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RESUMO

O objetivo deste estudo foi examinar o processo de conservacgdo e o valor alimenticio de
silagens de racdo total misturada (RTM) para bovinos de corte em terminagdo. Para
alcancar os objetivos, dois experimentos foram conduzidos. O objetivo do Exp. 1 foi
avaliar as caracteristicas fermentativas e a estabilidade aerdbia de silagens de RTM
formuladas com diferentes fontes de proteina e estocadas por 120 d. Os tratamentos
foram: U (RTM ensilada com ureia); FSnf (RTM ensilada sem uma fonte suplementar de
proteina); FS (RTM ensilada com farelo de soja) e GS (RTM ensilada com grdo de soja
laminado). O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado e as
médias dos tratamentos foram comparadas por contrastes ortogonais: U vs. FSnf, FSnf
vs. FS e FS vs. GS. O tratamento FSnf apresentou menores concentrac6es de PB soluvel
e N-NHs, pH e contagem de clostridios comparado ao tratamento U (P < 0.03). A
concentracdo de acido latico tendeu a ser menor para o FSnf quando comparado ao U (P
= 0.09). A concentracédo de etanol foi menor para o tratamento GS quando comparado ao
FS (P < 0.01) e a concentracao de 1,2-propanodiol foi maior para o FSnf comparado ao
U (P < 0.01), menor para o FS comparado ao FSnf (P = 0.02) e maior para 0 GS
comparado ao FS (P = 0.02). As perdas de MS durante a fermentacdo foram baixas (~
3,7%) e similares entre os tratamentos. Todas as silagens permaneceram estaveis durante
o0 periodo de exposicao aerdbia (10 d). O objetivo do Exp. 2 foi avaliar os efeitos da fonte
de proteina e da suplementacdo com lipidios sobre o desempenho de novilhas de corte em
terminacdo. Quatro dietas experimentais foram preparadas. As dietas foram as mesmas
utilizadas no Exp. 1, mas no tratamento FSnf o farelo de soja foi adicionado no momento
da alimentacdo (farelo de soja ndo fermentado). Trinta e duas novilhas Nelore (313 + 8.8
kg) foram blocadas pelo peso vivo inicial e confinadas em baias individuais por 82 dias
(21 dias para adaptacao as instalacdes e as dietas ricas em gréos + 61 dias de comparacgéo
das dietas). A variacdo no CMS tendeu a ser menor para o FSnf quando comparado ao
tratamento U (P = 0.08) e a espessura de gordura da picanha tendeu a ser maior para o
FSnf quando comparado ao U (P =0.09). O CMS, GMD, peso vivo final, peso de carcaca
quente, espessura de gordura da picanha e o numero de refei¢cdes por dia foram maiores
para o GS comparado ao FS (P <0.05). O pH fecal tendeu a ser menor para o GS quando

comparado ao FS (P = 0.08). O nivel sérico de proteinas totais foi superior para o



tratamento FSnf do que para o U e FS (P < 0.03). Os niveis séricos de triglicerideos e
colesterol foram maiores para 0 GS do que para o FS (P <0.05). Em suma, as silagens de
RTM apresentaram padrdo de fermentacdo adequado e alta estabilidade aerdbia. A
inclusdo de fonte de proteina verdadeira ndo alterou o desempenho animal quando toda
dieta foi ensilada, enquanto a adicao de fonte de lipidios em dieta com alta proporcao de

grdo de milho ensilado melhorou o desempenho de novilhas Nelore em terminagao.

Palavras-chave: desempenho, farelo de soja, nelore, novilhas, proteina verdadeira



ABSTRACT

The objective of this study was to examine the conservation process and feeding value of
total mixed ration (TMR) silages. Two experiments were conducted. The objective of the
Exp. 1 was to evaluate the fermentation pattern and aerobic stability of TMR silages
containing different protein sources and stored by 120 d. The treatments were: ensiled
TMR with urea (U); ensiled TMR with no protein supplement (SMnf); ensiled TMR with
soybean meal (SM) and ensiled TMR with rolled soybean grain (SG). The experiment
was carried out in a completely randomized design and the means of treatments were
compared by orthogonal contrasts: U vs. SMnf, SMnf vs. SM and SM vs. SG. The
treatment without a protein supplement (SMnf) had lower soluble CP and NH3-N, pH and
clostridia count compared with U (P <0.03). Lactic acid concentration tended to be lower
for SMnf when compared to U (P = 0.09). The ethanol concentration was lower in SG
than in SM (P < 0.01) and 1.2-propanediol concentration was higher in SMnf than in U
(P <0.01), lower in SM than in SMnf (P = 0.02) and higher in SG than in SM (P = 0.02).
The DM loss during fermentation was low (~3.7%) and similar among treatments. All
silages remained stable during 10 d of aerobic exposure after silo opening. The objective
of Exp. 2 was to evaluate the effects of protein sources and lipid supplementation on the
finishing beef heifers’ performance. Diets were the same used in Exp. 1, but in the SMnf
treatment soybean meal was added at feeding to balance diet CP. Thirty and two Nellore
heifers (313 + 8.8 kg SBW) were blocked by initial SBW and housed in individual pens
for 82 days (21days for adaptation and 61 days for diet comparison). The daily DMI
variation tended to be higher for U when compared to SMnf (P = 0.08) and the Biceps
femoris fat thickness tended to be lower for U than SMnf treatment (P = 0.09). The DMI,
ADG, final BW, HCW, Biceps femoris fat thickness and number of meals per day were
higher for SG compared to SM (P < 0.05). Fecal pH tended to be lower for SG when
compared to SM (P = 0.08). Serum total protein concentration was higher for SMnf than

U and SM (P <0.03). Triglycerides and cholesterol serum levels were higher for SG than



Xi

SM treatment (P <0.05). In brief, the TMR silages showed adequate fermentation pattern
and high aerobic stability. The inclusion of true protein source did not improve the animal
performance when the whole TMR was ensiled, meanwhile, the soybean grain addition

as a lipid source improved the finishing Nellore heifers’ performance.

Key words: heifers, Nellore, performance, soybean meal, true protein
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I. INTRODUCAO

As ragdes completas ou racgdes totais misturadas (RTM) séo produzidas pela mistura
de forragens, subprodutos, concentrados, minerais, vitaminas e aditivos. Desta mistura de
ingredientes os animais poderdo consumir os nutrientes necessarios para atender suas
exigéncias de manutencdo e de producéo (Schingoethe, 2017). Quando a dieta é fornecida
na forma de RTM, sem selecdo de ingredientes, uma maior fermentacdo ruminal e um
melhor uso dos nutrientes deve ocorrer do que quando os ingredientes sdo fornecidos
separadamente (NRC, 2001). Alternativamente a preparacao diaria da racdo, a RTM pode
ser ensilada.

Varios trabalhos mostram que RTM ensiladas podem ser bem preservadas, com
perdas minimas de matéria seca (MS) (Weinberg et al., 2011; Chen et al., 2015; Hao et
al., 2015; Kondo et al., 2016; Ning et al., 2017), além disso, diversos beneficios sdo
associados a silagem de RTM, como a reducdo de mao-de-obra e de maquinario
especializado na propriedade rural (se a silagem de RTM for comprada), uniformidade na
composicao da dieta, a possibilidade de conservacao de subprodutos imidos com maior
eficiéncia, menor intensidade de selecdo de particulas no cocho devido a redistribuicao
de umidade (durante a estocagem) e a homogeneidade de mistura dos ingredientes, e alta
estabilidade aerdbia (Nishino et al., 2003; Weinberg et al., 2011; DeVries e Gill, 2012;
Restelatto et al., 2019).

Quando o produtor opta pela producdo da silagem de RTM o alto desembolso de
uma sé vez na compra dos ingredientes pode ser um desafio. Contudo, o preparo e a
ensilagem da RTM podem ser planejados de modo que isto ocorra de modo fracionado
ao longo do tempo, ndo havendo a necessidade de se preparar toda a silagem de RTM de
uma sO vez. Este planejamento permite ainda a compra dos ingredientes em épocas
estratégicas, com precos mais favoraveis. A necessidade de altos investimentos para a
producdo da silagem de RTM, principalmente de maquinario, pode ser outro desafio ou
desvantagem, contudo a terceirizacdo de sua produ¢do ou até mesmo a compra da RTM
de industrias especializadas em sua producdo, podem ser alternativas para aqueles
produtores que ndo desejam imobilizar recursos em maquinas.

Do ponto de vista nutricional, um ponto a se destacar é o aumento da digestibilidade
do amido com a ensilagem de grdos de cereais, devido a quebra da matriz proteica que

circunda os granulos de amido no endosperma (Hoffman et al., 2011) feita principalmente
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pelas bactérias proteoliticas durante o periodo de estocagem (Junges et al., 2017). Como
consequéncia, a ensilagem de TMR contendo gréos de cereais melhora a eficiéncia
alimentar e o desempenho dos animais (Owen e Howard, 1965; Miyaji e Nonaka 2018).
Contudo durante a estocagem a maior parte da proteina verdadeira é hidrolisada, sendo
convertida a proteina sollvel, que em parte é degradada a aménia (Benton et al., 2005) o
que possivelmente reduz o fluxo intestinal de proteina metabolizavel.

Estas alteracOes dos nutrientes ocasionadas pela ensilagem podem levar a mudancas
no valor nutritivo de dietas ofertadas aos ruminantes. Sendo assim, 0s objetivos do
primeiro experimento deste estudo foram investigar as caracteristicas da fermentagéo e a
estabilidade aerdbia de silagens de RTM. Em um segundo experimento os objetivos
foram averiguar se bovinos de corte em terminacdo respondem a suplementagdo com
fonte de proteina verdadeira (farelo de soja), quando o principal ingrediente da dieta é o
gréo de milho laminado submetido a fermentacdo na forma de silagem de RTM, verificar
se a inclusdo da fonte de proteina verdadeira (farelo de soja) pode ser feita na ensilagem
da racdo total ou deve ser suplementada no momento da alimentacao e ainda, averiguar
se 0s animais respondem a ensilagem de gréo de soja laminado, como fonte energética e

proteica.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Alteracgdes em nutrientes ndo proteicos durante a ensilagem de RTM
1.1.1. Carboidratos

No processo fermentativo de silagens os principais substratos utilizados para o
crescimento microbiano sdo os carboidratos sollveis presentes no conteudo celular
(principalmente sacarose, glicose e frutose). ApGs a ensilagem estes substratos séo
convertidos a diferentes produtos de fermentacdo dependendo do tipo de microrganismo
atuante (Rooke e Hatfield, 2003) e devido ao consumo dos carboidratos soltveis feito
pelos microrganismos uma redugdo em seus teores € esperada.

Em diversos estudos com RTM ensilada foram encontradas diminuicdes
significativas no teor de carboidratos soliveis durante o processo de fermentagédo
(Weinberg et al., 2011; Wang et al., 2016; Ning et al., 2017). Kondo et al. (2016)
encontraram menores concentracdes de carboidratos soliveis para RTM ensilada quando
comparada com RTM fresca (0,7% versus 5,3% da MS, respectivamente),
independentemente do tempo (30 ou 90 dias) e da temperatura (15°C ou 30°C) de
estocagem. As alterac6es no conteudo final de carboidratos soluveis nas silagens de RTM
dependem do teor inicial de carboidratos soltveis e do curso da fermentacdo, porém,
grande parte dos carboidratos sollveis é consumida nas primeiras semanas de
fermentacdo (Wang et al., 2016; Ning et al., 2017).

Assim como nas silagens convencionais adequadamente conservadas as bactérias
laticas predominam na fermentacdo de silagens de RTM e o &cido latico é o principal
produto final, porém, outros compostos sdo formados (e.g. aldeidos, cetonas, alcoois,
acidos graxos volateis). Os produtos finais da fermentacdo sdo os responsaveis pela
preservacdo da massa ensilada durante o armazenamento e apos a abertura do silo. Além
disso, quando consumidos pelos animais, estes compostos tém importancia nutricional
significativa (Daniel et al., 2013). O perfil dos produtos finais de fermentacdo dependera
de alguns fatores, como, os ingredientes da racédo, o teor de MS, o tempo e a temperatura
de estocagem, o uso de aditivos, entre outros (Miyaji et al., 2012; Wang e Nishino, 2013;
Chen et al., 2014; Hao et al., 2015). Por exemplo, nas silagens de RTM a inclusdo de
ureia, premix mineral, calcéario e tampdes, como o bicarbonato de s6dio, aumentam a
capacidade tampéo e estimulam a formacdo de &cido latico, como ja demonstrado em

estudos anteriores com silagens de milho e cana-de-acUcar (Klosterman et al., 1961;
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Byers et al. 1964; Custodio et al., 2016). A ingestéo de cido latico tem sido associada a
maior proporcdo de acido propiénico, aumento de pH do fluido ruminal (in vivo)
(Jaakkola e Huhtanen, 1989; Daniel et al., 2013) e diminuig&o da producédo de metano (in
vitro) (Wagner et al., 2018).

Diferentemente dos carboidratos sollveis, 0 amido e os polissacarideos constituintes
da parede celular vegetal, principalmente celulose, hemicelulose e pectina, sdo utilizados
em menores proporgdes como substrato para 0os microrganismos durante o processo de
fermentacdo (Rooke e Hatfield, 2003).

Decréscimos no teor de amido devido a ensilagem geralmente ndo sdo esperados, em
virtude da baixa atividade amilolitica das bactérias responsaveis pela fermentacéo (Rooke
e Hatfield, 2003; Der Bedrosian et al., 2012; Ferraretto et al., 2015). Contudo, Ning et al.
2017 ao trabalharem com RTM ensilada contendo feno de alfafa ou feno de Leymus
chinensis relataram perdas significativas na massa de amido até o final do periodo (56 d)
de estocagem. Resultados semelhantes foram encontrados por Miyaji et al. (2017) em
silagens de RTM contendo milho floculado ou arroz integral, armazenadas por 210 d,
com perda média de 22,8% do amido. Apesar disso, devido ao consumo de outros
nutrientes durante a fermentacdo, a concentracdo de amido em RTM ensilada tende a ser
similar a de RTM fresca.

Por outro lado, a ensilagem geralmente promove aumento da digestibilidade do
amido, especialmente do amido contido em grdos de cereais com maior teor de
prolaminas em seu endosperma, como por exemplo, o milho flint e 0 sorgo (Benton et al.,
2005; Hoffman et al., 2011). As prolaminas sdo proteinas hidrofobicas que envolvem os
granulos de amido formando uma matriz proteica e dificultando assim a digestdo do
amido. Durante a ensilagem a atividade das proteases diminui a concentracdo das
prolaminas e aumenta a disponibilidade de amido (Hoffman et al., 2011; Der Bedrosian
et al., 2012; Junges et al., 2017).

Miyaji et al. (2017) reportaram aumento na degradabilidade ruminal de amido em
silagens de RTM quando comparadas com RTM frescas, sendo 6,83% e 1,57% de
aumento para as silagens de RTM contendo milho floculado e arroz integral,
respectivamente. Miyaji e Nonaka (2018) relataram aumento na digestibilidade de amido
no trato total de vacas de leite que receberam silagens de RTM contendo arroz laminado
ou floculado em comparacdo aos animais que receberam RTM frescas, o valor médio para
as dietas ensiladas foi de 97,2% e para as dietas ndo ensiladas foi de 91,6%, o que elevou

0 desempenho produtivo dos animais.
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Assim como acontece com 0 amido, o contetdo de polissacarideos constituintes da
parede celular vegetal geralmente pouco se altera com a ensilagem e a quebra destes
polimeros da parede celular parece mais provavel em silagens com maior teor de
umidade. Jones et al. (1992) encontraram menores teores de alguns carboidratos da parede
celular (&cidos urbnicos, ramnose, arabinose e galactose) em silagem de alfafa com baixo
teor de MS (29% de MS), do que no mesmo material ensilado com maior teor de MS
(40% de MS). Weinberg et al. (2011) reportaram perdas de FDN (recuperacdo de 88%) e
menor teor de FDN (38% versus 34%) em RTM ensilada por 140 d comparada a RTM
fresca, ambas com 50% de MS. Ja em uma RTM ensilada com teor mais alto de MS
(64,8% de MS) os mesmos autores ndo encontraram perdas de FDN ou alteragdes na
concentracdo de FDN (38% na media).

As perdas destes carboidratos de mais dificil degradacéo podem ocorrer também pela
acdo da hidrdlise acida que acontece no processo fermentativo da silagem (Dewar et al.,
1963). Ning et al. (2017) analisaram a ocorréncia de perdas de carboidratos e atividade
de hemicelulases em RTM ensiladas. A atividade destas enzimas ndo foi observada pelos
autores apos 14 d de estocagem, porém as perdas de hemicelulose aumentaram
continuamente em ambas as silagens até 56 d de estocagem (19,9% na RTM de feno de
alfafa e 23,5% na RTM de feno de Leymus chinensi), provavelmente devido a hidrolise
acida.

Wang et al. (2016) observaram alteragdes na concentracgdo de FDN em RTM
ensilada, formulada com silagem de milho. Quando comparada a RTM fresca, o teor de
FDN foi menor (43% versus 46%), ja o teor de FDA se manteve constante durante a
estocagem (27% na média). Por outro lado, Kondo et al. (2016) ndo encontraram
mudancas no teor de FDN apds ensilar uma RTM, independentemente do periodo (30 ou

90 d) e da temperatura (15°C ou 30°C) de armazenamento.

1.1.2. Lipidios

As fontes priméarias de lipidios nas dietas de ruminantes sdo as forragens e 0s
concentrados. Tipicamente as forragens possuem na massa seca do tecido foliar de 6 a
8% de lipidios, sendo os glicolipidios e os fosfolipidios as classes mais representativas,
enquanto nos alimentos concentrados os principais componentes sdo os triglicerideos
(Harfoot, 1981).

Este vasto grupo de moléculas exerce diferentes fungdes bioldgicas, os acidos graxos

por exemplo funcionam como reserva energética, enquanto os galactolipidios e
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fosfolipidios sdo os principais componentes das membranas bioldgicas em forragens
(Nelson e Cox, 2015). Em geral, o principal &cido graxo em forragens é o &cido linolénico
(C18:3 n-3), enquanto os cereais e as oleaginosas sdo ricas em acido linoleico (C18:2 n-
6). Os acidos palmitico (C16:0), estedrico (C18:0) e oleico (C18:1) também estdo
presentes em concentracOes significativas em forragens e concentrados (Palmquist e
Mattos, 2011; Liu et al., 2018; Liu et al., 2019).

O conteldo total de lipidios em silagens bem conservadas é semelhante ao do
material fresco (Alves et al., 2011, Liu et al., 2019), pois estes ndo sdo combustiveis
usuais para a fermentacdo (Mackie et al., 1991). A falta de oxigénio em silos
adequadamente vedados gera um excesso de equivalentes redutores (e.g. NADH) e isso
restringe o uso de moléculas reduzidas para producao de energia, como 0s &cidos graxos
(Nelson e Cox, 2015). No entanto mudancas no contetdo de alguns acidos graxos ja
foram observadas em silagens (Liu et al., 2018; Liu et al., 2019).

Elgersma et al., (2003) compararam a propor¢cdo de acidos graxos livres (ndo
esterificados) em azevém. Na forragem fresca, apenas 2% dos acidos graxos estavam em
sua forma livre, mas ap0s a ensilagem esse nivel subiu para 50%. Lipases e lipoxigenases
estdo associadas a atividade lipolitica durante a ensilagem. As lipases (hidrolases de éster
carboxilico) estdo presentes em forragens frescas e gréos (Barros et al., 2010; Liu et al.,
2018; Liu et al., 2019) e podem clivar as ligacbes éster dos triglicerideos, liberando
glicerol e &cidos graxos livres (Gadge et al., 2011). As lipoxigenases podem oxidar 0s
acidos graxos livres, principalmente os acidos linoleico e linolénico, produzindo
inicialmente peroxidos que sdo posteriormente clivados em aldeidos e cetonas (Feussner
e Wasternack, 2002; Senger et al., 2005). No entanto, a acao destas enzimas € maior logo
apos a colheita e em silagens mal conservadas, além de sofrer influéncia de pH e
temperatura. As condicdes ideais para a atividade das lipases estdo proximas a 24°C e pH
8 e para as lipoxigenases, a atividade ideal ocorre em condi¢cdes de pH entre 6,5 a 8
(Malekian et al., 2000; Gadge et al., 2011), indicando que uma rapida acidificacdo da
silagem pode impedir a clivagem dos acidos graxos.

Além das enzimas das plantas, a lipdlise pode ocorrer pela a¢éo de algumas cepas de
bactérias laticas encontradas em silagens. Estes microrganismos por meio da atividade de
biohidrogenacdo reduzem o contetdo de &cidos graxos insaturados (Liu et al., 2019).
Ding et al. (2013) ao avaliarem a contribuicdo de enzimas da planta e da atividade dos
microrganismos sobre a lipdlise em alfafa ensilada, relataram diminuicdo de acidos

graxos insaturados (C18:2 n-6 e C18:3 n-3) nas silagens controle (43%) ou esterilizada
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(28%), enquanto na silagem auto clavada (para inibir enzimas da planta e atividade
microbiana) o perfil de acidos graxos foi similar ao da forragem fresca; contudo a silagem
controle apresentou nivel maior do &cido graxo C16:0 em comparagéo a forragem fresca.
Liu et al. (2019) também reportaram maior proporcdo do C16:0 em silagem de aveia
quando comparada a forragem fresca. Han e Zhou (2013) observaram em silagem de
milho alteracbes dos principais acidos graxos (C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 e C18:3)
durante os 2 primeiros dias ap0s a ensilagem. Eles atribuiram o aumento na propor¢ado
dos &cidos graxos saturados a diminuicdo dos acidos graxos insaturados e estas alteracdes
a atividade da lipoxigenase, que foi beneficiada pelo maior pH nas primeiras horas apés
a ensilagem.

Wongnen et al. (2009) em estudo com RTM ensilada, com incluséo de carogo de
algodéo inteiro ou laminado, também reportaram aumento na propor¢éo do acido graxo
C16:0 em relacdo a RTM fresca. No geral, ndo € esperado grande alteracdo na
concentracdo de &cidos graxos totais em silagens adequadamente fermentadas, uma vez
que estes compostos ndo sdo combustiveis comuns para a fermentacdo. Porém, espera-se
aumento na concentracdo de acidos graxos livres e alteracfes nas propor¢des de acidos
graxos especificos, como diminui¢cdo dos acidos graxos insaturados e aumento na

proporcao de acidos graxos saturados.

1.1.3. Minerais e vitaminas

Os menores requerimentos de minerais e vitaminas em relacdo aos demais nutrientes
ndo os tornam menos importantes nas dietas para ruminantes. Os minerais sao
importantes para a manutencdo de diversos processos Vvitais do organismo e,
consequentemente, para a produtividade animal, assim como as vitaminas que Ss&do
moléculas complexas essenciais para diversas vias metabdlicas, para o sistema
imunoldgico e expressdo génica (NRC, 2001).

As vitaminas sdo classificadas em lipossoluveis (A, D, E e K) e hidrossolaveis (B e
C) (McDowell, 2000). Aquelas do complexo B e K sdo sintetizadas por microrganismos
do ramen, a vitamina D € produzida a partir de esteroides presentes na pele, apos
exposicdo a luz solar, e glicose e galactose sdo convertidas em vitamina C quando
necessario (NRC, 2001). Assim, as vitaminas A e E sdo as mais requeridas de fontes
exogenas. Os carotenos (provitamina A) e tocoferdis (vitamina E) presentes nas forragens
frescas sdo as principais fontes destas vitaminas, embora os grdos também possam
contribuir (Kala¢, 2012; Noziere et al., 2006; Lindqvist et al., 2011; Liu et al., 2016).
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No caso dos minerais, a concentracdo destes compostos em forragens
adequadamente conservadas é levemente superior ao da forragem fresca (Meschy et al.,
2005; Baumont et al., 2011). Contudo, o conteldo de minerais especificos pode ser
alterado durante a ensilagem. Schlegel et al. (2018) observaram aumentos nas
concentragdes de Mn (+65%), Na (+33%), Se (+27%), Zn (+13%) e Mg (+12%) em
silagens de gramineas e leguminosas quando comparadas a suas respectivas forragens
frescas. Por outro lado, ndo foram observadas alteragdes nos teores de Ca, P, KCI, Se
Cu. No geral as concentracGes de macro e micro minerais aumentaram em média 6% e
31%, respectivamente, sendo explicadas pelas perdas de nutrientes fermentaveis.

O desenvolvimento microbiano e condigdes de baixo pH tém sido relacionados a
maior disponibilidade de minerais em silagens. Lee et al. (2019) relataram que algumas
espécies de bactérias laticas possuem capacidade de aumentar a biodisponibilidade de
selénio inorganico durante a fermentacao da silagem, convertendo o selenito de sodio em
selénio organico. Hansen e Spears (2009) observaram que a ensilagem aumentou a
disponibilidade de Fe na silagem de planta inteira de milho, provavelmente devido as
condicdes &cidas da silagem. Rooke et al. (1983) reportaram alta disponibilidade de
minerais (Ca, Na, P, K, Mg e Cu) em silagens de capim.

Diferentemente dos macro e micro minerais, perdas de carotenoides e tocoferois tém
sido associadas a conservacao de forragens, porém, menos relacionadas a ensilagem e
muito mais a fenacdo (Carter, 1960). Estes compostos sdo propensos a oxidacdo apos a
colheita. A exposicao a radiacdo ultravioleta, oxigénio, altas temperaturas e a atividade
de lipoxigenases sdo as principais causas de destruicdo do caroteno (Kala¢ and
McDonald, 1981; Cardinault et al., 2004; Noziére et al., 2006; Kala¢, 2012). Os tocoferois
sdo antioxidantes naturais e por terem essa funcdo de proteger outras moléculas da
oxidacdo podem também acabar sendo degradados (McDowell, 2000).

Kala¢ e Kyzlink (1979) relataram que os carotenoides sdo rapidamente degradados
quando expostos ao oxigénio em condi¢des de baixo pH (3,7 a 4,2). No mesmo estudo, a
degradacdo de carotenoides foi maior na faixa de temperatura entre 30 e 40°C. Por outro
lado, uma rapida sintese de acido latico na auséncia de oxigénio apresentou correlacédo
positiva com as concentragdes de B-caroteno e a-tocoferol, indicando que uma rapida
queda de pH em condicgdes andxicas é benéfica para a conservagdo de (pro) vitaminas,
conforme encontrado em silagens bem preservadas (Muller et al., 2007; Lindgvist et al.,
2011). Noziére et al. (2006) e Liu et al. (2019) reportaram perdas de carotenos durante a

ensilagem em 20% (para silagens em geral) e 25,5% (para silagem de aveia). Segundo
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Liu et al. (2019) a perda de caroteno durante a ensilagem foi atribuida a atividade de
lipoxigenases. No mesmo trabalho o tocoferol foi menos degradado (11,6%) que o
caroteno, sendo atribuido a este fato a maior estabilidade do tocoferol em condicGes
andxicas, além de uma possivel atividade de bactérias produtoras de tocoferol (Tani e
Tsumura, 1989).

Estrutura dos silos, tempo e temperatura de armazenamento e uso de aditivos
também afetam a perda de vitaminas durante a ensilagem. Nadeau et al. (2004)
observaram diminuicdo de vitaminas em silagens (gramineas e leguminosas)
armazenadas em silos-fardo. O a-tocoferol e o B-caroteno diminuiram 49% (de 35 para
18 mg/kg MS) e 37% (de 19 para 12 mg/kg MS), respectivamente, durante trés meses de
estocagem. Ja em silos bunker e em silos torre o teor de vitaminas foi similar ao das
forragens frescas. Esses resultados foram atribuidos ao maior risco de infiltracdo de
oxigénio e oxidagdo de vitaminas em silos-fardo. Jares (2018) reportou diminuigdo do
nivel de tocoferdis (a, y e 8) em silagens de grdo de milho reidratado ao longo do tempo
de armazenamento (total de 185 dias). Segundo Lindgvist et al. (2011), silagens de trevo
vermelho inoculadas (Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici) apresentaram
maiores teores de tocoferol do que a silagem controle ndo inoculada (50,1 versus 34,2
mg/kg de MS). Em contraste, Liu et al. (2019) observaram reduc¢do no conteddo de
carotenos em silagem de aveia inoculada com Lactobacillus plantarum. O uso de &cido
propibnico (4 kg/t de MN), contudo, foi efetivo no controle de perdas de caroteno, uma
vez que nas silagens tratadas a concentracdo nao diferiu da concentracdo na forragem
fresca.

Apesar da falta de informac6es sobre as alteracGes sofridas por minerais e vitaminas
com a ensilagem de RTM, espera-se pequenas alteracdes no teor de minerais em RTM
ensilada, porém um aumento na disponibilidade dos mesmos. Quanto as vitaminas, as
silagens de RTM geralmente contém fontes exdgenas de vitaminas, que em termos de
estabilidade, podem diferir das fontes naturais encontradas nos alimentos, e, entdo, devido

a isso e a escassez de informac6es, as perdas de vitaminas neste tipo de dieta sdo incertas.

1.1.4. Aditivos alimentares

Poucos estudos avaliaram os efeitos dos aditivos alimentares sobre a conservagéo de
forragens, porém, ndo ha informagGes sobre as alteracdes que os aditivos alimentares
possam sofrer durante a ensilagem e suas consequentes a¢des na alimentagdo dos animais.

Hoon e Meeske (2011) investigaram o efeito da lasalocida sédica (um antibiético
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ion6foro) na conservagdo de silagem de milho. Em comparacédo a silagem ndo tratada, a
lasalocida (0,15 g/kg de MN) diminui a concentracdo de acido latico e aumentou as perdas
fermentativas, resultando em uma silagem com menor digestibilidade in vitro da matéria
organica. A silagem tratada também apresentou deterioracdo aerdbia mais intensa, como
indicado pela maior producdo de diéxido de carbono durante a exposicdo ao ar. Vale
ressaltar que as bactérias laticas sdo gram-positivas e sensiveis a acdo de iond6foros.

Kung et al. (2008) examinaram o efeito de uma mistura comercial de 6leos essenciais
(40 ou 80 mg/kg de MN) na conservacdo de silagem de milho. A mistura de 6leos
essenciais ndo afetou as populacbes de leveduras, fungos, bactérias laticas ou
enterobactérias, os produtos finais da fermentacdo ou a estabilidade aerdbia da silagem.
Foskolos et al. (2016) investigaram os efeitos de 6leos essenciais sobre a degradacéo de
proteinas em silagens de azevém. Cinco compostos (timol, eugenol, cinamaldeido,
capsaicina e carvacrol) em quatro doses (de 0 a 2 g/kg de MN) foram pulverizados na
forrageira antes da ensilagem. Timol, eugenol e cinamaldeido na dose de 2 g/kg e
carvacrol nas doses de 0,5 e 2 g/kg inibiram a deaminacdo. O cinamaldeido na dose de 2
g /kg resultou em silagens com aproximadamente 10% a mais de proteina verdadeira em
relacdo as demais silagens. Entretanto, a maior dose dos 0leos essenciais (2 g/kg) afetou
negativamente o processo fermentativo, diminuindo a contagem de bactérias acido laticas
e a concentracdo de acido latico e aumentando o pH das silagens.

Assim como para 0s demais nutrientes, espera-se que o0s aditivos alimentares possam
sofrer alteragdes durante o processo fermentativo de silagens. Porém, a capacidade de
atuacdo destes no rimen e no metabolismo do hospedeiro apds serem submetidos a

fermentacdo ainda precisa ser investigada.

1.2. Alteracdes na fracdo proteica durante a ensilagem de RTM

Proteinas sdo macromoléculas compostas primariamente por aminoacidos, unidos
por ligacOes peptidicas, cada um deles possuindo um grupamento amino (NHsz") e um
grupamento carboxilico (COOH) unidos a0 mesmo atomo de carbono. Além dos
aminodacidos, as proteinas podem conter outros grupos quimicos como o grupo heme
(heme proteinas), lipidios (lipoproteinas) e acucares (glicoproteinas). Essenciais ao
metabolismo, as proteinas participam da estruturacdo dos tecidos (proteinas estruturais),
possuem funcdes enzimaticas e hormonais, atuam na recepc¢éo de estimulos hormonais e

também no armazenamento de informagdes genéticas (Nelson e Cox, 2015).
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Vinte diferentes aminodcidos estdo presentes nas proteinas de microrganismos,
plantas e animais, e do ponto de vista da nutricio de ruminantes, dez deles s&o
considerados “essenciais” ou “indispensaveis”. Neste grupo se encontram a arginina
(Arg), histidina (His), isoleucina (lle), leucina (Leu), lisina (Lis) metionina (Met),
fenilalanina (Phe), treonina (Thr), triptofano (Trp) e valina (Val). Os aminoacidos
essenciais sdo assim denominados por ndo serem sintetizados pelo organismo do animal,
ou entdo se forem (Arg e His), sdo em quantidades insuficientes para atender as exigéncias
do metabolismo. Ao contrario, os demais aminoacidos considerados ‘“nao essenciais” sao
sintetizados pelos tecidos em quantidades suficientes para atender as exigéncias, a partir
de metabolitos do metabolismo intermediario e também de grupamentos amino
provenientes do excesso de aminoacidos (NRC, 2001).

Conceitualmente a proteina dos alimentos e/ou das dietas para ruminantes é referida
como proteina bruta (PB), que é obtida pelo célculo do teor de nitrogénio (N) x 6,25. A
premissa para esta definicdo é de que, em média, o N corresponde a 16% do peso da
proteina total dos alimentos e /ou dietas. No célculo da PB estdo inclusos tanto o N na
forma proteica (proteina verdadeira) quanto o N na forma nao proteica (NNP), o qual é
representado por aminoacidos livres, peptideos, &cidos nucleicos, amidas, aminas e
amonia (NRC, 2001).

Perdas de N durante o processo fermentativo de silagens podem ocorrer, contudo,
sdo normalmente menos expressivas do que de outras fracbes soluveis, com efeitos
menores no conteudo de PB (Rooke e Hatfield, 2003). Silagens com teores de PB
ligeiramente mais elevados em comparacdo ao de suas culturas sdo comuns, por causa do
consumo de outros nutrientes, principalmente de carboidratos sollveis. Por outro lado,
ocorre extensiva quebra de proteina durante a fermentacdo. A transformacao parcial da
proteina verdadeira em compostos ndo proteicos devido a ensilagem € um processo
inevitavel, realizado por enzimas vegetais e microbianas (McDonald et al., 1991).

A ocorréncia de protedlise em forragens com alto teor de PB (leguminosas,
gramineas temperadas) é indesejavel levando a menor eficiéncia de uso de N (EUN) pelo
animal (Huhtanen et al., 2008; Hymes-Fecht et al., 2013). No entanto, em silagens de
milho e sorgo (silagens de planta inteira ou de grdos), a protedlise tem sido positivamente
associada a digestibilidade do amido, em virtude da degradacdo das proteinas
hidrofobicas (prolaminas) que circundam os granulos de amido (Hoffman et al., 2011).

Esse aumento de digestibilidade do amido geralmente resulta em maior sintese de
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proteina microbiana no rimen e, por sua vez, em maior EUN (Wilkerson et al., 1997;
Valadares et al., 1999; San Emeterio et al., 2000).

Nas RTM convencionais (ndo ensiladas), fontes de proteina séo incorporadas a ragao
para balancear as perdas de proteina verdadeira que ocorrem durante 0 armazenamento
dos ingredientes ensilados, visando o atendimento das exigéncias de proteina
metabolizavel do animal. Contudo, nas silagens de RTM, pelo fato de todos os
ingredientes serem ensilados, todas as fontes de proteinas sdo expostas a protedlise.
Durante a ensilagem a degradacdo da proteina ocorre em duas fases. Primeiramente, as
proteinas sdo hidrolisadas pela acdo das proteases vegetais e microbianas, e resulta em
peptideos e aminoécidos livres (Kemble, 1956; Heron et al., 1986; McDonald, 1991;
Rooke e Hatfield, 2003). Posteriormente, a descarboxilacdo dos aminoacidos leva a
formacdo de aminas biogénicas e dioxido de carbono, enquanto a deaminacdo dos
aminodcidos resulta em amdnia e acidos organicos (Oshima e McDonald, 1978; Scherer
et al., 2015).

Heron et al. (1986) e Kemble (1956) observaram que silagens de azevém e de capim-
timoteo esterilizadas antes da ensilagem, apresentaram ainda grande quantidade de
aminodcidos livres, indicando uma grande contribuicdo das enzimas vegetais para a
proteolise. Em silagem de alfafa, Ding et al. (2013) relataram que a ensilagem aumentou
a proporcdo de NNP de 26% para 73% do N total, e que as enzimas vegetais contribuiram
com aproximadamente 2/3 da proteolise, enquanto 0s microrganismos contribuiram com
1/3. A maior parte do NNP permaneceu como peptideos (~70% do NNP), os quais séo
mais eficientemente usados pelos microrganismos ruminais e pelo animal em comparacao
ao nitrogénio amoniacal (N-NHs) (Broderick et al., 2013). Junges et al. (2017) reportaram
que em silagem de milho reidratado as enzimas bacterianas foram as principais
responsaveis pela protedlise durante a fermentacdo (60%), seguidas pelas proteases das
plantas (30%) e por ultimo, por enzimas de fungos e produtos de fermentacdo que
contribuiram com aproximadamente 5% da protedlise. Enterobactérias, clostridios e
bacilos sdo os principais candidatos envolvidos na quebra de proteinas durante a
fermentacdo de silagens (McDonald et al., 1991; Pahlow et al., 2003).

N&o foram encontradas pesquisas que apontem a contribui¢cdo de microrganismos e
proteases da planta sobre a protedlise em silagens de RTM, porém as fontes de
ingredientes destas silagens podem afetar a prote6lise. Nishino et al. (2007) reportaram
menor sintese de aminas biogénicas (histamina, cadaverina, tiramina e putrescina) em

silagens de RTM do que em silagens de planta inteira de milho e de festulolium, talvez
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porque os ingredientes usados na formulagdo da RTM (gréos secos e subprodutos tratados
termicamente) fossem menos suscetiveis a protedlise, reduzindo substratos (aminoacidos
livres) para a sintese de aminas biogénicas.

A extensdo da transformag&o de proteinas durante a ensilagem é determinada por um
conjunto de fatores capazes de alterar as atividades enzimaticas e microbianas, como pH,
umidade, temperatura e tempo de estocagem. Em geral, a queda répida de pH abaixo de
4 reduz acentuadamente a quebra de proteinas (Virtanen, 1993; McKersie, 1985; Heron
et al., 1986; Heron et al., 1989). No entanto, a degradacdo de proteinas pode continuar
durante o armazenamento prolongado (Hoffman et al., 2011).

Hao et al. (2015) avaliaram o teor de umidade (40%, 45% e 50% de umidade) e o
tempo de armazenamento (de O a 56 dias) e ndo relataram diferencas no teor total de N
em silagens de RTM. Contudo, o maior teor de umidade proporcionou aumento do
conteddo de NNP (aminoacidos livres e N-NH3) durante a fermentacdo. A protedlise
aumentou continuamente durante o periodo de estocagem, porém, as maiores
transformagdes nas fracdes de N foram observadas na primeira semana de
armazenamento. Segundo 0s autores, no dia 56 de armazenamento, 43% do N era NNP.
Kondo et al. (2016) observaram maiores teores de proteina solivel (PS) e N-NHz em
RTM ensiladas com prolongado periodo de estocagem e com maior temperatura de
estocagem. N&o foram relatadas diferencas no teor de PS para a RTM ensilada
armazenada por 30 dias em comparacdo a RTM fresca, enquanto na RTM ensilada por
90 dias houve aumento na concentracdo de PS. Além disso, a silagem armazenada a 30°C
apresentou maior teor de PS do que a silagem armazenada a 15°C. O N-NH3; aumentou

com a temperatura e com o periodo de estocagem.

1.3. Degradacdo ruminal da proteina

A proteina bruta contida nos alimentos é dividida em duas fracdes, uma fracéo
degradavel no raimen (PDR) e a outra ndo degradavel no rimen (PNDR) (NRC, 1985). A
degradacdo da proteina no ramen se da pela acdo de enzimas (proteases, peptidases e
deaminases) secretadas pelos microrganismos ruminais. Ao degradarem a fracdo PDR da
PB dos alimentos, os microrganismos utilizam os peptideos, aminoécidos e amdnia para
a sintese de proteina microbiana e crescimento celular (Broderick et al., 1991; Wallace,
1996; Broderick, 1998). Alguns aminoacidos sdo utilizados para a sintese de acidos
graxos volateis (AGV), como por exemplo, a prolina, que pode ser convertida a valerato

e 0s aminoacidos de cadeia ramificada valina, leucina e isoleucina, que podem ser
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convertidos a AGV de cadeia ramificada (isobutirato, 2-metil-butirato eiso-valerato).
Esses AGV de cadeia ramificada representam fatores de crescimento essenciais para
certas espécies de bactérias no rumen (Dehority et al., 1958; Cotta e Hespell, 1986).

Quando a velocidade de degradacdo ruminal da proteina excede a velocidade de
utilizacdo dos compostos nitrogenados pelos microrganismos para a sintese de proteina
microbiana, a ambnia que é produzida em excesso no ramen, oriunda da quebra dos
peptideos e aminoécidos, atravessa a parede ruminal e pode ser perdida via urina na forma
de ureia. Além disso, parte dos peptideos e aminoécidos livres ndo degradados podem
ndo ser incorporados nas células microbianas e acabam passando para o duodeno, onde
entdo serdo absorvidos pelo ruminante (NRC, 2001).

As bactérias sdo os principais microrganismos envolvidos na degradagéo de proteina
no ramen, por serem 0s microrganismos mais abundantes (até 10/ml) e por mais de 40%
das espécies apresentarem atividade proteolitica (Broderick et al., 1991; Wallace, 1996;
Mackie et al., 1999). A atividade da maioria das proteases bacterianas estd associada a
superficie da parede celular, porém, pode ocorrer também livre da célula (menos de 10%)
(Kopecny e Wallace, 1982; Broderick, 1998). O passo inicial para a degradacdo da
proteina no rimen se da com sua adsor¢do pela bactéria, tanto a fracdo soluvel quanto a
fracdo ndo sollvel da proteina podem ser adsorvidas e sofrerem a acdo das proteases
(Wallace, 1985; Broderick et al., 1991). Apds a primeira acdo das proteases sdo
originados os oligopeptideos, que sao entdo degradados pelas oligopeptidades a pequenos
peptideos e aminoacidos livres. J& no ambiente intracelular, apos a captacdo bacteriana
destes compostos, 0s pequenos peptideos sdo degradados a aminoacidos livres, por sua
vez, estes sdo incorporados na proteina microbiana ou entdo deaminados, gerando amonia
e esqueletos carbdnicos. A amdnia oriunda da deaminacdo pode ser usada para a sintese
de aminoacidos e quando ndo utilizada € difundida para fora da célula (Broderick, 1998).

Apesar de menos numerosos no ramen (10°, 10%/ml), os protozoarios também
participam ativamente na degradacdo de proteina. Por serem de maior tamanho em
relacdo aos demais microrganismos, eles representam uma significativa porcao da massa
microbiana ruminal. Diferentemente das bactérias, 0s protozoarios ndao formam
complexos com a proteina, mas ingerem principalmente bactérias, além de fungos e
pequenas particulas de alimentos, sendo estes digeridos no interior da célula. As proteinas
ingeridas sdo degradadas a peptideos e aminoacidos livres, que sdo entdo incorporados na
proteina dos protozoéarios. Outra diferenca em relacdo as bactérias, é que mesmo

realizando deaminagdo, os protozoarios ndo sintetizam novos aminodcidos a partir da
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amonia. Por ultimo, os protozoérios liberam quantidades significativas de peptideos e
aminoacidos, bem como de peptidases no fluido ruminal, devido a processos secretorios,
autolise celular e morte (Jouany e Ushida, 1999).

O acesso microbiano as proteinas pode ser afetado por aspectos fisicos, como a
estrutura tridimensional, e ligacfes quimicas (Mangan, 1972; Nugent e Mangan,1978).
Proteinas que apresentam grande nimero de ligagBes quimicas, como as pontes de
disulfeto, sdo menos acessiveis as enzimas proteoliticas e entdo degradadas mais
lentamente (Hurrel e Finot, 1985). O tratamento térmico de grdos ou de seus subprodutos
(tostagem, peletizacéo, extrusdo, floculacdo) normalmente reduzem a degradabilidade da
proteina (Whitelaw et al., 1961; Tagari et al., 1962; Arieli et al., 1989; Lykos e Varga,
1995), pela formacdo de complexos entre a proteina e carboidratos (reacdo de Maillard)
e pelo aumento da formacdo de pontes de dissulfeto (Hurrel e Finot, 1985). Esta técnica
tem sido usada com o objetivo de reduzir a degradabilidade ruminal da proteina e as
perdas ruminais na forma de amoénia, aumentando o suprimento de proteina verdadeira
que chega ao intestino (Broderick e Craig, 1980; Tagari et al., 1986).

A composicao quimica da proteina tambem influencia a extenséo da degradacéo da
PB no rumen. As proporcdes de proteina verdadeira e de NNP afetam de forma
significativa esse parametro. O NNP € constituido em grande parte por peptideos,
aminodcidos livres e amdnia, mas também por acidos nucleicos, amidas e aminas (NRC,
2001). Embora historicamente tenha-se assumido degradacéo ruminal completa da fragédo
NNP (Sniffen et al., 1992), parte dos aminoacidos, peptideos e proteinas com menor
tamanho podem passar para o duodeno sem sofrer degradacdo no rimen (NRC, 2001).
Como ja relatado anteriormente, grande parte da proteina verdadeira € convertida em
NNP guando forragens, grdos ou RTM sdo ensilados, em virtude da protedlise realizada
pelas enzimas vegetais e microbianas no silo, por isso a ensilagem tem grande efeito sobre
0 aumento da degradabilidade ruminal da proteina.

A solubilidade é outra caracteristica que pode influenciar na extensdo da degradacéo
da PB no rimen, embora a solubilidade apresente baixa correlacdo com a degradabilidade
ruminal da proteina quando alimentos de diferentes classes sdo comparados (Stern e
Satter, 1984), pois fracdes sollveis de diferentes proteinas possuem diferentes taxas de
degradacédo (Annison, 1956; Mangan, 1972; Mahadevan et al., 1980). A correlagédo entre
solubilidade e degradabilidade ruminal da proteina é alta quando 0 mesmo alimento ou
alimentos similares séo comparados (Beever et al., 1976; Sniffen et al., 1992). Outros

fatores ndo relacionados com as propriedades quimicas ou fisicas da proteina, como
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tempo de retencdo do alimento no rimen, atividade proteolitica microbiana e pH ruminal,
afetam também a degradabilidade ruminal da proteina (NRC, 1985).

A quantificagdo da degradabilidade ruminal da proteina pode ser realizada por meio
de diferentes métodos. Esses métodos incluem avalia¢Ges in vivo, in situ e uma variedade
de métodos in vitro (Schwab et al., 2003). A degradacdo ruminal da proteina é descrita
frequentemente por modelos de acdo de massas de primeira ordem, os quais consideram
que a PB dos alimentos € constituida de diversas fragdes, cada uma com diferentes taxas
de degradacdo e que o desaparecimento da proteina € o resultado de dois processos
simultaneos, degradacdo e passagem (NRC, 2001).

Atualmente, o método mais usado para se estimar a degradabilidade da proteina no
rimen € o in situ, que envolve a incubacdo de sacos de nailon contendo amostras de
alimentos ou dietas no ramen de animais canulados e ferramentas matematicas para
transformar os dados de desaparecimento ruminal em valores denominados de
degradabilidade efetiva (drskov e McDonald, 1979). Este modelo é o adotado pelo NRC
(1996) nivel 1 e pelo NRC (2001) para descricao da degradabilidade ruminal da PB dos
alimentos e por meio dele trés fracGes da PB podem ser determinadas (A, B e C). A fracdo
A ¢ considerada 100% degradavel no ramen e inclui o NNP e uma pequena porcao da
proteina verdadeira rapidamente solubilizada ou de pequenas particulas que escapam dos
sacos de nailon. A fracdo C é a ndo degradavel no rimen, que passa para o intestino. Ela
é obtida apos 48 h (alimentos concentrados) ou 72 horas de incubacdo (forragens) de
acordo com a recomendacdo do NRC (2001). A fracdo B é a fracdo insoluvel
potencialmente degradavel no rimen, obtida por diferenca (100 — (A + C)). A degradacéo
desta fracdo € afetada pela taxa de passagem dos alimentos. A taxa de passagem pode ser
determinada com o uso de marcadores ou entdo estimadas atraves de equacdes (NRC,
2001; Seo et al., 2006). Apos a determinacao das trés fracoes, da taxa de passagem (kp)
e da taxa de degradacdo da fracdo B (kd), a proporcGes das fracbes PDR e PNDR da PB
dos alimentos podem ser obtidas a partir das formulas: PDR = A + B [kd/(kd + kp)] e
PNDR = C + B [kp/(kd + kp)].

Outro modelo bastante difundido para predicdo da degradabilidade ruminal da
proteina é o da Universidade de Cornell, 0 CNCPS (Cornell Net Carbohydrate and Protein
System) (Sniffen et al., 1992; Higgs et al., 2015; Van Amburgh et al., 2015). A
determinacéo das fracdes proteicas dos alimentos neste modelo é realizada por anélises
de laboratorio. No modelo antigo séo definidas cinco fracfes (Sniffen et al., 1992): A, By,

B2, Bze C. A fracdo A representa o NNP, ela é solivel em tampéo borato-fosfato e ndo
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se precipita com acido tricloroacético (TCA). A fracdo C refere-se ao contetido proteico
ligado a FDA. A fracdo B é sollvel em tampéo borato-fosfato, mas se precipita com o
TCA. A fracdo Bz é obtida pela diferenca entre a PB ligada a FDN e a ligada a FDA (C).
E a fracdo B2 é obtida pela diferenca entre o total de PB e a soma das demais fracoes.
Assume-se que a fracdo A é solubilizada instantaneamente, sendo considerada 100%
degradada no rimen e que sua taxa fracional de degradacéo tende ao infinito. A fracdo C
ndo € degradavel no rdmen e as demais fracdes (B1, B2, Bs), sdo potencialmente
degradaveis no rimen e suas taxas de fracionais de degradacdo variam de 120 a 400%/h,
3 a 16%/h e 0,06 a 0,55%/h, respectivamente, sendo estas determinadas ap06s incubacdes
in vitro com proteases. A PDR e a PNDR podem entdo ser calculadas através da
associacdo das fracbes da PB obtidas com suas respectivas taxas de passagem e
degradacdo, pelas seguintes formulas: PDR = A + B1(kdBl/[kdBl1 + kp]) +
B2(kdB2/[kdB2 + kp]) + B3(kdB3/[kdB3 + kp]) e a PNDR = 1 — PDR.

A versdo mais recente do CNCPS (Higgs et al., 2015; Van Amburgh et al., 2015)
trouxe modificacOes e atualizacbes em relacdo as fracGes proteicas, resultando em cinco
fragOes: A1, Az, By, B2 e C. As fragdes solUveis séo agora precedidas pela letra A e as
insoluveis pela letra B, enquanto a fragdo C permanece como fracdo indigestivel. Logo
as fracdes sollveis sdo A1 e Az e as insoluveis B1 e Bz. A fragdo A; € representada pela
amonia e a fracdo A2 ¢é constituida por proteina “verdadeira” sollvel. A fracdo B1 é
constituida por proteina verdadeira insolivel e a fragcdo B, é constituida por proteina
ligada a fibra e com potencial de digestdo. De acordo com os autores estas mudancas
permitem uma melhor descricdo do balanco de aménia no rimen e do suprimento de
proteina metabolizavel para o animal, pois a proteina metabolizavel também é suprida
por uma parcela da proteina sollvel, que pela caracterizacdo e diferentes taxas de
passagem consideradas no primeiro modelo contribuia principalmente para producéo de
amonia ruminal.

As taxas fracionais de degradagdo das fracGes Az, Az, B1 e B> também foram revistas
e novos valores passaram a ser considerados. Para a fragdo A; foi estipulada uma taxa
fracional de degradacao de 200%/h, para a fracdo Az, de 5 a 50%/h e para as fracGes B1 e
B2, de 3 a 20%/h e de 1 a 18%/h, respectivamente. Segundo 0s autores as mudancas
relacionadas a degradagdo das fracGes sollveis se devem ao fato de que no trabalho
original (versdo antiga) o valor projetado para a taxa de NNP representava a taxa de

solubilizacdo e ndo necessariamente de captacdo bacteriana, criando uma condigéo
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bioldgica irreal, além de subestimar o suprimento de proteina metabolizavel, oriundo do

NNP, para o animal.

1.4. Exigéncias de proteina para bovinos de corte em terminagéo

Por muitos anos para o atendimento das exigéncias proteicas dos bovinos, as dietas
foram formuladas com base em proteina bruta, devido, principalmente, a falta de
informag&o sobre a degradabilidade ruminal e o balango de aminoécidos tanto das fontes
proteicas como das exigéncias do animal (Santos et al., 1998). Porém, os sistemas
proteicos atuais trabalham com modelos de proteina metabolizavel, os quais permitem a
adequacao da dieta tanto em PDR para o atendimento das exigéncias dos microrganismos
ruminais, quanto em proteina metabolizavel para o atendimento das exigéncias dos
animais (NRC, 2001; Van Amburgh et al., 2015; NASEM, 2016). A proteina
metabolizavel é oriunda da digestdo intestinal da proteina microbiana e da PNDR, além
da proteina endogena, desconsiderada por alguns modelos. Assim, a necessidade de
ingestdo de proteina bruta é estimada como sendo a quantidade de PDR necesséaria para
0 crescimento microbiano, mais a PNDR necessaria para complementar o requerimento
de proteina metabolizavel (para mantenca e ganho) que néo foi atingido pela proteina de
origem microbiana (NASEM, 2016).

A adequacdo da PDR, para o atendimento das exigéncias dos microrganismos
ruminais, € de fundamental importancia para maximizacdo da eficiéncia microbiana
(Russell et al., 1992). A fracao degradavel da proteina da origem a peptideos, aminoacidos
e amodnia, que sdo exigidos para o crescimento das bactérias ruminais; a amonia, porém,
ndo é utilizada pelos protozoarios (NRC, 2001). As estimativas da contribuicdo destes
compostos sobre a sintese de proteina microbiana tém sido altamente variaveis. Salter et
al. (1979) ao trabalharem com amdnia ou ureia N*° infundidas no rimen demonstraram
que os valores de N microbiano oriundos de amdnia variaram de 18 a 100%. Estudos de
Nolan (1975) e Leng e Nolan (1984) indicaram que 50% ou mais do N microbiano foi
derivado da amonia e o restante de peptideos e aminoacidos. Maeng e Baldwin (1976)
relataram aumento das taxas de crescimento e producdo microbiana com a
disponibilidade de 75% de ureia e 25% de aminoacidos no rimen, quando comparado a
100% de ureia.

Um fator importante para maximizagdo da sintese proteica microbiana é que haja
disponibilidade de fontes alimentares de proteina e energia no rimen, se possivel com

sincronia de degradagéo. O fornecimento de fontes de NNP (por exemplo, ureia) em
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dietas que apresentem baixos teores de carboidratos solUveis e altos teores de carboidratos
da parede celular vegetal, pode acarretar em produgdo de amoénia no rimen que exceda a
capacidade de utilizacdo pelos microrganismos, devido a lenta degradagdo destes
carboidratos, e, consequentemente, da baixa disponibilidade de energia. A amonia ndo
utilizada para a sintese microbiana é entdo absorvida atraves da parede ruminal, sendo
convertida a ureia no figado, processo este que envolve perda de energia. Parte desta ureia
produzida no figado pode retornar para o rimen por meio da saliva ou corrente sanguinea
(difusdo através da parede do rimen), mas a maior proporcdo € excretada via urina (Van
Soest, 1994). Os estudos de Nolan (1975) indicaram que até 25% ou mais do N proteico
pode ser perdido desta maneira. Ao contrario, quando grande quantidade de energia é
degradada superando a velocidade de degradacdo da proteina, o excesso de energia é
utilizado somente para a manutencdo microbiana (Russell, 1998). A baixa disponibilidade
do nitrogénio para o crescimento microbiano pode limitar a sintese de proteina
microbiana e a digestdo dos nutrientes (Devant et al., 2001).

Quando fontes proteicas de alta degradabilidade séo associadas a fontes energeéticas
também de alta degradabilidade ruminal, a sincronizacdo da disponibilidade ruminal de
energia e N pode permitir maior eficiéncia no processo microbiano de fixacdo da amonia
aos esqueletos carbdnicos durante a sintese de aminoacidos, diminuindo assim, as perdas
de N e energia (Nocek e Russell, 1988). Além disso, o fornecimento de maior quantidade
de carboidratos solGveis pode resultar em diminui¢cdo do pH ruminal, aumentando a
proporcdo de amonia na forma ionizada (NH4") e diminuindo assim sua absorcéo pelo
epitélio ruminal (Van Soest, 1994).

Como os carboidratos soltveis representam normalmente menos de 10% do total de
carboidratos ndo fibrosos (CNF) dos alimentos, o amido torna-se a principal fonte de
carboidratos para o crescimento microbiano (Hoover e Miller-Webster, 1998). A taxa de
fermentacdo de todos os carboidratos determina seu destino no trato digestorio e a
eficiéncia com a qual os microrganismos podem utiliza-los (Van Soest et al., 1991). O
conhecimento da variacdo na degradabilidade efetiva das varias fontes de amido que
podem ser utilizadas como ingredientes das racdes, para sincronizar a disponibilidade de
energia e proteina e maximizar a fermentacdo ruminal, pode ser uma estratégia na
formulagéo de dietas para ruminantes.

Em dietas com alto teor de concentrado, as exigéncias de PDR podem variar de
acordo com o tipo de processamento do gréo. Cooper et al. (2002) testaram para animais

em terminacdo dietas com alta proporcdo de milho (82% da MS) em diferentes
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processamentos (laminado, grdo umido e floculado) e ureia como fonte suplementar de
N. Foi verificado que as exigéncias de PDR (% da MS) foram de 6,9%, 7,8% e 7,0% para
as dietas contendo milho laminado, grdo umido e floculado, respectivamente.

Vérios trabalhos indicam que em dietas de terminagdo com alto teor de grdos de
cereais, a ureia pode ser usada como Unica fonte suplementar proteica ou substituir maior
parte das fontes de proteina verdadeira sem comprometer o desempenho dos animais
(Barajas e Zinn, 1998; Gleghorn et al., 2004; Corte et al., 2018), pois, além da adequacao
da PDR permitida pela ureia, os grdos de cereais da dieta podem contribuir
significativamente para o fluxo intestinal de PNDR (Zinn e Owens, 1983; Sindt et al.,
1993; NASEM, 2016). Entretanto, em silagens de RTM, aonde todos o0s ingredientes sao
ensilados, parte significativa da proteina verdadeira contida na dieta € convertida em
proteina solivel e, subsequentemente, em amdnia (Benton et al., 2005), provavelmente,
reduzindo o fluxo intestinal de proteina metabolizavel. Deve-se ressaltar que com a maior
digestibilidade ruminal do amido havera aumento na sintese de proteina microbiana no
rimen, mas este aumento pode ndo ser suficiente para compensar a perda de proteina
verdadeira durante a fermentacdo no silo. Consequentemente, o potencial de ganho de
peso a partir do aporte de proteina metabolizavel pode ficar defasado em relagdo ao

potencial de ganho de peso gerado pelo consumo de energia (Tabela 1).

Tabela 1 — Simulacdo de fluxo diario de proteina e ganho de peso diario em tourinhos
Nelore em terminacdo (PV inicial 380 kg, PV final 550 kg), utilizando equacdes de
NASEM (2016) e Owens et al. (2014)

NASEM (2016) Owens et al. (2014)

Item RTM RTM RTM RTM
fresca ensilada fresca ensilada

Consumo de PB, g/d 1250 1250 1250 1250
Fluxo PM microbiana, g/d 425 472 413 451
Fluxo PM dietética, g/d 230 164 290 145
Fluxo total PM, g/d 655 636 703 596
Exigéncia PM, g/d 640 696 640 696
Balanco PM, g/d +16 -60 +63 -100
GMD potencial proteina, 1,361 1,309 1,587 1,114
kg/d
GMD potencial energia, 1,287 1,603 1,287 1,603
kg/d

A GMD potencial, g/d +74 -294 +300 -489
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Composicéo da dieta: 13% bagaco de cana, 75,8% milho moido, 8% caroco de algodao,
2% minerais+vitaminas+aditivos e 1,2% ureia. Assumiu-se CMS de 10 kg/d. Valores de
NDT considerados para o milho seco de 82% e ensilado de 92%. Considerou-se aumento
de 10% na dedradabilidade ruminal da PB na dieta ensilada.

PB: proteina bruta; PM: proteina metabolizavel; GMD: ganho de peso médio diario; A
GMD potencial = GMD potencial proteina - GMD potencial energia.

Com base nestes modelos de predicdo a suplementacdo de silagens de RTM com
fontes de proteina verdadeira (ex. farelo de soja) pode compensar as perdas que ocorrem
durante a fermentacdo, aumentar o fluxo intestinal de PNDR (proteina metabolizavel) e

melhorar o desempenho dos animais.

1.5. Nitrogénio ndo proteico e proteina verdadeira para bovinos de corte em
terminacéo

A ureia é a principal fonte de nitrogénio ndo proteico (NNP) utilizada nas dietas de
animais em terminagéo. O uso da ureia permite a facil adequacéo da PDR da dieta, pelo
fato dela ser 100% degradavel no ramen (Sniffen, 1974), além da diminuicéo do custo da
suplementacdo proteica (Santos e Pedroso, 2011). Em revisdo de literatura, Chalupa
(1968) sugeriu que em geral a suplementacdo com ureia € eficiente quando ndo ultrapassa
1% da MS total da dieta. Em dietas a base de sorgo floculado (67,5 a 69,1% da MS), Duff
et al. (2003) observaram que a inclusdo de ureia em niveis de 1,0% até 1,75% da MS em
substituicdo ao farelo de soja ndo comprometeu o desempenho dos animais.

Apesar da ureia poder ser usada como Unica fonte suplementar proteica em dietas
para terminacdo, como ja mencionado anteriormente, alguns trabalhos mostram que a
suplementacdo com farelo de soja, em dietas a base de grdos de cereais, levou a melhores
resultados de desempenho dos animais quando comparada a suplementacdo com ureia.
Milton et al. (1997) compararam a suplementacdo com ureia ou farelo de soja em dois
niveis de contribui¢do de N por cada uma destas fontes (1,93 e 2,24% da MS), em dietas
com alto teor de milho laminado na MS (76,5 a 85,7%), e relataram que 0s animais que
receberam farelo de soja nas dietas apresentaram maior ganho de peso diario (+13%) e
apresentaram eficiéncia alimentar superior (9%) que os animais que receberam ureia nas
dietas. Resultados similares foram encontrados por Clarindo et al. (2008), que também
testaram farelo de soja ou ureia como fontes suplementares de proteina em dietas a base
de milho moido ou sorgo moido (70,3 a 76% da MS). O ganho de peso e a eficiéncia
alimentar foram superiores para os animais suplementados com o farelo de soja, sendo

18 e 21% maiores, respectivamente. Os autores acreditam que estes resultados sejam pelo
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fato de o farelo de soja ter promovido um maior aporte de PNDR para o intestino,
complementando a proteina microbiana e consequentemente aumentando a quantidade de
proteina metabolizavel para o animal.

Entre as fontes de proteina verdadeira, o farelo de soja € um dos suplementos
proteicos mais usados em todo o mundo, por isso tem sido usado como ingrediente basico
a ser comparado com outras fontes de proteina (Santos et al., 1998). Além do farelo de
soja, grédos de soja, farelos de amendoim, girassol, canola e o farelo de glaten de milho,
comercialmente conhecido como refinasil ou promil, sdo algumas das fontes proteicas
empregadas nas dietas de terminagcdo, com fragdo significativa de PDR. Farelo de
algodao, graos destilados, grdos de soja tostados, residuo de cervejaria, farelo de soja
tratado quimicamente ou termicamente sdo exemplos de fontes mais ricas em PNDR
(Santos e Pedroso, 2011).

Perry e Cecava (1995) relataram que em dietas para animais em terminagdo com
alto teor de gréos, principalmente milho, a suplementacdo com fontes de PNDR poderia
reduzir o desempenho animal em comparacgédo a suplementacdo com farelo de soja (rico
em PDR). Isto ocorreria pela diminuicdo da concentracdo de nitrogénio amoniacal no
rimen e talvez de aminoacidos e peptideos, o que limitaria a sintese de proteina
microbiana. A incluséo de fontes ricas em PNDR em substitui¢do parcial ou total ao farelo
de soja pode apresentar resposta positiva com a adequacao de PDR na dieta. Se o teor de
PDR for limitante devido a adicdo das fontes ricas em PNDR, a reducdo no fluxo
intestinal de proteina microbiana contrabalanca o maior fluxo da proteina de origem
alimentar, anulando os beneficios desta pratica (Santos et al., 1998).

Dietas formuladas com valores préximos de PNDR ndo necessariamente resultam
em desempenho animal similar, por causa da qualidade da fonte proteica em termos de
balanco de aminoacidos essenciais (Klemesrud et al., 2000). O balanco de aminoacidos
essenciais de cada fonte deve ser levado em consideracdo e ndo apenas o fator
degradabilidade. Os sistemas proteicos atuais permitem adequar o perfil de aminoéacidos
na proteina metabolizavel (NRC, 2001; Van Amburgh et al., 2015; NASEM 2016).
Entretanto, as caracteristicas unicas do metabolismo intermediario, além da complexa
transformacdo do alimento durante a fermentacdo ruminal e as dificuldades de se
determinar os aminodcidos disponiveis para absorcdo no duodeno, representam um
desafio para se formular dietas com base nas exigéncias de aminoacidos para bovinos
(Silva et al., 2002)
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1.6. Suplementacdo lipidica para bovinos de corte em terminacéo

As fontes lipidicas possuem alto valor energético, apresentando valor de energia
liquida superior & do milho (NASEM, 2016). Logo, a inclusdo destas fontes nas dietas
tem como principal objetivo aumentar a densidade energética das mesmas, além disso,
ainda fornecem &cidos graxos essenciais aos animais, que sdo compostos de extrema
importancia na composicao das membranas celulares e como precursores das moléculas
regulatérias no organismo (Palmquist e Mattos, 2011)

Os 6leos de origem vegetal (soja, milho, girassol, canola) e as proprias sementes
oleaginosas, como o gréo de soja, girassol e o carogo de algodéo, sdo exemplos de fontes
lipidicas utilizadas nas ra¢des. Atualmente, o caroco de algoddo é a principal fonte de
lipidios utilizada nas dietas para bovinos em terminacéo no Brasil (Pinto e Millen, 2018),
devido a sua flexibilidade na formulagdo da dieta, fornecendo gordura, fibra e proteina
(Cranston et al., 2006). A soja é outra oleaginosa que se destaca no pais em virtude de
sua grande disponibilidade, além disso, apresenta uma boa composi¢do nutricional.
Segundo Valadares Filho et al. (2006) o gréo de soja € composto por 39% de PB, 19,8%
de EE e 84,5% de NDT na MS. Desse modo, o grdo de soja pode ser incluso nas dietas
para bovinos em terminagdo com o intuito de se substituir total ou parcialmente fontes
proteicas comumente usadas e também de aumentar o teor de gordura e a densidade
energética das dietas.

Em algumas circunstancias, a suplementacdo da dieta com lipidios pode afetar a
fermentacdo ruminal. Os efeitos da gordura sobre a fermentacdo ruminal diferem entre
fontes e niveis de suplementacdo e sdo bastante variaveis devido a complexidade dos
fatores que interferem nas respostas. Esta variabilidade dos efeitos das fontes lipidicas
sobre a fermentacdo € em grande parte atribuida ao grau de instauracao dos acidos graxos,
pois acidos graxos insaturados exercem maior inibicdo sobre 0s microrganismos ruminais
que os acidos graxos saturados (Palmquist e Jenkins, 1980).

Os 4acidos graxos insaturados sdo toxicos a microbiota ruminal e por isso 0s
microrganismos desenvolveram um mecanismo de autodefesa chamado de
biohidrogenacdo. No processo de biohidrogenacdo, as bactérias ruminais transferem
hidrogénio para as ligacdes duplas, transformando os &cidos graxos insaturados em
saturados, que sdo consequentemente menos toxicos (Palmquist e Mattos, 2011).

Mesmo com esse processo realizado pelos microrganismos, altas inclusdes de
gordura na dieta podem ainda alterar os padrdes de fermentacdo ruminal, prejudicando a

degradacdo ruminal e digestibilidade dos demais componentes da dieta. Altas
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concentracdes de gordura na dieta podem reduzir a taxa e extensdo da digestdo da fibra
(Plascencia et al., 2003). A reducdo da digestibilidade da fracdo fibrosa dos alimentos
ocasionada pela gordura pode limitar o consumo de MS, devido ao maior tempo de
retencdo da fracdo fibrosa no rimen e, consequentemente, da menor taxa de passagem no
trato gastrintestinal, além disso, essa reducdo na digestibilidade da fibra pode ser
acompanhada pela reducéo na digestibilidade de outros nutrientes, 0 que compromete o
valor energético da dieta (Zinn et al., 1994). Isto pode ter importancia nas dietas que sdo
usadas para terminacdo em alguns confinamentos do Brasil, onde o percentual de inclusdo
de fontes de forragem é maior do que em dietas de terminagdo norte americanas (Pinto e
Millen, 2018).

Diminui¢cbes no consumo de MS de bovinos em terminacdo s&o comuns e
tipicamente associadas com o aumento do teor de gordura das dietas, devido ao aumento
do conteldo de energia liquida das mesmas (Zinn e Shen, 1996; Ramirez e Zinn, 2000;
Shah et al., 2006). Por outro lado, o aumento da densidade energética da dieta esta
associado a um aumento no ganho medio diario (GMD) e na eficiéncia alimentar (Zinn,
1988, 1989; Bock et al., 1991) ou somente na eficiéncia (Krehbiel et al., 1995; Zinn e
Shen, 1996; Ramirez e Zinn, 2000). Em revisdo de literatura, Krehbiel et al. (2006)
afirmaram que o CMS é diminuido, mas a eficiéncia alimentar € maximizada quando o
teor de gordura na dieta representa de 6 a 7% da MS, acima deste nivel a eficiéncia

alimentar frequentemente diminui.

1.7. Valor alimenticio de RTM ensilada para ruminantes

Os primeiros estudos que reportam sobre a utilizacdo de silagens de RTM na
alimentacdo de ruminantes foram publicados entre as décadas de 60 e 70 (Owen e
Howard, 1965; Marshall e Voigt, 1975; Hibbs e Conrad, 1976). Desde os estudos
pioneiros, a ensilagem de RTM formuladas com gréos de cereais tem sido associada ao
aumento de eficiéncia alimentar.

Hibbs e Conrad (1976) comparam o desempenho de vacas de leite alimentadas com
RTM fresca ou ensilada. As dietas foram misturadas mantendo-se a proporc¢éo de 0,45 kg
de concentrado por 3,18 kg de silagem de planta inteira de milho (base de MN). O teor
de PB do concentrado foi de 29,1%, sendo este composto por 57,32% de milho, 30,00%
de farelo de soja, 5,00% de alfafa desidratada, 3,52% de ureia, 3,20% de farinha de 0ssos
e 0,96% de sal. Ambas as dietas continham 14% de PB. A digestibilidade da MS no trato
total aumentou (76,7% vs. 79,1%) e o CMS diminuiu (18,1 vs. 16,3 kg/d) para as vacas
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alimentadas com a silagem de RTM, porém, a producéo de leite foi similar (18,8 vs. 19,0
kg/d). Nao houve diferenca no teor de gordura do leite e na producéo de leite corrigida
para gordura (LCG) entre os tratamentos (18,3 vs. 18,7 kg/d). Portanto, a eficiéncia
alimentar foi superior para as vacas alimentadas com silagem de RTM (1,01 vs. 1,15
LCG/CMS para RTM fresca e ensilada, respectivamente).

Em outro estudo, Hibbs e Conrad (1976) utilizaram a mesma proporcao de silagem
de milho e concentrado do ensaio anterior, para comparagdo das RTM (fresca e ensilada),
mas alteraram a composic¢édo do concentrado (40,80% de milho, 50,00% de farelo de soja,
5,00% de alfafa desidratada, 3,20% de farinha de 0ssos e 1,00% de sal). O teor de PB das
dietas foi similar ao do primeiro ensaio (14%). Assim como no primeiro ensaio, 0 CMS
foi menor (17,1 vs. 15,6 kg/d) e a eficiéncia alimentar foi maior (1,17 vs. 1,32 LCG/CMS)
para as vacas alimentadas com a RTM ensilada, sem diferengas para a produgédo de LCG
(19,9 vs. 20,4 kg/d, para RTM fresca e ensilada, respectivamente).

Pardue et al. (1975) avaliaram o efeito da ensilagem sobre o valor nutritivo de uma
RTM para vacas de leite. Dois grupos de dez vacas Holandesas (aproximadamente 84 d
pos-parto) foram distribuidas em um delineamento “switchback™ com trés periodos de 28
d cada, para comparar a RTM ensilada com os mesmos ingredientes frescos (silagem e
concentrado) fornecidos separadamente em cada ordenha (controle). Embora o
desempenho tenha sido similar, a concentragdo ruminal de AGV foi maior nas vacas
alimentadas com RTM ensilada (85,4 vs. 95,2 mM, para controle e RTM ensilada,
respectivamente), sugerindo maior degradabilidade ruminal da silagem de RTM.

Por um certo periodo o interesse na utilizacdo de RTM ensilada parece ter diminuido,
contudo, nos ultimos anos o interesse parece ter se renovado em virtude principalmente
da grande disponibilidade de subprodutos umidos da agroindudstria. Em 2009, Wongnen
et al. avaliaram o valor nutritivo de RTM fresca ou ensilada, contendo caroc¢o de algodéo
integral ou quebrado, para vacas de leite. Quatro vacas Holandesas multiparas (48 + 12
DEL e 450 kg de PV) foram utilizadas em delineamento quadrado latino 4 x 4 (21 d cada
periodo), com 4 tratamentos dietéticos em arranjo fatorial 2 x 2 (RTM fresca ou ensilada
x carogo de algodao integral ou quebrado). As dietas continham (% de MS): palha de
arroz picada (20,0%), mandioca fatiada (40,0%), farelo de soja (7,0%), caroco de algodao
(10,0%), gréos secos de destilaria (5,0%), polpa de tomate (5,0%), melago (8,0%), ureia
(1,5%), sal (0,5%), concha de ostra (0,3%), fosfato bicalcico (0,2%), premix vitaminico-
mineral (0,3%), enxofre (0,2%), sebo (1,0%) e bicarbonato de sdédio (1,0%). A
composicao das dietas foi de aproximadamente 63% de MS, 16% de PB e 69% de NDT.
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Os parametros de fermentacdo ruminal (pH, NHs e AGV) e o desempenho foram
similares entre os tratamentos (15,5 kg/d de CMS, 18,9 kg/d de LCG, 4,30% de gordura
no leite, 3,34% de proteina no leite). Contudo a silagem de RTM ocasionou menor
proporcéo de acido oleico (C18:1) na gordura do leite (27,0% vs. 24,4% do total de &cidos
graxos, para RTM fresca vs. RTM ensilada). Esta resposta provavelmente ocorreu por
causa da biohidrogenacdo dos &cidos graxos insaturados durante a fermentacdo da
silagem.

Recentemente, Miyaji e Nonaka (2018) compararam a digestdo e o desempenho de
vacas de leite alimentadas com RTM frescas ou ensiladas. As RTM continham silagem
de centeio, polpa de beterraba, farelo de soja, premix vitaminico-mineral, e arroz
laminado ou floculado. A ensilagem das RTM aumentou a digestibilidade do amido (91,6
vs. 97,2%) e da MS (72,3 vs. 77,6%), tendeu a aumentar o CMS (22,4 vs. 23,0 kg/d) e
resultou em maior producéo de leite (36,4 vs. 37,6 kg/d, para as RTM frescas e ensiladas,
respectivamente). As concentragdes de AGV no ramen (97,1 vs. 101,8 mM) foram
ligeiramente superiores nas vacas alimentadas com as RTM ensiladas. Apesar da maior
fermentabilidade ruminal, as vacas alimentadas com as silagens de RTM apresentaram
concentragdes de NHz no rumen ligeiramente superiores (7,27 vs. 8,81 mg/dL) e maior
excrecdo de N na urina (124 vs. 152 g/d). Enquanto isso, em comparagdo as RTM frescas,
a secrecdo diaria de proteina do leite foi maior nas vacas alimentadas com as silagens de
RTM. O potencial das silagens de RTM para vacas de alta producdo foi demonstrado
neste estudo.

Apesar do menor numero de trabalhos, os efeitos da utilizacdo de RTM ensiladas
sobre o desempenho de ovinos e bovinos em crescimento tém sido investigados.

Cao et al. (2010) reportaram os efeitos da ensilagem de RTM sobre o balanco de N,
fermentacdo ruminal, e producdo de metano em ovinos. Comparada com a racéo fresca,
a RTM ensilada apresentou maior teor de energia digestivel (13,8 vs. 14,6 MJ/kg de MS)
e PB digestivel (94 vs 105 g/kg de MS) e contribuiu para a menor excrecao fecal de N
(8,21 vs. 7,08 g/d). Por outro lado, os ovinos alimentados com a RTM ensilada
apresentaram maiores perdas urinarias de N (9,76 vs. 11,81 g/d). Enguanto isso, a
retencdo de N foi semelhante entre os tratamentos (5,2 g/d). A concentracdo ruminal de
AGV total (2 e 4 h apds a alimentagdo) foi maior nos ovinos alimentados a silagem de
RTM (88,4 € 87,4 mM vs. 127 e 116 mM para RTM fresca e ensilada, respectivamente).
Comparada a RTM fresca, a RTM ensilada reduziu as emissdes de metano em 10 L/d, em
9,84 L por kg de CMS, em 17,3 L por kg de CMS digerivel, em 0,54 L por kg de peso
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metabdlico e em 20,9 J por KJ de consumo de energia bruta. Os autores argumentaram
que a menor producdo de metano foi por causa da conversdo do acido latico (formado
durante a fermentacdo da silagem) em acido propiénico, uma reacdo que consome
elétrons no rumen.

Meenongyai et al. (2017) examinaram o efeito da ensilagem sobre o valor nutritivo
de RTM a base de graminea para bovinos de corte. Trinta novilhos mesticos Zebu x
Holandés foram blocados e receberam uma das trés dietas experimentais por 188 d. Os
tratamentos foram: 1) RTM fresca com capim-Napier fresco, 2) RTM fresca com silagem
de capim-Napier e 3) silagem de RTM (contendo o capim-Napier). Para os tratamentos 1
e 2 a forragem e o concentrado foram misturados antes da alimentacdo dos animais. As
dietas experimentais continham (% de MS): capim-Napier (41,15%), polpa de mandioca
(6,00%), raspa de mandioca (5,00%), milho (9,97%), farelo de arroz (14,00%), farelo de
palma (6,91%), farelo de soja (5,00%), acucar (9,16%), sal (0,50%), ureia (2,00%) e
minerais (0,30%). Na media, as dietas possuiam 47% de MS e 15% de PB. O pH das
racdes 1, 2 e 3 foram 4,7, 4,0 e 3,5, respectivamente. A digestibilidade da MS no trato
total foi menor para a RTM fresca contendo silagem de capim-Napier (60,54%),
comparada com a da RTM fresca contendo capim-Napier fresco (71,13%) ou a silagem
de RTM (65,51%). O CMS, o GMD e a eficiéncia alimentar foram similares entre 0s

tratamentos.
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ABSTRACT
The objective of this study was to examine the conservation process and feeding value
of total mixed ration (TMR) silages. Two experiments were conducted. The objective of
the Exp. 1 was to evaluate the fermentation pattern and aerobic stability of TMR silages
containing different protein sources and stored by 120 d. The treatments were: ensiled
TMR with urea (U); ensiled TMR with no protein supplement (SMnf); ensiled TMR
with soybean meal (SM) and ensiled TMR with rolled soybean grain (SG). The
experiment was carried out in a completely randomized design and the means of
treatments were compared by orthogonal contrasts: U vs. SMnf, SMnf vs. SM and SM
vs. SG. The treatment without a protein supplement (SMnf) had lower soluble CP and
NH3-N, pH and clostridia count compared with U (P <0.03). Lactic acid concentration
tended to be lower for SMnf when compared to U (P = 0.09). The ethanol concentration
was lower in SG than in SM (P < 0.01) and 1.2-propanediol concentration was higher in
SMnf than in U (P < 0.01), lower in SM than in SMnf (P = 0.02) and higher in SG than
in SM (P = 0.02). The DM loss during fermentation was low (~3.7%) and similar
among treatments. All silages remained stable during 10 d of aerobic exposure after silo
opening. The objective of Exp. 2 was to evaluate the effects of protein sources and lipid
supplementation on the finishing beef heifers’ performance. Diets were the same used in
Exp. 1, but in the SMnf treatment soybean meal was added at feeding to balance diet
CP. Thirty and two Nellore heifers (313 + 8.8 kg SBW) were blocked by initial SBW
and housed in individual pens for 82 days (21days for adaptation and 61 days for diet
comparison). The daily DMI variation tended to be higher for U when compared to
SMnf (P = 0.08) and the Biceps femoris fat thickness tended to be lower for U than
SMnf treatment (P = 0.09). The DMI, ADG, final BW, HCW, Biceps femoris fat

thickness and number of meals per day were higher for SG compared to SM (P < 0.05).
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Fecal pH tended to be lower for SG when compared to SM (P = 0.08). Serum total
protein concentration was higher for SMnf than U and SM (P < 0.03). Triglycerides and
cholesterol serum levels were higher for SG than SM treatment (P < 0.05). In brief, the
TMR silages showed adequate fermentation pattern and high aerobic stability. The
inclusion of true protein source did not improve the animal performance when the
whole TMR was ensiled, meanwhile, the soybean grain addition as a lipid source

improved the finishing Nellore heifers’ performance.

Key words: heifers, Nellore, performance, soybean meal, true protein
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INTRODUCTION

Complete or total mixed rations (TMR) are produced by mixing forages, by-
products, concentrates, minerals, vitamins and additives. From this mixture of
ingredients, animals will be able to consume the necessary nutrients to meet their
maintenance and production requirements (Schingoethe, 2017). When consumed as a
TMR without sorting of ingredients, more rumen fermentation and a better use of
nutrients should occur than feeding separate ingredients (NRC, 2001). Alternatively, to
daily preparation, TMR can be ensiled.

Several studies show that ensiled TMR can be well-preserved with minimal dry
matter (DM) loss (Weinberg et al., 2011; Chen et al., 2015; Hao et al., 2015; Kondo et
al., 2016; Ning et al., 2017). In addition, several benefits have been associated with
TMR silages, such as the labor reduction and specialized machinery on farm (if TMR
silage is purchased), mixture uniformity and composition, less intensity of particle
sorting in the feed bunk due to moisture redistribution (during storage), possibility of
conserving wet by-products with greater efficiency and high aerobic stability (Nishino
et al., 2003b; Weinberg et al., 2011; DeVries and Gill, 2012; Restelatto et al., 2019).

Improves in ruminal and total-tract starch digestibility have also been reported
for ensiled compared with fresh TMR (Miyaji et al., 2017; Miyaji and Nonaka, 2018).
Ensiling often increases starch availability, especially in cereals with higher prolamins
content in their endosperm (e.g. flint corn, sorghum), due to the proteolysis during
silage fermentation (Benton et al., 2005; Hoffman et al., 2011; Der Bedrosian et al.,
2012; Junges et al., 2017). In TMR silages, however, all dietary protein is exposed to
proteolysis during storage. Increases in diet soluble protein and rumen ammonia
concentration were reported for TMR silages compared with fresh TMR (Kondo et al.,

2016).



54

The nutrients changes caused by ensiling can lead to changes in the TMR feeding
value fed to ruminants. An increase of diet soluble protein and ammonia concentrations
can lead to a lower supply of metabolizable protein (MP) to animals fed TMR silages,
even with a possible increase in microbial protein synthesis provided by higher starch
degradation in the rumen. A simulation with the current Beef Cattle Nutrient
Requirements Model (NASEM, 2016) indicates that ensiling a typical finishing diet
(based on dry rolled corn and urea as protein supplement) would change the balance of
MP from positive to negative.

Thus, the objective of this study was to examine the conservation process and the
feeding value of TMR silages with different protein sources and fat supplementation for
finishing beef cattle. In the first experiment, we investigated the TMR silages
fermentation traits and aerobic stability. In the second experiment, we investigate if
finishing cattle respond to true protein supplementation (i.e. soybean meal) when whole
diet is fermented (ensiled TMR), if the true protein source can be added onto the TMR
at ensiling or should be supplied at feeding, and if animals respond to a lipid source

(rolled soybean grain) in diets with a high proportion of ensiled corn grain.

MATERIAL AND METHODS
Experiment 1
Preparing and Ensiling the TMR
Four experimental TMR with different protein sources were prepared: 1) TMR
formulated with urea (U); 2) TMR formulated with soybean meal, but the soybean meal
was omitted from mixture at ensiling (SMnf); 3) TMR formulated with soybean meal
(SM) and 4) TMR formulated with rolled soybean grain (SG) (Table 1). Before mixing

the rations, corn and soybean grain were processed with a roller mill (SEGU 30,
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Multiagro Implementos Agricolas, Porto Alegre, Brazil). Rolled corn had 2.66 + 0.04
mm and rolled soybean had 4.10 £ 0.23 mm of mean particle size.

Sixteen piles (4 piles per treatment) were prepared individually, mixed manually
and packed in experimental silos (7-L plastic buckets) to achieve a density of 650 kg/m?
(as fed basis). Fresh water was added onto the rations during mixing to adjust the DM
content to 60%. Samples were collected from each pile to determine the fresh TMR
composition. After 120 d of fermentation, the silos were weighted to determine
fermentative loss and sampled to determine microbial counts, aerobic stability and

alterations in chemical composition caused by fermentation.

Aerobic Stability Test

Aerobic stability of TMR silages was evaluated in a room with controlled
temperature (25+£2°C) during 10 d. Fresh samples of TMR silages were placed in plastic
buckets (3 kg) and the temperature was measured every 15 minutes by a datalogger
(iMini, Impac Comercial e Tecnologia Ltda, Sdo Paulo, Brazil) placed in the center of
the mass. The ambient temperature was measured by two data loggers placed around the
buckets. Aerobic stability was defined as the number of the hours that the temperature
of the silages remained stable before rising more than 2°C above the temperature

ambient (O’Kiely, 1993).

Laboratorial Analysis

Aqueous extracts of fresh and ensiled TMR were prepared by mixing 25 g of fresh
(wet) sample and 225 g of distilled water for 2 min in a blender and filtering through
cheesecloths. After measuring the pH (pH meter model Tec5, Tecnal, Piracicaba,

Brazil), an aliquot was frozen at -20°C for fermentation products analysis and a second
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aliquot was diluted in ringer solution (10 to 10®) and pour plated in selective media for
microbial counts.

Malt extract agar (M137, Himedia, Mumbai, India) acidified to pH 3.5 with lactic
acid was used for yeasts and moulds counts. Lactic acid bacteria (LAB) were counted in
the Man, Rogosa and Sharpe agar (7543A, Acumedia, Michigan, EUA). The plates
were incubated aerobically at 30°C during 2, 3 and 4 d for counting of lactic acid
bacteria, yeasts and moulds, respectively. For clostridium and aerobic spores counts, the
diluted extracts (10" to 10%) were pasteurized at 80°C for 10 min. The medium used for
clostridium counts was reinforced clostridial agar, with the addition of neutral red and
D-cycloserine (Jonsson, 1990). Aerobic spores were enumerated in the plate count agar.
The clostridia plates were placed in anaerobic jars and maintained in a biochemical
oxygen demand incubator at 37°C for 5 d. The aerobic spores plates were held in the
incubator at 34°C and counting was done after 2 d. The number of microorganisms were
counted as colony forming unit (cfu) and expressed as log10.

The ammonia (Chaney and Marbach, 1962) and lactic acid (Pryce, 1969)
concentration were determined by colorimetric methods, using a spectrophotometer
(model Janway 6305, Marconi, Piracicaba, Brazil) with wave-lengths of A=630 nm and
A=565 nm, respectively. Volatile fatty acids and ethanol were determined by gas
chromatography (GCMS QP 2010 plus, Shimadzu, Kyoto, Japan) using a capillary
column (Stabilwax, Restek, Bellefonte, PA; 60 m, 0.25 mm @, 0.25 um crossbond
carbowax polyethylene glycol).

Fresh and ensiled TMR sub-samples were also collected to evaluate the long-chain
fatty acids profile. The samples were dried in a freeze-dryer (ALPHA 1-4 LD plus,
Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode, Germany) and ground at 0.3

mm sieve using a coffee grinder (DCG-20BKN, Cuisinart, Stamford, USA). The fat was
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extracted according to Bligh and Dyer (1959). Fatty acid methyl esters (FAMES) were
obtained in solution of n-heptane and KOH/methanol described by method 5509 of
International Organization for Standardization (1978). The FAMESs were separated
using a gas chromatography (Trace Ultra 3300, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) equipped with a flame ionization detector (FID) and a SP-2560
cyanopropyl capillary column (100 m x 0.25 mm i.d., 0.25 pum film thickness). The gas
flow rates used were 2.0 mL/min carrier gas (Hz2), 30 mL/min makeup gas (N2), and 35
and 350 mL/min flame gases (H> and synthetic air, respectively). The sample (2.0 uL)
split ratio was 1:80. The detector and injection port were fixed at 240°C. Initially, the
column temperature was maintained at 50°C for 4 min, then raised to 200°C at
10°C/min, and kept at this temperature for 8 min, followed by an increase to 240°C at
5°C/min and maintained for 10 min. Peak areas were determined by the software
ChromQuest 5.0. The FAMESs were identified by comparing the retention times with
those of standard methyl esters. The fatty acids were quantified against tricosanoic acid
methy| ester (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brazil), as an internal standard, as described by
Joseph and Ackman (1992). Theoretical FID correction factor values were used to
calculate the fatty acid concentrations, as described by Visentainer (2012).

Freeze-dried samples ground at 0.3 mm sieve were analyzed for monensin by LC-
MS (Blanchflower and Kennedy, 1996) at the Upscience Brasil - Labs Solutions, in
Hortolandia, SP, Brazil.

Fresh TMR (d 0) and TMR silages (d 120) sub-sample were dried in an air-forced
oven at 55°C for 72 h to determine the DM content and then ground at 1-mm screen
using a Wiley mill (Marconi MA340, Piracicaba, Brazil). After grinding, absolute DM
was obtained by oven-drying at 105°C (method 934.01) according to AOAC (1990). In

dried samples of fresh TMR were determined: the soluble carbohydrates concentration
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using the phenol-sulfuric acid method (Hall, 2014), buffering capacity (Weissbach,
1967), fermentability coefficient (Weissbach et al., 1974) and soluble crude protein
(CP) (Licitra et al., 1996). The soluble CP concentration was also determined in dried

samples of the TMR silages.

Experiment 2
Animal care and handling procedures were approved by the Ethics Committee for
Animal Use of the Maringa State University (protocol number 4647020718 —

CEUA/UEM).

Preparing and Ensiling the TMR

The rations described in Table 1 were prepared at the Iguatemi Experimental Farm
(23°21°13°’S, 52°04°27°°W; 550 m of altitude) in May of 2018. Before mixing the
rations, corn and soybean grains were processed in a roller mill (SEGU 30, Multiagro
Implementos Agricolas, Porto Alegre, Brazil). Rolled corn had 2.66 + 0.04 mm and
rolled soybean had 4.10 + 0.23 mm of mean particle size. All ingredients were mixed
for 5 min in a mixer wagon (VMN 6.0 PA, Nogueira S/A Maquinas Agricolas, Sao Jodo
da Boa Vista, Brazil) and packed in ag-bag silos (1.8 m diameter, Pacifil, Sapiranga,
Brazil) using a bagger machine (SEGU 30, Multiagro Implementos Agricolas, Porto
Alegre, Brazil). Urea (U), soybean meal (SM) or rolled soybean grain (SG) were used to
balance the CP in each diet. An additional TMR was balanced with SM, but this
ingredient was omitted during mixing and ensiling but it was supplied at feeding (SMnf,
where the acronym nf means non-fermented). Fresh water was added during TMR
mixing to adjust the DM content of to 60%. All diets were formulated to meet or exceed

the nutrient requirements of finishing Nellore heifers (NASEM, 2016) and CP content
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was adjusted to reach 13.0% of DM. The ensiled TMR were stored for 120 d before

feeding.

Animals, Facilities and Collections

Thirty and two Nellore heifers (313 + 8.8 kg BW, 24 mo old) were housed in
individual pens with concrete floor, feed bunk and water bowl. The feeding period
lasted 82 d, being the first 21 d for adaptation to facilities and high grain diet and the
last 61 d for diet comparison. At the end of adaptation period, animals were weighed
after 16 h of fasting (during the night), blocked according to the SBW, and randomly
assigned to the four dietary treatments (U, SM, SMnf and SG). Every morning, silages
were unloaded manually using a fork and offered once daily (09:00 h) in amounts of
approximately 5% in excess of daily intake (as fed basis). Feed refusals were collected
and weighed daily to determine DM intake (DMI). Daily DMI variation was calculated
as the difference among the DMI on the current day and the DMI on the previous day
(Bevans et al., 2005). Offered feed and orts were composed weekly to determined DM
content and chemical composition.

The SBW was recorded in the beginning of the comparison period and every 28 d.
The ADG was determined as the slope of the SBW linear regression on days of diet
comparison. Feed efficiency was computed as ADG/DMI. From the individual DMI and
ADG data, diet net energy was estimated using the calculations described by Zinn and
Shen (1998). Energy requirement for gain was calculated as: Eg (Mcal/d) = (0.0608x
BW?®) x ADG1®, where BW is mean SBW. Energy requirement for maintenance was
calculated as: Em (Mcal/day) = 0.077 x BW®'>, Diet net energy for maintenance was

estimated by the equation: NEm (Mcal/kg DM) = ((-b - (b? - 4ac)®®) / 2a), where: a = -
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0.877 x DMI, b = ((0.877 x Em) + (0.41 x DMI) + Eg) and ¢ = -0.41 x Em. Diet net
energy for gain was calculated as: NEg (Mcal/kg DM) = (0.877 x NEm) - 0.41.

Particle size distribution of TMR was determined using a Penn State particle
separator (Kononoff et al., 2003). Offered ration and orts were sampled two times
during the feeding trial, with 30-d intervals, and the results were pooled. The sorting
index was calculated by the observed intake of each fraction retained in each sieve
expressed as a percentage of the predicted intake (as fed basis) (Leonardi and
Armentano, 2003). Chewing behavior was evaluated at 38d of comparison. Animals
were observed every 10 min during 24 h (Maekawa et al., 2002). Chewing activity was
obtained by the sum of eating and rumination activities in minutes. The number of
meals per day, meal size (obtained dividing DMI by number of meals), meal length
(obtained by dividing eating time by number of meals) and intake rate (DMI in g
divided by eating time) were also calculated.

Fecal score and pH were evaluated during 4 consecutive days from 45d to 48d of
comparison. Four visual scores were considered for feces: 1 = runny: liquid consistency,
splatters on impact, spreads readily; 2 = loose: may pile slightly and spreads and
splatters moderately on impact and setting; 3 = soft: firm but not hard, piles but spreads
slightly on impact and settling; and 4 = dry: hard, dry appearance, original form not
distorted on impact and settling (Ireland-Perry and Stallings, 1993). For pH evaluation,
fecal samples were collected from fresh feces at two moments (morning and afternoon).
A solution was made by mixing 15 g of feces and 100 mL of distilled water (Ireland-
Perry and Stallings, 1993) and the pH was recorded after 2 min (pH meter model Tec5,
Tecnal, Piracicaba, Brazil). The remaining samples of each sampling period were stored
in separate plastic bags and then frozen at -20°C. At the end of collection period

samples within the same pen were composited on an equal wet weight basis, resulting in
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approximately 250 g of feces for DM content determination as described for feed
samples in Exp. 1.

Blood samples were collected into tubes with or without anticoagulant from the
jugular vein of each animal at 6x1 h after feeding on 57d of comparison. The samples
were immediately centrifuged at 4,000 x g for 15 min at 4°C. Plasma and serum samples
were stored at -80°C until the analysis of urea, total protein, cholesterol and
triglycerides using commercial kits (Gold Analisa Diagnostica Ltda, Belo Horizonte,

Brazil).

Carcass Traits and Slaughter

At final weighting, carcass traits were evaluated by ultrasound (Aloka SSD500).
Images were collected using a 17 cm, 3.5 MHz probe. Ribeye area and rib fat thickness
were measured between the 12th and 13th rib transversally to the Longissimus muscle.
Marbling score (1 to 10) was recorded from the 11th to 13th rib longitudinally to the
Longissimus muscle. Biceps femoris fat thickness was also recorded. A single trained
technician scanned all animals. The images were analyzed using the software Bia Pro
Plus (Designer Genes Technology). Afterwards, animals were transported 135 km to a
commercial abattoir and slaughtered according to animal welfare and pre-slaughter
practices established by the local sanitary inspection. The hot carcass weight (HCW)

was recorded, and dressing calculated as HCW/SBW.

Chemical Analysis
The procedures used to determine the DM content, absolute DM and soluble
carbohydrates were the same described in Exp. 1. Ash concentration was determined by

complete combustion in a muffle furnace at 600°C for 5 h (AOAC method 942.05), CP



62

by Kjeldahl was calculated as total N x 6.25 (AOAC method 984.13) and ether extract
(EE; AOAC method 920.29) according to AOAC (1990). Neutral detergent fiber (NDF)
was assayed with sodium sulphite and a heat stable amylase (Mertens, 2002) and acid
detergent fiber (ADF, Van Soest 1967) was determined sequentially in a Fiber Analyzer
(TE-149, Tecnal, Piracicaba, Brazil). The content of non-fiber carbohydrates was

calculated as NFC = 100 - (CP + NDF + EE + ash).

Protein Degradability

Ruminal protein degradability was estimated by two methods, the in situ and N
fractionation (CNCPS method). For the in situ assay, ensiled TMR sample were
collected, dried at 55°C for 72 h and ground in a Wiley mill (Marconi MA340,
Piracicaba, Brazil) with a 5-mm screen and weighed in woven bags (10 x 20 cm; 50 um
porosity; Ankon Technology, Macedon, NY, USA). Approximately 5 g was placed in
each bag, which were incubated in the rumen of two cannulated crossbred dry cows for
0, 12, 24 and 36 h. Bags were inserted in reverse order and recovered all together.
Immediately after removing, bags were submerged in cold water (0°C) for 5 min and
washed in a washing machine (three cycles, followed by a final spin). Washed bags
were dried in an air-forced oven at 55°C for 72 h, weighed, and their contents were
ground through a 1-mm screen using a Wiley Mill for measuring total N concentration
by Kjeldahl method. Ruminal degradability was calculated using the first-order
approach [kd / (kd + kp)]. Fractional passage rates (liquid, concentrate and forage) were
estimated using DMI, dietary forage level and SBW (Tylutki et al., 2008; NASEM,
2016) values. Forage and concentrate fractional passage rates were used to predict the
solids fractional passage, as follows: kp solids = kp forage x % forage in diet + kp

concentrates x % concentrates in diet. Rumen-degraded protein (RDP) of each TMR
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was determined as RDP (%) = A (%) + B (%) x [kd/(kd + kp)] and rumen-undegraded
protein (RUP) determined as RUP (%) = 100 — RDP (%).

The protein degradability of TMR silages was also estimated based on N
fractionation (CNCPS method). Ammonia concentration was determined as described in
Exp. 1 (Chaney and Marbach, 1962). Dry samples were ground to pass a 1-mm screen
using a Wiley mill (Marconi MA340, Piracicaba, Brazil) to determine soluble protein,
acid-detergent insoluble nitrogen (ADIN) and neutral-detergent insoluble nitrogen
(NDIN) contents using the methods described by Licitra et al. (1996). After these
measures N fractionation was determined using CNCPS v.6.5 (A1, A2, B1, B2 and C
fractions) (Van Amburgh et al., 2015). Ruminal degradability was calculated using the
first-order approach [kd / (kd + kp)] (Van Amburgh et al., 2015). Fractional passage
rates (liquid, concentrate and forage) were estimated using DMI, dietary forage level
and SBW (Tylutki et al., 2008; NASEM, 2016) values. Forage and concentrate
fractional passage rates were used to predict the solids fractional passage, as follows: kp
solids = kp forage x % forage in diet + kp concentratesx % concentrate in diet. Liquids
fractional passage rate was considered for soluble fractions (Al and A2), whereas the
solids fractional passage rate was used for insoluble fractions (B1 and B2). The RDP of
each TMR was determined as RDP (%) = Al (%) x (kd/[kd + kp liquids]) + A2 (%) x
(kd/[kd + kp liquids]) + B1 (%) x (kd/[kd + kp solids]) + B2 (%) x (kd/[kd + kp
solids]). The RUP was calculated as RUP (%) = 100 - RDP (%).

From the protein degradability data and energy calculations, the microbial protein
and PNDR fluxes were estimated, as well as the protein requirements were calculated

according to NASEM (2016).

Statistical Analysis
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Statistical analysis was performed using the SAS (v 9.4) mixed procedures. Silage
outcomes were analyzed as a completely randomized design. Means were compared by
orthogonal contrasts. The contrasts were U vs. SMnf, SMnf vs. SM and SM vs. SG.

Animal performance was analyzed using a model including a random effect of
block and a fixed effect of treatment. Means were compared by orthogonal contrasts.
The contrasts were U vs. SMnf, SMnf vs. SM and SM vs. SG. The first contrast was
defined to test if the animals respond to true protein source, the second to test if the true
protein can be ensiled, and the last contrast to test if the animal respond to fat
supplementation in a diet with a high ensiled corn grain proportion. Differences

between treatments were declared if P < 0.05 and trends considered 1f 0.05 <P <0.10.

RESULTS

Experiment 1

In fresh TMR, the pH value was lower for SMnf treatment compared to U
treatment (P = 0.03), higher for SM compared to SMnF (P = 0.02) and higher for SG
compared to the SM treatment (P < 0.01) (Table 2). The soluble CP concentration were
lower for SMnf treatment compared to U (P < 0.01) and lower for SM when compared
to SMnf (P = 0.04). The soluble carbohydrates content tended to be higher for SM when
compared to the SMnf treatment (P = 0.09) and was higher for SG compared to the SM
treatment (P < 0.01). The buffering capacity was lower for SMnf treatment when
compared to U treatment (P < 0.01), higher for SM compared to SMnf (P < 0.01) and
lower for GS compared to SM (P < 0.01). The fermentability coefficient and microbial
counts were similar among the treatments (P > 0.10). In TMR silages, the soluble CP
and NHs-N concentrations, pH and clostridia counts were lower for SMnf treatment

when compared to U treatment (P < 0.03). The lactic acid content tended to be lower for
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SMnf compared to U treatment (P = 0.09). The ethanol concentration was lower in SG
treatment than in SM (P < 0.01) and 1.2-propanediol concentration was higher in SMnf
compared to U (P <0.01), lower for SM compared to SMnf (P = 0.02) and higher for
SG compared to SM treatment (P = 0.02). There was no difference in lactic acid
bacteria, yeasts and aerobic spores counts among treatments (P > 0.10). Mould counts
were lower than 2 log cfu/g for all treatments. The DM losses were similar among
treatments (P > 0.10) and all silages remained stable during aerobic exposure (10 d).
The monensin concentration was similar among treatments in fresh and ensiled
TMR (P >0.10) (Table 3). In fresh TMR, the C18:0 concentration tended to be lower
for SM treatment compared to SMnf (P = 0.08), such as the C18:1 cis-9 concentration
(P =0.09). For SG treatment the C18:1 cis-9 concentration was lower than the
concentration showed by SM (P < 0.01). The C18:3 cis-9,12,15 concentration was
higher for SM treatment compared to SMnf (P < 0.01) and also higher for SG compared
to SM (P < 0.01). The sum of others fatty acids found in minor proportion tended to be
higher for SM compared to SMnf (P = 0.08). In TMR silages, the C18:1 cis-9
concentration was lower for SMnf treatment compared to the U (P < 0.01), lower for
SM compared to SMnf (P = 0.02) and also lower for SG compared to SM (P < 0.01).
The C18:2 cis-9,12 concentration was higher for SMnf treatment compared to U (P =
0.02). The C18:3 cis-9,12,15 concentration tended to be higher for SMnf treatment

compared to the U (P = 0.09) and was higher for SG compared to SM (P < 0.01).

Experiment 2
The TMR silages chemical composition is shown in Table 4. The numerical
differences in N fractionation were as follows. The U treatment showed a higher

proportion of Al fraction and a lower proportion of B1 fraction compared to other
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treatments. The SMnf treatment showed lower proportions of soluble fractions (Al and
A2) and higher proportion of B1 fraction in relation to other treatments.

The DMI was similar for U, SMnf and SM treatments (P > 0.10) and was higher
for SG than SM (P = 0.03) (Tabela 5). The DMI variation tended to be lower for SMnf
when compared to U (P = 0.08). Performance and carcass traits were similar among U,
SMnf and SM, except the Biceps femoris fat thickness that tended to be higher for SMnf
when compared to U treatment (P = 0.09). The ADG and final BW was higher for SG
when compared to SM (P = 0.02). Hot carcass weight (P = 0.05) and Biceps femoris fat
thickness (P = 0.01) were also higher for SG then SM. Diet energy values were similar
among diets (P > 0.10).

The number of meals was higher for SG than for SM treatment (P = 0.04) (Table
6). Other characteristics of feeding behavior and particle sorting were similar among
treatments (P > 0.10). There was no difference for fecal score and fecal DM among
treatments (P > 0.10). Fecal pH tended to be slightly lower for SG when compared to
SM (P =0.08). There was no diet effect on plasmatic levels of glucose and urea (P >
0.10). The total protein serum concentration was higher for SMnf than U (P < 0.01) and
lower for SM when compared to SMnf (P = 0.03). Animals fed SG treatment showed
higher triglycerides (P = 0.05) and cholesterol (P < 0.01) serum concentration in relation
to the animals fed SM treatment.

The RDP supplies estimated by CNCPS or in situ methods were higher in relation
to the requirements for microbial protein synthesis for all treatments, resulting in
positive RDP balances (Table 7). The positive RDP balances of all treatments were
higher when RDP supplies were estimated by in situ method. The U treatment was the
only one that showed negative MP balance when the total MP content was calculated

from RDP and RUP values estimated by CNCPS method. When the protein flux was
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calculated from RDP and RUP values estimated by in situ method, the SMnf treatment

was the only one that showed positive MP balances.

DISCUSSION
Experiment 1

All TMR silages showed low DM loss and high aerobic stability, indicating that
they were well preserved. During silage fermentation, the soluble carbohydrates are the
main substrate to LAB. In this study, besides the low levels of soluble carbohydrates
(<2.1%), all TMR silages fermented properly. All TMR had high DM content (60%),
low buffering capacity (18.0 to 23.1) and the initial LAB populations were moderates
for all TMR when compared to the values reported in the literature (Rooke, 1990; Lin et
al., 1992; Hu et al., 2015). Thus, these factors combined to the adequate silo sealing
probably contributed to a satisfactory conservation.

The increase in the soluble CP content of ensiled TMR when compared to the fresh
TMR was expected due to proteolysis that occur during the ensiling period, which is an
inevitable process, carried out by plant and microbial enzymes (Kemble, 1956; Heron et
al., 1986; McDonald et al., 1991). Soluble CP and NHz-N high concentration in silages
are indicative of an extensive proteolysis and a high NHz production is associated with
activity of undesirable microorganisms. The free amino acids from protein breakdown
are decarboxylated to amines and CO. or deaminated to organic acids and NHz by
enterobacteria and principally clostridia (McDonald et al., 1991). Activity of clostridia
in silages results in high DM losses (Pahlow et al., 2003). In addition, amines and NH3
from amino acids breakdown are considered to be responsible for lowering silage intake
by ruminants (Wilkins et al., 1971; Cushnahan et al., 1995; Van Os et al., 1995). As

NHz is easily measured in the laboratory it is a usual indicative of silage quality.
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According to McDonald et al. (1991), NH3-N concentration below 10% (% total N) is
an indicative of well-preserved silages, meanwhile, concentrations above 20% indicate
poor silage quality. However, in our study the higher NH3z-N concentration showed by
TMR silage containing U (26.7%) compared to the average values of others TMR
silages (8.77%) certainly is associated to the inclusion of this ingredient at ensiling,
even with a clostridia population slightly superior for this silage. The excessive increase
in NH3-N concentration was probably a result urea hydrolysis to NHz, carried out by
urease enzymes during the ensiling period (Lessard et al., 1978). The similar DM losses
among the TMR silages confirms this hypothesis.

The higher pH and total acid production showed by TMR with U in this study
agree with the results found by Lessard et al. (1978) that included urea as additive at
ensiling of whole plant corn (0.6% as fed). The urea conversion to NHs, which
contributes to increase the buffering capacity and extends the fermentation, is a
plausible explanation for the higher final pH and total acid production in silages (Ely,
1978). The pH is one of the most common measurements for evaluating silage
fermentation (Kung et al., 2018). In this study, even the higher pH showed by the TMR
silage containing U (4.72) can be considered adequate, because normally the pH of
TMR silages ranges from 4.0 to 5.0, depending of the factors as DM content,
ingredients, storage temperature and ensiling periods (Wang and Nishino, 2008; Wang
and Nishino 2013; Chen et al., 2015; Hao et al., 2015; Kondo et al., 2016; Restelatto et
al., 2019).

During an adequate silage fermentation, lactic acid is the most abundant end-
product produced by LAB. Homofermentative LAB use water-soluble carbohydrates to
produce acid lactic and this process results in a minimal energy and DM losses (Pahlow

et al., 2003). In addition, it is well known that the lactic acid is the organic acid that
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most contributes to the pH decline in silages and that a low pH inhibits the growth or
kill undesirable microorganisms as yeasts, enterobacteria and clostridia, which lead to
energy and DM losses (McDonald et al., 1991). Acetic acid is the second acid found in
higher concentration and generally the its concentrations in silage crops or TMR silages
ranges from 1.0 to 3.0% of DM (Nishino et al., 2003b; Miyaji et al., 2013; Kung et al.,
2018; Restelatto et al., 2019). The lactic acid to acetic acid ratio is a commonly
indicator used for evaluated silage fermentation and good silage fermentations usually
have a ratio of theses acids of about 2.5 to 3.0 (Kung et al., 2018). As expected, in our
study the acid lactic was the predominant organic acid in all TMR silages and the
overall mean of lactic acid to acetic acid ratio of TMR silages was similar to regular
levels (2.44).

The soluble carbohydrates conversion into ethanol results in high DM losses
(McDonald et al., 1991), however in this study even the higher value showed by SMnF
treatment (0.74%) can be considered low when compared with values reported in the
literature (Nishino et al., 2003a; Wang and Nishino, 2008). In relation to the 1,2-
propanediol and 2,3-butanediol concentrations, the small amounts of 1,2 propanediol
showed by treatments (0.04 to 0.18% of DM) agree with the amounts found in previous
works (Danner et al., 2003; Nishino et al., 2004), as well as the overall mean of 2,3-
butanediol (0.08%) of treatments (Kasmaei et al., 2013).

Measure microbial populations is also an important indicator of silage fermentation
(Kung et al., 2018). In our study, the increase in LAB population and the very low
mould population are indicative of well-preserved silages and this together with the
others fermentative characteristics explain the DM loss below 4% for all TMR silages.

The aerobic spoilage process is usually initiated by yeasts growth using residual

soluble carbohydrates and lactic acid. With the lactic acid consumption by yeasts during
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aerobic exposure the silage pH increase and then it becomes suitable for other
undesirable microorganisms growth as molds and aerobic bacteria (Pahlow et al., 2003;
Muck, 2013). Thereby, low yeasts population in silages crops or TMR silages generally
is associated with enhanced of aerobic stability (Nishino et al., 2003a; Chen et al.,
2015). A lower yeasts population and consequently the improved in aerobic stability
may occur with a prolonged storage period (Restelatto et al., 2019). In our study the
yeasts population (3.39 cfu/g) can be considered relatively low in all TMR silages,
because silages that contain above 10° cfu of yeasts/g are the most prone to deteriorate
when exposed to air (McDonald et al., 1991). Thus, the low yeasts population can be
associated to the high aerobic stability of TMR silages. Probably the prolonged storage
period of TMR silages was the factor responsible by the low yeasts population and
consequently by high aerobic stability, similar to the reported by Restellato et al. (2019)
Despite of some fatty acids concentration difference among the fresh or ensiled
TMR the magnitude of these differences was small and in general the fatty acids profile
was similar among them. During the ensiling period is expected an increase in saturated
fatty acids in detrimental to unsaturated fatty acids and this occurs due the enzymes
action and biohydrogenation performed by some lactic acid bacteria strains (Feussner
and Wasternack, 2002; Liu, et al. 2019). Change in fatty acids profile during ensiling
occur mainly by lipases and lipoxygenases action, the first cleave the ester bonds of
triglycerides releasing glycerol and free fatty acids (Gadge et al., 2011) and the second
can oxidize mainly linoleic and linolenic acids (Feussner and Wasternack, 2002; Senger
et al., 2005). However, the optimal activity of these enzymes occurs under neutral pH
conditions (6.5 to 8.0) (Malekian et al., 2000). In the current trial, the silos were
immediately sealed and the rations were, probably, quickly acidified, thus not providing

ideal conditions for the oxidation and saturation of fatty acids.
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Monensin concentrations were slightly lower in TMR silages (by -6%) compared
to fresh TMR, without a marked difference among treatments. It suggests that monensin
was partially metabolized during silage fermentation, however the final concentration
range was within recommended levels for finishing diets (NASEM, 2016). Despite of
this results, further research is warranted to verify if the ingredients and silo

management affects monensin recovery in TMR silages.

Experiment 2

In general, few positive responses were noted when the true protein source supplied
before feeding in TMR silage (SMnf) was compared to the NPN source (U). The SMnf
treatment lead to a numerical increase of 3.4% in DMI compared to U treatment. The
higher DMI for SMnf treatment was associated with its lower NH3z-N (Al fraction)
proportion. Ammonia-N has decreased silage DMI in sheep (Wilkins et al., 1971), dairy
(Cushnahan et al., 1995) or beef cattle (Rook and Gill, 1990), however, it has been
suggested that decreased silage DMI is not due to NHs-N per se, but to an indirect effect
due to NHs-N correlation with others variables as silage N compounds proteolysis or
VFA which are the causal agents (Rook and Gill, 1990; Huhtanen, 2002). This may
explain only the numerical difference in the DMI among the two treatments in our
study. Possibly the NHs-N was also the responsible by difference in daily DMI variation
among the two treatments. Galyean et al. (1992) reported that a daily intake variation of
10% decreased the ADG and G:F of steers compared with a constant amount of feed per
day in a programmed-feeding system. In contrast, Soto-Navarro et al. (2000) and Zinn
(1994) in programmed-feeding systems did not found differences in steers performance
with daily intake variations of 10% and 20%, respectively. Soto-Navarro et al. (2000)

also concluded that the steers may become adapted to the 10% intake variation. In this
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present study, the daily DMI variation was below of 10% for all treatments (ranging of
5.30 to 6.64%), therefore, despite SMnf treatment led to a lower daily DMI variation
compared to U treatment (-20% approximately), the magnitude of variations was low,
which may explain the absence of response in performance.

A possible effect of higher MP supply by TMR supplemented with soybean meal
was observed in carcass traits, although the dressing and hot carcass weight were only
numerically superior for SMnf compared to U. A numerical increase in back fat
thickness and a more expressive increase in Biceps femoris fat thickness (+19%) were
also observed, probably because of numerical increase in DMI and consequently in
energy intake, since the diets contained the same NEg content.

The soybean meal (SM) ensiling as part of the TMR was further evidence of the
lack of animal response to the true protein supplementation in TMR silage (SMnf).
Even with the loss of true protein during silage fermentation, all parameters of growth
performance and carcass measured were strictly similar among treatments.

Differences in performance were observed when soybean grain replaced the
soybean meal and a small portion of rolled corn to maintain the same protein content
and increase the fat content of TMR silage. The increase DMI for SG treatment (+18%)
was an uncommon result, because generally cattle fed high grain diets containing
supplemental fat source show similar or lower DMI compared to the cattle fed diets
without fat source added (Zinn, 1989; Zinn, 1992; Krehbiel et al., 1995; Ramirez and
Zinn, 2000). However, feeding supplemental fat to finishing cattle typically improves
ADG and G:F (Zinn, 1988, 1989; Brandt and Anderson, 1990) or only G:F (Krehbiel et
al., 1995; Zinn and Shen, 1996; Ramirez and Zinn, 2000). These fat supplementation
effects are associated with higher diet energy density promoted by fat sources, which

can have a net energy value nearly three times higher than corn (NRC, 1996; NASEM
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2016). As in this current trial the soybean grain inclusion was not sufficient to improve
the diet net energy, due to its lower net energy content compared to the sources used in
the experiments cited above, the feed efficiency was not improved and the higher ADG
(+21%) was a result of greater DMI.

The hot carcass weight improvement for SG treatment was a response of the higher
ADG compared to SM treatment, since the dressing percentage was similar among the
treatments. The carcass characteristics results in this study were less consistent
compared to the Zinn (1992) results. The author reported higher hot carcass weight,
dressing percentage, LM area, KPH, in addition back fat thickness numerically higher
for steers fed steam-flaked corn or steam-flaked wheat based diets that contained 6% of
supplemental fat as either yellow grease or cottonseed oil compared to the steers fed
control diet (no added fat). The carcass traits improvement has been variable with the
addition of supplemental fat in diets. Brandt and Anderson (1990) fed steers with flaked
milo-based diets containing no added fat or 3.5% supplemental fat as soybean oil,
tallow, or yellow grease and reported increased hot carcass weight only in steers
supplemented with yellow grease and increased dressing percentage due to
supplemental fat, regardless of source. No differences in back fat thickness, marbling
score and percent choice were related. Andrae et al. (2001) reported that steers fed high
oil corn-based diet had a higher marbling scores compared to those fed conventional
corn-based diet, despite the lack of difference in back fat thickness. Similar result was
also found by Gillis et al. (2004) in heifers fed dry-rolled corn-based diets supplemented
with 4% of corn oil compared to the heifers fed control diet (no added fat). In this
current study, even with a back-fat thickness numerically higher for SG compared to the
SM the marbling score was similar among treatments. However, the studies cited above

were conducted with Bos taurus breeds, whereas the animals in our study were Nellore
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breed (Bos indicus), which is known to have leaner meat and, consequently, less
marbling (Marshall, 1994). On the other hand, the Biceps femoris fat thickness was
other carcass parameter greater for SG treatment compared to SM (+18%) in our study.
In addition, the LM area was numerically higher.

As the animals of the SG treatment had higher DMI than the animals of SM
treatment the number of meals per day was also higher (10.6 vs. 9.0), as well as the
eating, ruminating and chewing activities, although those were only numerically higher.
The greater DMI for SG was also associated with slightly lower fecal pH compared
with SM treatment (-3.2%). According to Wheeler and Noller (1977) the fecal pH is
reliable indicator of intestinal pH. Therefore, the higher feed intake possibly increased
the fermentable organic matter passage to the hindgut, stimulating the organic acids
formation, which led a pH drop in feces. However, the similar fecal score among all
treatments with the values close to 3 (normal consistency) suggest the absence of
digestive disturbances.

An effect of true protein supplementation was noted in the blood parameters. The
higher concentration of blood total protein in animals that received the SMnf treatment
indicated the higher MP supply of TMR supplemented with soybean meal at feeding
compared with the ensiled TMR with urea or soybean meal. However, this was not
enough to improve the performance. The increase in triglycerides (+20.3%) and
cholesterol (+24.6%) serum concentrations for SG treatment compared to SM treatment
agree with other studies of beef and dairy cattle, where was demonstrated an increase in
triglycerides and cholesterol serum/plasma concentrations with dietary fat inclusion
(Choi and Palmquist, 1996; Khorasani and Kenelly, 1998; Bindel et al., 2000; Belal et
al., 2017). Similar to our study Schauff et al. (1992) also reported substantial cholesterol

blood levels increases in dairy cows fed diets containing 10% whole soybean, 10%
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whole soybean plus 2.5% tallow or 10% whole soybean plus 4.0% tallow compared to
the animals fed diet without fat source. The higher triglycerides and cholesterol blood
levels are expected when fat sources are included in diets, because of the higher demand
of this compounds in lipid digestion, absorption, and transport processes (Bauchart,
1993).

Based on the similar animal performance among the U, SMnf and SM treatments
the CNCPS method was a better protein supply predictor than in situ method, because
the MP supply calculated from RDP and RUP values estimated by CNCPS were
sufficient to reach the animals requirements, except for the U treatment, however, the
MP supply was only slightly lower compared to requirement. All TMR silages provided
high RDP supply, regardless of the method used to estimate the protein degradability,
which were expected due to protein breakdown during silage fermentation. Although,
the RDP values estimated by in situ method were higher than those estimated by
CNCPS. Limitations of the in situ technique are well known (Michalet-Doreau and
Ould-Bah, 1992) and one of the major problems is associated to the soluble protein
fraction (A), which, according to the @rskov and McDonald (1979) model, is totally
degraded in the rumen. This fraction includes not only the rapidly degraded NPN, but
also soluble proteins that are not instantaneously degraded and small undegraded
particles that escape of the bag pores. Researches have shown that the breakdown rates
of soluble proteins are highly variable (Broderick et al., 1988; Hedqvist and Udén,
2006), thus considerable amounts of soluble proteins can escape of the rumen
degradation. Peltekova and Broderick (1996) using an in vitro technique estimated that
20% of the soluble protein of alfalfa silage escapes of the rumen. Ahvenjarvi et al.
(2018) in study with *N labeled reported that 12.5% of soluble N of thimothy silage

escaped of ruminal degradation in the liquid phase. These findings suggest that the in
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situ method overestimates protein fraction A and consequently the ruminal CP
degradability, which can explain the higher RDP supplies estimated by in situ method in
our study.

An excessive RDP supply from TMR silages is probably inevitable, but based on
the animal performance and protein supply results of our study, adequate amounts of
MP to meet animal requirements were provided. However, more studies are necessary
to define and predict proteolysis patterns for a given ingredient or an ingredients
combination, both during ensiling and rumen fermentation, and, ultimately, allows to

meet the MP requirements of the animals adequately.

CONCLUSION
The TMR silages showed adequate fermentation pattern, low fermentative loss and
high aerobic stability. The supplementation with soybean meal (true protein source) at
feeding did not improve the finishing Nellore heifers performance fed TMR silage. If
used in finishing diets, the true protein source can be ensiled with other ingredients as
TMR silage. The soybean grain inclusion (a protein and lipid source), even in diets with

a high proportion of ensiled corn grain, improved the finishing heifers performance.
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TABLES
Table 1. Composition of total mixed rations
Treatment!

Item U SMnf SM SG

Ingredients, % DM
Sugarcane bagasse 13.0 13.0 13.0 13.0
Corn gluten feed 15.0 15.0 15.0 15.0
Dry rolled corn 68.4 62.3 62.3 59.4
Urea 1.0
Soybean meal — non ensiled 7.1
Soybean meal 7.1
Rolled soybean grain 10.0
Vitamin-mineral mix? 2.0 2.0 2.0 2.0
Limestone 0.6 0.6 0.6 0.6

1U: TMR with urea; SMnf: TMR with soybean meal supplemented at feeding; SM: TMR with soybean

meal; SG: TMR with rolled soybean grain.

2Composition per kg: 160 g Ca, 64 mg Co, 800 mg Cu, 300 mg F, 48 mg I, 800 mg Mn, 24 g Mg, 110 g
Na, 30 g P, 22 g S, 12 mg Se, 2400 mg Zn and 1500 mg of monensin sodium.
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Table 2. Characteristics of the fresh and ensiled total mixed rations

Treatment! P-contrast
Uvs. SMnfvs. SMvs.
Item U SMnf  SM SG SEM
SMnf SM SG
Fresh TMR
DM?, % as fed 59.7 60.0 60.1 60.3 0.27 0.48 0.85 0.63
pH 524 513 525 624 0.033 0.03 0.02 <0.01
Soluble CP, % CP 51.1 36,5 343 356 0.66 <0.01 0.04 0.24
Soluble carbohydrates, %
142 131 153 207 0089 041 0.09 <0.01
DM
Buffering capacity, g lactic
] 231 180 228 210 040 <0.01 <0.01 <0.01
acid/kg DM

Fermentability coefficient® 605 60.7 607 613 0.25 0.59 0.93 0.14

Lactic acid bacteria, log
407 396 412 416 0.091 0.39 0.25 0.76
cfu/g as fed

Yeasts, log cfu/g as fed 381 376 377 366 0.050 0.53 0.93 0.16
Molds, log cfu/g as fed 395 386 400 398 0.116 0.57 0.40 0.87
Ensiled TMR
DM, % as fed 606 619 607 616 0.53 0.11 0.14 0.23
Soluble CP, % CP 713 618 610 614 056 <0.01 0.33 0.61
NHs-N, % total N 26.7 857 838 937 0.81 <0.01 0.87 0.38
pH 472 424 423 422 0.060 <0.01 0.99 0.83
Lactic acid, % DM 370 245 236 267 0413 0.09 0.90 0.69
Acetic acid, % DM 129 103 107 117 0.159 0.27 0.87 0.67
Ethanol, % DM 0.550 0.710 0.742 0.410 0.0756 0.14 0.77 <0.01
1,2-Propanediol, % DM 0.040 0.183 0.113 0.183 0.0200 <0.01 0.02 0.02
2,3-Butanediol, % DM 0.110 0.060 0.070 0.090 0.0230 0.16 0.84 0.54

Lactic acid bacteria, log
559 447 455 465 0574 021 0.92 0.91

cfu/g as fed
Yeasts, log cfu/g as fed 337 324 350 343 0.200 0.65 0.38 0.80
Molds, log cfu/g as fed <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 - - - -

Clostridia, log cfu/g as fed 3.77 245 307 319 0.363 0.03 0.26 0.82

Aerobic spores, log cfu/g as
397 362 366 361 0262 0.36 0.91 0.87

fed
DM loss, % 396 363 356 358 0.138 0.12 0.75 0.95
Aerobic stability, h >240 >240 >240 >240 - - - -

1U: TMR with urea; SMnf: TMR without a protein supplement at ensiling; SM: TMR with soybean meal;
SG: TMR with rolled soybean grain.

2Dry matter content adjusted by addition of water.

3FC = DM (% as fed) + Soluble carbohydrates (g/kg) / Buffering capacity (g/kg).



Table 3. Fatty acid profile and monensin concentration in fresh and ensiled total mixed rations

Treatment! P-contrast

Item U SMnf SM SG SEM Uvs. SMnfys. - SMs.

SMnf SM SG

Fresh TMR
Monensin, mg/kg DM 336 354 329 333 134 037 0.23 0.86
Fatty acids, % total fatty acids
C16:0 189 184 189 180 036 041 0.43 0.13
C18:0 521 540 471 5.01 0.242 0.59 0.08 0.40
C18:1 trans-9 229 230 176 1.74 0.283 0.98 0.21 0.97
C18:1 cis-9 257 2568 253 237 017 0.66 0.09 <0.01
C18:2 cis-9,12 457 458 46.6 46.8 0.67 0.93 0.41 0.83
C18:3cis-9,12,15 107 110 1.42 340 0.050 0.71 <0.01 <0.01
Other fatty acids 116 119 132 136 0.046 0.65 0.08 0.55
Ensiled TMR

Monensin, mg/kg DM 315 331 308 311 125 0.73 0.23 0.29
Fatty acids, % total fatty acids
C16:0 184 185 186 181 0.19 0.40 0.65 0.15
C18:0 433 442 435 502 0231 0.97 0.83 0.11
C18:1 trans-9 184 148 142 169 0235 024 0.86 0.54
C18:1 cis-9 26,7 253 244 238 024 <0.01 0.02 <0.01
C18:2 cis-9,12 463 481 485 469 053 0.02 0.63 0.15
C18:3 cis-9,12,15 124 129 159 361 0.127 0.09 0.13 <0.01
Other fatty acids 1.17 091 119 086 0.120 0.89 0.14 0.76

'U: TMR with urea; SMnf: TMR without soybean meal; SM: TMR with soybean meal; SG: TMR with

rolled soybean grain.



Table 4. Chemical composition of offered total mixed ration silages (mean + SD)
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Treatment!

Item U SMnf SM SG
DM, % as fed 606+1.26 635+175 60.7+0.97 61.6+1.36
Crude protein 13.2+042 135+049 138%0.25 13.5+0.19
N fractionation?, % N

Al 26.7+270 6.02+057 837+186 9.02+1.41

A2 446+3.02 413+065 526+178 524%1.71

B1 222+096 40.7+096 31.7+0.59 31.3+0.65

B2 225+0.27 6.35+058 159+0.58 1.81+0.50

C 428+035 560+064 576+0.73 5.49+0.46
Neutral detergent fiber 29.1+277 297+257 29.7+231 30.8+4.26
Acid detergent fiber 141+200 144+159 13.8+2.04 156+2.87
Ether extract 3.72+029 367+024 354+0.12 5.04+0.15
Non-fiber carbohydrates 50.6 £2.46  48.2+232 49.1+221 46.0+4.29
Soluble carbohydrates 1.19+0.21 1.72+0.08 1.34+0.21 1.80+0.10
Ash 454+022 4.99+030 481+023 472+0.13

1U: ensiled TMR with urea; SMnf: ensiled TMR without soybean meal, but supplemented at feeding; SM:

ensiled TMR with soybean meal; SG: ensiled TMR with rolled soybean grain.

2Nitrogen fractionation according to CNCPS (Higgs et al., 2015).
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Table 5. Performance and carcass traits of feedlot Nellore heifers fed total mixed ration silages and

calculations of net energy and TDN of total mixed ration silages

Treatment! P-contrast
Item U SMnf SM SG SEM Uvs. SMnfvs. SMvs
SMnf SM SG

Initial BW, kg 318 313 311 311 8.8 0.70 0.90 0.99
Final BW, kg 389 389 390 407 4.8 0.90 0.91 0.02
DMI, kg/d 791 818 8.02 943 0449 0.67 0.79 0.03
Daily DMI variation, % 6.64 530 596 596 049 0.08 0.36 0.99
ADG, kg/d 120 123 123 149 0.075 0381 0.97 0.02
G:F 0.153 0.150 0.154 0.160 0.0074 0.80 0.68 0.56
Dressing, % 539 548 547 541 045 0.17 0.89 0.29
Hot carcass weight, kg 209 214 213 220 2.3 0.12 0.69 0.05
Back fat thickness, mm 456 595 503 6.20 0565 0.11 0.26 0.14
Biceps femoris fat thickness, mm 6.56 7.82 7.65 9.34 0.469 0.09 0.80 0.01
Marbling score at 12"-rib (0-10) 3.35 3.53 356 3.63 0.132 0.35 0.91 0.67
Longissimus muscle area at 121
fib, cm? 59.0 596 622 655 199 0.82 0.37 0.23
Diet energy?

NEm?, Mcal/kg DM 197 192 196 196 0.076 0.64 0.70 0.99

NEg* Mcal/kg DM 132 127 131 130 0.067 0.62 0.68 0.98

TDN?®, % DM 81.1 794 808 807 239 0.64 0.69 0.98

1U: ensiled TMR with urea; SMnf: ensiled TMR without soybean meal, but supplemented at feeding; SM:

ensiled TMR with soybean meal; SG: ensiled TMR with rolled soybean grain.

2 Calculated from animal performance data.

3 Net energy for maintenance.

4 Net energy for gain.

5 Total digestible nutrients calculated from animal performance data.
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Table 6. Feeding behavior, fecal characteristics and blood parameters of feedlot Nellore heifers fed total

mixed ration silages

Treatment! P-contrast
Item U SMnf SM SG SEM Uvs. SMnfvs. SMvs.
SMnf SM SG
Eating, min/d 222 189 186 209 336 0.52 0.94 0.62
Ruminating, min/d 275 249 253 303 26.6 0.52 0.93 0.17
Chewing, min/d 497 439 439 512 39.0 0.32 0.99 0.18
Meals, /d 9.8 9.0 9.0 106 058 041 0.97 0.04
Meal size, kg DM/meal 0.808 0.942 0.906 0.875 0.0618 0.16 0.69 0.71
Meal length, min/meal 222 204 202 202 3.02 0.68 0.97 0.99
Intake rate, g DM/min 464 578 478 450 7.75 0.33 0.38 0.79
Particle sorting index, % as fed
8-19 mm 106 105 105 105 0.5 0.14 0.55 0.49
1.18-8 mm 101 100 100 100 0.2 0.38 0.61 0.90
Pan 966 97.3 966 966 050 0.34 0.32 0.99
Fecal score (1-4) 294 291 286 296 0.059 0.78 0.55 0.26
Fecal DM 235 239 242 237 050 058 0.69 0.43
Fecal pH 6.34 6.27 627 6.07 0.077 053 0.95 0.08
Glucose, mg/dL 626 639 657 623 326 0.78 0.71 0.46
Urea, mg/dL 374 386 387 369 161 061 0.99 0.43
Total protein, g/dL 705 760 7.18 731 0.127 <0.01 0.03 0.48
Triglycerides, mg/dL 176 202 200 251 187 0.35 0.93 0.05
Cholesterol, mg/dL 172 183 193 256 13.0 0.59 0.58 <0.01

'U: ensiled TMR with urea; SMnf: ensiled TMR without soybean meal, but supplemented at feeding; SM:

ensiled TMR with soybean meal; SG: ensiled TMR with rolled soybean grain.



Table 7. Calculations of protein supply in Nellore heifers fed total mixed ration silages
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Treatment!

U SMnf SM SG U SMnf SM SG
Item CNCPS in situ
Requirement of MP for
maintenance, g/d 308 309 309 314 308 309 309 314
Requirement of MP for gain, g/d 280 297 292 331 280 297 292 331
Total MP requirement, g/d 588 605 601 645 588 605 601 645
Microbial CP, g/d 606 612 614 681 606 612 614 681
Microbial MP, g/d 388 392 393 436 388 392 393 436
RDP supply, g/d 808 791 808 930 921 806 936 1059
RDP balance, g/d +202 +179 +194 +249 +315 +194 +322 +378
RDP bhalance, % +334 +29.2 +316 +36.5 +52.0 +31.6 +525 +555
RUP supply, g/d 236 314 299 343 123 299 170 214
MP from RUP, g/d 183 243 231 266 95 231 132 165
Total MP supply, g/d 570 634 624 702 483 623 525 601
Total MP balance, g/d -17 +29  +23 +56 -105  +18 -76 -44
Total MP balance, % -3.0 +48 +39 487 -17.8  +29 -126 -6.8

1U: ensiled TMR with urea; SMnf: ensiled TMR without soybean meal, but supplemented at feeding; SM:

ensiled TMR with soybean meal; SG: ensiled TMR with rolled soybean grain.

Requirements of microbial CP and MP for maintenance and gain calculated according to the NASEM,

(2016).
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3. CONSIDERACOES FINAIS

A ensilagem de RTM nédo é uma pratica recente, porém no Brasil poucos estudos
tém avaliado o processo de conservagdo de silagens de RTM, além de seus efeitos sobre
0 desempenho de bovinos em terminacdo. Varios estudos com silagens de ragdo total
misturada em paises asiaticos, como o Japdo, onde a ensilagem de racdo completa é
utilizada a mais de 30 anos, tém mostrado eficiéncia na conservagdo de subprodutos
Umidos quando estes sdo utilizados como ingredientes de silagens de RTM. No Brasil,
devido a grande disponibilidade de subprodutos gerados pela agroinddstria o interesse
das mesmas na producdo e comercializagdo de silagens de RTM vém crescendo, assim
como o interesse dos produtores na adoc¢do desta pratica.

Comparada a RTM convencional preparada diariamente, a ensilagem da RTM
requer menos mao-de-obra. A necessidade da compra de insumos em grandes quantidades
de uma sO vez para o preparo da racdo pode ser contornada com planejamento e
escalonamento e assim o produtor pode aproveitar para adquirir os ingredientes em
épocas de precos mais baixos. Alternativamente a compra de equipamentos para a
producdo dentro da propriedade, os produtores podem lancar mao da terceirizagdo da
producdo, quando este tipo de servico esta disponivel em sua regiao.

O bom padréo de fermentacao de silagens de RTM, além da alta estabilidade aerébia
sd80 pontos positivos comuns reportados em varios trabalhos e foram tambem
demonstrados neste estudo. A ensilagem, porém, causa alteracbes nutricionais,
principalmente influenciando na disponibilidade dos nutrientes, o que pode influenciar
no desempenho dos animais. Esse estudo demonstrou alteracdes significativas das fracdes
proteicas das dietas devido a protedlise que ocorre durante o processo fermentativo,
contudo, as dietas preparadas foram capazes de atender as exigéncias dos animais, exceto
aquela preparada com ureia. A inclusdo de ureia como ingrediente de silagens de RTM
destinadas a bovinos de corte pode ser feita, porém, com base na literatura e indicios
observados neste experimento, niveis de inclusdo ao redor de 0,5% (base de MS) podem
ser mais apropriados, sendo o restante do contetdo proteico da dieta complementado com
outras fontes de proteina verdadeira.

Quando o grdo de soja for comparado ao farelo de soja em termos financeiros, aléem
do custo por kg de MS de racdo, deve-se considerar também a maior velocidade de ganho

dos animais alimentados com a dieta contendo grdo de soja, 0 que proporciona giro mais
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rapido no confinamento e diluicdo de custos ndo associados aos ingredientes da dieta
(“custos fixos”).

Em resumo, este estudo demonstrou potencial de utilizacdo de RTM ensilada para
bovinos de corte, porém, mais estudos sdo necessarios para predicdo de padrdes de
protedlise considerando os diversos ingredientes que podem ser utilizados na formulacao
das RTM, a fim de se atender as exigéncias dos animais e ndo comprometer o

desempenho.



