kg MS 54,3 55,5 0,94 0,364
Ruminacdo, min/kg FDN 143 144 2,2 0,873
Mastigacéo, min/d 806 807 10,5 0,928
Mastigacdo, min/kg MS 84,4 85,9 2,04 0,599
Mastigacéo, min/kg FDN 222 222 50 0,998
Taxa de ingestdo, g MS/min 38,1 34,1 1,54 0,001
Ne refeicdes, /d 9,49 9,10 0,310 0,376
Tamanho de refeicdo, kg MS/ refeicdo 1,26 1,23 0,043 0,661
Duracédo de refeicdo, min/refeicéo 31,1 32,8 1,29 0,181
Duracéo da primeira refeicdo, min 99 109 10,0 0,154
Intervalo de refeicdo, min 130 135 5,0 0,451

1CON: Controle; BZD: Benzohidrazida.

2CMS: Consumo de matéria seca; CMOd: Consumo de matéria organica digestivel; CFDN: Consumo de
fibra em detergente neutro; CFDNpd: Consumo de fibra em detergente neutro potencialmente digestivel;

CFDNi: Consumo de fibra em detergente neutro indigestivel.

SEPM: Erro padréo da média.
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Tabela 4. Desempenho de novilhas leiteiras alimentadas com silagem de milho tratada
com benzohidrazida.

Tratamento?
Item? CON BZD EPM? P-valor
PV inicial, kg 334 333 7,6 0,944
PV final, kg 397 401 8,6 0,800
GMD, kg/d 1,32 1,38 0,042 0,343
Eficiéncia alimentar 0,128 0,142 0,003 0,011
ACi, cm 126 127 1,1 0,926
ACf, cm 130 130 1,3 0,964
GAC, cm/d 0,0691 0,0690 0,009 0,997
AGi, cm 128 130 1,3 0,430
AGT, cm 135 135 1,1 0,785
GAG, cm/d 0,137 0,113 0,016 0,307

1CON: Controle; BZD: Benzohidrazida.

2PV: Peso vivo; GMD: Ganho médio diario; ACi: altura de cernelha inicial; ACT: altura de cernelha final;
GAC: Ganho de altura de cernelha; AGi: altura de garupa inicial; AGf: altura de garupa final; GAG: Ganho
de altura de garupa.

SEPM: Erro padrdo da média.
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Tabela 5. Digestibilidade aparente de nutrientes no trato total, energia da dieta e da
silagem e parametros sanguineos de novilhas leiteiras alimentadas com silagem de milho
tratada com benzohidrazida.

Tratamento?
Item CON BZD EPM? P-valor
Digestibilidade aparente®, %
MS 584 619 059 <0,001
MO 61,0 644 067 <0,001
EE 814 823 170 0,419
PB 52,7 558 0,48 <0,001
FDN 340 375 143 0,002
FDNpd 58,1 62,1 134 0,044
AMIDO 98,6 989 0,30 0,139
CNF 86,9 888 0,87 0,002
Escore fecal 3,02 310 0,086 0,520
Teor de MS das fezes, % MN 13,7 140 0,12 0,053
Energia da dieta e da silagem*
ELm dieta, Mcal/kg MS 154 1,67 0,021 0,001
ELg dieta, Mcal/kg MS 0945 106 0,019 0,001
NDT dieta, % 672 714 070 0,001
EM dieta, Mcal/kg MS 243 259 0,025 0,001
Consumo de EM, Mcal/d 26,7 266 065 0,931
NDT silagem de milho, % 67,0 719 0,82 0,001
ELm silagem de milho, Mcal/kg MS 152 167 0,025 0,001
ELg silagem de milho, Mcal/kg MS 0914 105 0,021 0,001
Parametros sanguineos
Glicose, mg/dL 67,3 69,7 361 0,283
Ureia, mg/dL 251 22,7 1,29 0,009

1CON: Controle; BZD: Benzohidrazida.

2EPM: Erro padrdo da média.

3MS: Matéria seca; MO: Matéria organica; EE: Extrato etéreo; PB: Proteina bruta; FDN: Fibra em
detergente neutro; FDNpd: Fibra em detergente neutro potencialmente digestivel; CNF: Carboidrato ndo
fibroso.

4ELm: Energia liquida de mantenca; ELg: Energia liquida de ganho; NDT: Nutrientes digestiveis totais;
EM: Energia metabolizavel.



