MINISTERIO DA EDUCAGCAO
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA - UFRA
DOUTORADO EM SAUDE E PRODUCAO ANIMAL NA AMAZONIA

RITA DE CASSIA ALMEIDA DE MENDONCA

EFEITOS DA REALOCACAO NA QUALIDADE DE SILAGENS DE MILHO
INOCULADAS

BELEM
2020



RITA DE CASSIA ALMEIDA DE MENDONCA

EFEITOS DA REALOCACAO NA QUALIDADE DE SILAGENS DE MILHO
INOCULADAS

Tese apresentada a Universidade Federal Rural da
Amazonia, como parte das exigéncias do Programa
de Po6s-graduacdo em Saude e Producdo Animal na
Amazonia: area de concentracdo Producdo Animal,
para obtencdo do titulo de Doutora.

Orientador: Prof. Anibal Coutinho do Régo
Coorientador: Prof. Thiago Carvalho da Silva

BELEM
2020



RITA DE CASSIA ALMEIDA DE MENDONCA

EFEITOS DA REALOCACAO NA QUALIDADE DE SILAGENS DE MILHO
INOCULADAS

Tese apresentada a Universidade Federal Rural da Amaz6nia, como parte das exigéncias do
Programa de P6s-graduacéo em Salde e Produgdo Animal na Amaz6nia: area de
concentracdo Producdo Animal, para obtencéao do titulo de Doutora.
Orientador: Prof. Anibal Coutinho do Régo

Data de Aprovacéo: / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Thiago Carvalho da Silva- Coorientador
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA - UFRA

Prof. José Neuman Miranda Neiva - 1° Examinador
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS - UFT

Prof. Carlos Henrique Silveira Rabelo - 2° Examinador
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS - UFPel

Prof. Rafael Mezzomo. - 3° Examinador
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA - UFRA

Profa. Daiany Iris Gomes - 4° Examinador
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA — UFRA



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por me iluminar com sabedoria e discernimento nos momentos dificeis
e pela fé que me mantém firme em busca de meus objetivos profissionais.

A Universidade Federal Rural da Amazonia pela oportunidade de poder realizar o
mestrado em Producdo Animal na linha de pesquisa de Conservagao de Forragem.

Ao meu orientador Professor Dr. Anibal Coutinho do Régo e ao meu coorientador
Professor Dr. Thiago Carvalho da Silva por acreditarem no meu potencial, me orientarem com
paciéncia e sempre me passarem motivagao e incentivo.

Aos membros do Grupo de Estudo em Ruminantes e Forragicultura da Amazonia
(GERFAM), especialmente aos membros Sarah Pantoja, Amanda Queiroz, Melany Simdes,
Andreza Amoras e Camilo Cruz por serem pessoas dedicadas e prestativas.

Aos professores Cristian Faturi, Felipe Domingues e Thiago Bernardes por me nortearem
em alguns momentos durante a pesquisa.

A Universidade Federal de Lavras pela oportunidade de poder realizar analises
laboratoriais e acompanhar experimentos de pesquisa.

A minha mae, lzauli Mendonga por me conduzir durante minhas caminhadas, estar
sempre disposta a me ajudar e por ser um exemplo de pessoa.

Aos meus irmédos, Carolina Mendonca e Eduardo Mendonga por estarem ao meu lado me
dando apoio e carinho.

Aos professores de pds-graduacao por contribuirem com conhecimentos e sugestdes para
meu desempenho académico.

Aos meus amigos, Felipe, Carlos, Maiara, Sara e Thaiz por torcerem pelo meu sucesso e
por compreenderem minha auséncia durante 0s momentos corridos.

A minha grande amiga Sarah por todo auxilio, dedicacdo, preocupacédo e paciéncia nos
momentos dificeis.

A FAPESPA/CAPES por me apoiar com a bolsa de p6s-graduacao.

Agradeco a todos que contribuiram para que eu obtivesse esse titulo.



RESUMO

A silagem de milho é um volumoso bastante usado em dietas de ruminantes, pois
apresenta elevada concentracdo de nutrientes digestiveis e a planta reuni caracteristicas que
favorecem a conservacdo pela ensilagem. Entretanto, pode ser facilmente instavel quando
exposta ao ar, 0 que torna essa etapa critica na realocacao dessas silagens. Assim € de suma
importancia que estratégias de reducdo da deterioracdo durante a realocacdo sejam definidas.
Diante disso, objetivou-se determinar o efeito do tempo de exposi¢ao ao ar e da inoculagdo com
cepas de bactérias heterofermentativas combinadas ou ndo a cepas homofermentativas, sobre
as perdas, caracteristicas fermentativas e o valor nutritivo de silagens de milho realocadas. Para
isso foram propostos a conducéo de dois ensaios experimentais em delineamento inteiramente
casualizado. O primeiro estudo foi conduzido em arranjo fatorial 4 x 6, com quatro repeticdes.
Os fatores estudados foram: inoculante microbiano (sem inoculante; Lactobacillus plantarum
(DSM3676; DSM3677) + Lactobacillus buchneri (DSM13573), Lactobacillus plantarum +
Propionibacterium acidipropionici e Lactobacillus buchneri (DSM13573)) e tempo de
realocacao (ndo realocadas; ou 12; 24; 36; 48 e 60 horas de exposicao ao ar antes da realocacéo).
Observou-se que ap6s 120 dias de fermentacao, as silagens tratadas com inoculante microbiano
apresentaram melhor perfil fermentativo, menor populacdo de leveduras e menores perdas de
matéria seca. Apds 60h de realocacdo, todas as silagens tiveram alta temperatura (>30°C), o
que indica que apds esse periodo as silagens estavam entrando em processo de deterioracao
mais avancado. Contudo, as alteracbes ocorridas até 60h de realocacdo ndo refletiram em
aumento no pH das silagens, indicando que as silagens ndo estavam completamente
deterioradas. Durante a realocagéo, as silagens tratadas com L. buchneri tiveram melhor
controle no desenvolvimento das leveduras, e ap6s o segundo processo fermentativo essas
silagens tinham maior qualidade e foram mais instaveis que as demais, independente do tempo
de realocacdo. No segundo estudo foi testado os efeitos da realocacdo de silagem de milho
inoculada ou ndo, somente com L. buchneri (LB) ou em combinagdo com L. plantarum (LBLP)
sobre a estabilidade aerobia, digestibilidade aparente e desempenho de cordeiros. Os
tratamentos foram as dietas: silagem de milho sem inoculante ndo realocada (SISR); silagem
de milho sem inoculante realocada apds 24h de exposicao aerdbia (SIR); silagem de milho com
LB realocada ap6s 24h de exposicao aerobia (LBR); e silagem de milho com LBLP realocadas
apos 24h de exposicdo aerdbia (LBLPR). Foi observado que as silagens com LBLPR tiveram
maior estabilidade aerdbia que as silagens SISR, SIR e LBR. No ensaio de metabolismo,
observou-se que ndo houve diferenca no consumo e digestibilidade das dietas, independente da
silagem utilizada e consequentemente, ndo houve efeito sobre o balan¢o de nitrogénio dos
cordeiros. No ensaio de desempenho, a silagem SISR apresentou maior consumo de fibra em
detergente neutro (FDN), devido a maior quantidade de FDN e menor quantidade de
carboidratos ndo fibrosos contidos nessa silagem quando comparadas as silagens SIR, LBR e
LBLPR. Contudo, nenhuma das silagens afetaram a conversao alimentar, ganho de peso diario
e comportamento ingestivo dos cordeiros. Conclui-se que as silagens LBLPR sdo mais estaveis
em ambiente aerobio, diminuindo a quantidade diaria de silagem deteriorada descartada. As
silagens realocadas até 24h de exposicdo ao ar contendo ou ndo inoculante microbiano néo
afetam a digestibilidade e o desempenho de cordeiros.

Palavras-chave: desempenho, estabilidade aerdbia, inoculante microbiano, reensilagem



ABSTRACT

Corn silage is a roughage widely used in ruminant diets, as it has a high concentration of
digestible nutrients and the plant has characteristics that favor conservation through silage.
However, it can be easily unstable when exposed to air, which makes this step critical in
relocating these silages. Thus, it is extremely important that strategies to reduce deterioration
during reallocation are defined. Therefore, the objective was to determine the effect of the time
of exposure to air and the inoculation with strains of heterofermentative bacteria combined or
not with homofermentative strains, on losses, fermentative characteristics and the nutritional
value of reallocated corn silages. For that, it was proposed to conduct two experimental tests in
a completely randomized design. The first study was conducted in a 4 x 6 factorial arrangement,
with four replications. The factors studied were: microbial inoculant (without inoculant;
Lactobacillus plantarum (DSM3676; DSM3677) + Lactobacillus buchneri (DSM13573),
Lactobacillus plantarum + Propionibacterium acidipropionici and Lactobacillus buchneri
(DSM13573) and real time; 36; 48 and 60 hours of exposure to air before relocation). It was
observed that after 120 days of fermentation, the silages treated with microbial inoculant
showed a better fermentation profile, less yeast population and less dry matter losses. After 60h
of relocation, all silages had a high temperature (> 30 ° C), which indicates that after this period
the silages were entering a more advanced deterioration process. However, the changes that
occurred up to 60h of reallocation did not reflect an increase in the pH of the silages, indicating
that the silages were not completely deteriorated. During the relocation, silages treated with L.
buchneri had better control in the development of yeasts, and after the second fermentation
process these silages had higher quality and were more unstable than the others, regardless of
the time of relocation. In the second study, the effects of relocating corn silage inoculated or
not, with L. buchneri (LB) or in combination with L. plantarum (LBLP), were tested on aerobic
stability, apparent digestibility and lamb performance. The treatments were the diets: corn
silage without non-relocated inoculant (SISR); corn silage without inoculant relocated after 24h
of aerobic exposure (SIR); corn silage with LB relocated after 24h of aerobic exposure (LBR);
and corn silage with LBLP relocated after 24h of aerobic exposure (LBLPR). It was observed
that silages with LBLPR had greater aerobic stability than silages SISR, SIR and LBR. In the
metabolism test, it was observed that there was no difference in diet intake and digestibility,
regardless of the silage used and, consequently, there was no effect on the lambs nitrogen
balance. In the performance test, the SISR silage showed a higher consumption of neutral
detergent fiber (NDF), due to the greater amount of NDF and less non-fibrous carbohydrates
contained in this silage when compared to the SIR, LBR and LBLPR silages. However, none
of the silages affected feed conversion, daily weight gain and ingestive behavior of the lambs.
It is concluded that LBLPR silages are more stable in an aerobic environment, decreasing the
daily amount of deteriorated silage discarded. Silages relocated within 24 hours of exposure to
air containing or not microbial inoculants do not affect the digestibility and performance of
lambs.

Key words: aerobic stability, microbial inoculant, performance, re-ensiling
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1. CONTEXTUALIZACAO

A silagem de milho é um dos volumosos conservados mais utilizados em dietas de
ruminantes em todo o mundo (FERRARETTO; SHAVER; LUCK, 2018). No Brasil, Bernardes
e Régo (2014) observaram em um levantamento sobre préaticas de producédo e utilizacdo de
silagens em fazendas leiteiras, que 97,0% dos produtores entrevistados usam o milho para
producdo de silagem. Acredita-se que 2,25 milhdes de hectares das lavouras de milho do Brasil
sdo destinados a producdo de silagem, o que repbresenta algo em torno de 15% da area total
cultivada de milho (PASA et al., 2015). A alta produtividade associada ao bom valor nutritivo
dessa cultura sdo os fatores principais que justificam o uso da silagem de milho nos sistemas
de producéo de ruminantes.

A producdo de silagem € baseada no processo de fermentacdo anaerdbia realizado por
bactérias que produzem &cido latico a partir de carboidratos sollveis presentes em forragens
Umidas durante o processo de ensilagem (KUNG et al., 2018). Tais bactérias utilizam esses
substratos na fermentacdo, e os convertem em &cidos organicos, principalmente acido latico.
Diante disso, o pH € reduzido inibindo o crescimento de microrganismos indesejaveis e a massa
é preservada pela acidificagdo do meio. Contudo, apds a abertura do silo a anaerobiose é
quebrada e a silagem é inevitavelmente exposta ao ar, podendo permanecer de forma estavel
nessas condic¢des a depender do manejo no desabastecimento do silo e da qualidade da silagem.

A estabilidade aerdbia de uma silagem pode ser definida como o periodo em que a mesma
¢ exposta ao ar sem aquecer em 2°C acima da temperatura ambiente (MORAN et al., 1996).
Esse aquecimento é resultado da atividade de microrganismos deterioradores em aerobiose,
principalmente leveduras e mofos, que degradam acucares residuais e liberam calor
(TABACCO et al., 2011). O manejo adequado do silo pode reduzir a extensdo de perdas por
deterioragdo. Os principais agentes associados a deterioracdo de silagens no manejo do
desabastecimento sdo, 0 avanco incorreto da remocdo da massa € 0 tempo excessivo de
exposicdo ao ar da mesma.

Por exemplo, em regides de clima quente, silagens que séo retiradas em fatias diarias
inferiores a 30 cm sdo mais susceptiveis a perdas por deterioracdo devido a maior area de
superficie do painel do silo exposta ao ar (BERNARDES et al., 2018). Assim também como,
silagens que permanecem mais tempo expostas ao ar também sdo mais propensas a
deterioracdo, e podem ter qualidade reduzida (GERLACH et al., 2014). Além disso, silagens
que apresentam bom padrdo de fermentacdo, com elevadas concentragfes de acido latico e
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baixa de &cidos com propriedades antifingicas e com boa composi¢do quimica, podem ser mais
susceptiveis a atividade de microrganismos deterioradores.

No Brasil, a comercializacdo de silagem tem sido frequente, onde normalmente pequenos
e médios produtores sdo os consumidores em destaque. As principais justificativas observadas
na compra de silagens estéo relacionadas a erros no planejamento e na gestdo dos recursos
forrageiros disponiveis nas propriedades, a grande dependéncia de tecnologia na producdo de
silagem, o baixo rendimento de lavouras acometidas por variagdes climaticas em alguns anos,
e erros no manejo de silos que levam a grandes perdas. Nesse cendrio, algumas propriedades
tém buscado produzir silagem especificamente para atender esse nicho de mercado (DOS
ANJOS et al., 2018).

A comercializacdo de silagens € feita basicamente com a venda de forragens ensiladas
diretamente em unidades menores (fardos ou sacos) ou pela venda de silagens realocadas, a
granel ou em ensacada. No caso da realocacdo, a silagem produzida é retirada do silo,
transportada, compactada e vedada em um novo silo ou estrutura de armazenagem (CHEN;
WEINBERG, 2014). Nesse processo a silagem € inevitavelmente exposta ao ar, tornando
essencial a rapidez nas operacBes para minimizar os efeitos da quebra da anaerobiose e
possiveis perdas por deterioracdo ocasionada pelos microrganismos aerdbios até a realocacéao
da massa.

ApO6s o contato com o oxigénio presente no ar, microrganismos aerobios epifiticos
tornam-se metabolicamente ativos e iniciam o processo de deterioracdo da massa.
Normalmente, as leveduras sao o primeiro grupo de microrganismos a se desenvolver, pois sdo
extremamente versateis e conseguem se proliferar em meio com pH baixo (3,5), na maioria das
silagens. Assim, as leveduras utilizam como substratos agucares sollveis e éacido latico,
impactando na reducdo da concentragdo destes e consequente elevagdo no pH da silagem, o que
abri possibilidade ao desenvolvimento de outros microrganismos deterioradores, como mofos
(PAHLOW et al., 2003).

Os mofos igualmente se desenvolvem na silagem, mas crescem muito mais lentamente
do que as leveduras. Deste modo, a presenca visual de mofos é indicacdo de exposicao
excessiva da silagem ao ar e de que a silagem apresenta qualidade consideravelmente menor do
que a forragem ensilada, o que deve dobrar a atengdo em relacao a qualidade desse volumoso,
pois tais microrganismos podem produzir micotoxinas que afetam a sanidade animal (MUCK,
2010).

Alguns grupos de bactérias produtoras de &cido acético também s&o acido-tolerantes e

podem iniciar a deterioracdo. Apesar de raramente estarem presentes na silagem, ja foram
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observadas em silagens de milho, justificadas pelo fato dessas silagens apresentarem um alto
teor de acUcar residual, o qual pode favorecer a producéo de etanol, sendo este um substrato
utilizado por essas bactérias resultando na producdo de acido acético (SPOELSTRA et al.,
1988). Uma vez que o etanol tenha sido esgotado, elas podem utilizar como substrato o &cido
acético, produzindo diéxido de carbono e agua. Isso elevara o pH e permitira o crescimento de
outros microrganismos aerobios (MUCK, 2010).

Apbs leveduras ou bactérias produtoras de acido acético terem aumentado o pH (>4,5), e
a temperatura ter aumentado, uma segunda fase de aquecimento geralmente ocorre, e esta
frequentemente relacionada a atividade de bacilos (MUCK; PITT, 1994), os quais podem
fermentar &cidos organicos (como: acetato, lactato, e butirato), etanol, 2,3-butanodiol e glicerol
(PAHLOW et al., 2003) resultando uma silagem baixa qualidade. Contudo, ainda que a
populacdo microbiana durante o processo de deterioragdo possa seguir uma determinada
dindmica, ndo deve-se generalizar, pois a mesma pode variar entre silagens e época do ano.

O processo de deterioracdo da silagem pode ser observado pela alteracdo de temperatura,
pH e odor, mas s6 pode ser visualmente notada quando esta em fase avancada. Nesse processo,
a massa apresenta alteragdes na composi¢do quimica e perdas de matéria seca, desta forma,
tendo implicagbes no desempenho animal, conforme observado por Bolsen et al. (2002). Os
autores avaliaram os efeitos das proporgdes de silagem deteriorada sobre a ingestdo e
digestibilidade de nutrientes de dietas a base de silagem de milho, e observaram que a presenca
de silagem deteriorada causou alteracdes na qualidade da dieta, reduzindo o consumo de matéria
seca e a digestibilidade de nutrientes, 0 que consequentemente afeta a lucratividade
(TABACCO et al., 2011).

Apesar disso, a deterioracdo da silagem tem recebido pouca atencdo na prética,
provavelmente por se tratar na maioria das vezes de um problema sem manifestagdo visual
aparente, podendo ser mais grave em silagens de milho realocadas, as quais estdo susceptiveis
a deterioracdo por terem bom valor nutritivo e alta concentracao de acido latico como substratos
para microrganismos deterioradores. Existem poucos estudos relacionados aos efeitos do tempo
de exposicdo aerébia e do uso de inoculantes microbianos sobre a qualidade de silagens
realocadas. No entanto, acredita-se que a decisdo de fazer o processo de realocacao ird depender
da caracteristica qualitativas da silagem inicial, como perfil fermentativo, contagem de
leveduras e mofos, e da velocidade que sera feito o processo (MAHANA; CHASE, 2003;
CHEN; WEINBERG, 2014; MICHEL et al., 2017; DOS ANJOS et al., 2018).

Com base nessas informagGes, uma das alternativas para reduzir a deterioracdo por

microrganismos aerdbios e perdas no valor nutritivo durante o processo de realocacdo de
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silagens seria 0 uso de inoculantes bacterianos que produzem acidos antifungicos durante o
processo fermentativo, impactando assim no aumento da estabilidade aerdbia das silagens. O
principio baseia-se na producdo de acido acético e/ou acido propibnico por bactérias
heterofermentativas, os quais podem inibir o crescimento das leveduras porque quando estdo
em pH inferior aos seus pKa (acido acético de 4,76 e &cido propibnico de 4,87) permanecem na
forma ndo dissociada, e permeavel @ membrana das leveduras via transporte passivo. Dentro da
célula desses microrganismos, dissociam-se e liberam H+, reduzindo o pH intracelular, que
normalmente é 7,0. Para manter o pH neutro, as leveduras tentam eliminar os ions de H +,
perdendo energia. O prolongamento desse processo provoca retardo no crescimento e morte
celular (MOON, 1983).

Basicamente, os grupos de inoculantes mais utilizados em silagens de milho com tal fim
sd0 0s que apresentam as bactérias: Lactobacillus buchneri e as Propionibacterium
acidipropionici. Esses microrganismos podem ser combinados com cepas de bactérias
homofermentativas, que diminuem as perdas durante a fermentagéo no silo. Hipotetiza-se que
numa situacdo de producdo de silagem para comercializa¢do, o inoculante em combinacéo
aplicado durante o processo de ensilagem, em primeiro momento atua no perfil de fermentacéo
aumentando a producdo de acido latico e acido acético (antiflngico). O &cido latico inibi o
crescimento de microrganismos indesejaveis na massa e o acido acético inibi o crescimento de
leveduras, mais evidentemente no processo de realocagédo da silagem.

Ja o inoculante sem combinacao também aplicado durante o processo de ensilagem, nao
tem um papel expressivo na producdo de acido latico, mas auxilia desde esta fase na reducéo
de leveduras presentes na massa, devido a producédo de acidos antifungicos. Posteriormente, na
fase de realocacdo da silagem, onde a massa € inevitavelmente exposta ao ar, esses acidos vao
continuar a proteger a silagem desses microrganismos deterioradores. Dessa forma, é de suma
importancia que praticas de manejo sejam adotadas na ensilagem para reduzir os possiveis
efeitos da realocacdo de silagens de milho, como o estabelecimento de tempos méaximos, bem
como o uso de inoculantes que minimizem os efeitos da exposic¢ao ao ar na realocagéo.

Diante da falta de praticas consolidadas que visem diminuir as perdas por deterioracao
durante o processo de realocagdo e da falta de estudos com silagens realocadas, objetivou-se
avaliar o tempo de exposi¢cdo ao ar e seus efeitos sobre a qualidade de silagens de milho
realocadas, bem como, o efeito da acdo de bactérias heterofermentativas na reducdo da
deterioragdo aerobia antes da realocacdo e nas silagens realocadas. Além disso, avaliar as
implicagOes desses efeitos no valor nutritivo de silagens de milho realocadas.
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2. EFEITO DA EXPOSICAO AEROBIA E DO USO DE INOCULANTES NAS
CARACTERISTICAS QUIMICAS E FERMENTATIVAS DE SILAGENS DE MILHO
REALOCADAS!

RESUMO

Silagens de milho realocadas sdo susceptiveis a perdas por deterioracdo durante o
processo de realocagdo. Tais perdas podem variar com o tempo em exposi¢cdo, mas podem ser
possivelmente amenizadas com o uso de alternativas no sentido de reduzi-las, como a
inoculacdo microbiana com cepas heterofermentativas. Objetivou-se avaliar o efeito do tempo
de exposicdo ao ar e inocula¢do microbiana sobre caracteristicas quimicas e fermentativas de
silagens milho. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
fatorial 4 x 6, com quatro repeticdes. Os fatores estudados foram: inoculante microbiano (sem
inoculante; Lactobacillus plantarum + L. buchneri; L. plantarum + Propionibacterium
acidipropionici ou L. buchneri, taxa de aplicacio de 1x10° ufc/g de forragem); e tempo de
realocacdo (ndo realocada; 12; 24; 36; 48 e 60 horas de exposicao aerdbia antes da realocacéo).
Foram avaliadas as caracteristicas quimicas, fermentativas e microbiol6gica das silagens. As
silagens tratadas com inoculante microbiano apresentaram menor contagem de leveduras,
nitrogénio amoniacal e perdas de matéria seca. As silagens de milho sem IM foram mais
instaveis apos 24h de exposicdo ao ar, apresentando aumento na contagem de leveduras e
mofos. As silagens tratadas com L. buchneri apresentaram melhor controle no crescimento de
leveduras durante 60h de exposicdo ao ar. As silagens de milho nédo realocadas despenderam
de menor tempo para atingir a temperatura maxima. Conclui-se que silagens de milho tratadas
com IM apresentam melhor composicdo quimica e as caracteristicas fermentativas do que
silagens de milho néo tratadas. O tempo de exposicdo ao ar afeta as caracteristicas fermentativas
de silagens de milho. Silagens tratadas com L. buchneri apresentam menor crescimento de
leveduras, mas perdem o efeito antifungico quando submetida a um novo processo fermentativo
(realocacao). Silagens de milho realocadas sdo mais estaveis do que as silagens nao realocadas.

Palavras-chave: estabilidade aerdbia, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus plantarum,
Propionibacterium acidipropionici, reensilagem
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ABSTRACT

Relocated corn silages are susceptible to deterioration losses during the relocation process. Such
losses can vary with the time in exposure, but they can possibly be mitigated with the use of
alternatives in order to reduce them, as the microbial inoculation with heterofermentative
strains. The objective of this study was to evaluate the effect of time of exposure to air and
microbial inoculation on chemical and fermentative characteristics of corn silages. The
experiment was conducted in a completely randomized design, with a 4 x 6 factorial, with four
replications. The factors studied were: microbial inoculant (without inoculant; Lactobacillus
plantarum + L. buchneri; L. plantarum + Propionibacterium acidipropionici or L. buchneri,
application rate of 1 x 105 cfu / g of forage); and reallocation time (not reallocated; 12; 24; 36;
48 and 60 hours before reallocation). The chemical, fermentative and microbiological
characteristics of the silages were evaluated. The silages treated with microbial inoculant
showed lower yeast count, ammonia nitrogen and dry matter losses. Corn silages without Ml
were more unstable after 24h of exposure to air, showing an increase in yeast and mold count.
The silages treated with L. buchneri showed better control in yeast growth during 60h of
exposure to air. Corn silages not relocated took less time to reach the maximum temperature. It
is concluded that corn silages treated with IM have better chemical composition and
fermentative characteristics than untreated corn silages. The time of exposure to air affects the
fermentative characteristics of corn silages. Silages treated with L. buchneri show less yeast
growth, but lose their antifungal effect when subjected to a new fermentation process
(relocation). Relocated corn silages are more stable than unallocated silages.

Key words: aerobic stability, deterioration, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus plantarum,
Propionibacterium acidipropionici, re-ensiling
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2.1 Introducéo

A realocacdo de silagem de milho é uma pratica comum adotada pelos criadores de gado
em diferentes regides do mundo. As principais razdes para a realocacdo sao a comercializacdo
de silagens ou a distancia do curral em relagdo ao silo. Nesse processo a silagem é retirada do
silo, transportada, compactada e vedada em um novo silo ou estrutura de armazenagem (Chen
and Weinberg, 2014). No entanto, a silagem de milho € altamente suscetivel a deterioracédo
aerobia, o que torna essencial a rapidez no processo. Nesse caso, 0 tempo de exposicao ao ar
excessivo na realocacdo da silagem pode causar aumento da populagdo de microrganismos
aerobios e comprometer a qualidade da silagem (Pahllow et al., 2003).

Apdbs o contato com o0 oxigénio do ar, leveduras aerdbias presentes na massa tornam-se
metabolicamente ativas e iniciam o processo de deterioracdo da silagem, oportunizando o
desenvolvimento de outros microrganismos deterioradores. Dessa forma, 0 manejo empregado
no processo de ensilagem e realocagdo irdo refletir sobre a extensdo de perdas desencadeadas
por microrganismos aerdbios, 0s quais causam alteracdes na composicdo quimica e perdas de
matéria seca na silagem, tendo implicacbes sobre a ingestdo e digestibilidade de nutrientes,
reduzindo o desempenho animal (Bolsen et al., 2002), o que consequentemente afeta a
lucratividade do empreendimento rural (Tabacco et al., 2011).

Poucos séo os estudos relacionados ao processo de deterioracdo em silagens realocadas.
No entanto, acredita-se que 0 sucesso no processo de realocacao ird depender de caracteristicas
qualitativas da silagem inicial, como perfil fermentativo, contagem de leveduras e mofos, e da
velocidade que sera feito o processo (Mahana and Chase, 2003; Chen and Weinberg, 2014;
Michel et al., 2017; Dos Anjos et al., 2018). Uma das formas de tentar melhorar o perfil
fermentativo em silagens que serdo realocadas é por meio do uso de inoculantes microbianos
capazes de produzirem acidos antifingicos durante o processo fermentativo anaerdbio, e
aumentam a estabilidade aerdbia das silagens (Muck et al., 2018).

Basicamente, os grupos de inoculantes mais utilizados em silagens de milho com esse
objetivo sdo 0s que apresentam cepas de bactérias heterofermentativas, como as Lactobacillus
buchneri e as Propionibacterium acidipropionici. Os quais podem ser combinados com cepas
de bactérias homofermentativas, que diminuem as perdas durante a fermentacdo no silo. Diante
disso, nos hipotetizamos que numa situacdo de producdo de silagem para comercializagéo, o
inoculante em combinacdo aplicado durante o processo de ensilagem, em primeiro momento
atuaria no perfil de fermentacdo aumentando a producdo de &cido latico e &cido acético

(antifingico), onde o &cido latico inibiria o crescimento de microrganismos indesejaveis na
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massa e 0 &cido acético inibiria o crescimento de leveduras, sendo mais evidente no processo
de realocacéo da silagem.

Ja o inoculante sem combinacao também aplicado durante o processo de ensilagem, néo
teria um papel expressivo na producédo de acido latico, mas auxiliaria desde esta fase na reducéo
de leveduras presentes na massa, devido a producdo de acidos antifungicos. E posteriormente,
na fase de realocacdo da silagem, esses acidos iriam continuar a proteger a silagem dos
microrganismos deterioradores. Com base no exposto, objetivou-se avaliar o efeito da
exposicdo aerdbia e do uso de inoculantes nas caracteristicas quimicas e fermentativas de

silagens de milho realocadas.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Localizacdo do experimento, obtencdo e preparo de amostras

O ensaio foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado com
esquema fatorial 4 x 6, usando quatro repeticdes por arranjo. Os fatores estudados foram:
inoculante microbiano (sem inoculante; Lactobacillus plantarum (DSM3676; DSM3677) +
Lactobacillus buchneri (DSM13573), Lactobacillus plantarum + Propionibacterium
acidipropionici e Lactobacillus buchneri (DSM13573)) e tempo de realocacdo (ndo realocadas;
e 12; 24; 36; 48 e 60 horas de exposi¢do ao ar antes da realocacao).

A lavoura de milho foi cultivada na Fazenda Agua Parada localizada no municipio de
Paragominas, Pard, na mesorregido Sudeste do estado. A fazenda possui localizacdo geografica
com latitude de 02°50°29,4”S, longitude de 47°26°34,1”W e aproximadamente 90 m de
altitude. Essa regido apresenta segundo a classificacdo de Kdppen, o tipo Am, a temperatura
média é 26.6 °C e tem uma pluviosidade média anual de 1805 mm. A lavoura de milho foi
implantada no més de fevereiro do ano de 2017, onde usou-se o hibrido de milho Pioneer 4285
em densidade de plantio de 55 mil plantas/ha. Na implantacdo da lavoura foi feita adubacéo
com 400kg/ha de NPK 10-30-10 e na cobertura foi feita com 200kg/ha de NPK 20-00-20.

A colheita do milho para ensilagem foi feita quando o mesmo apresentava matéria seca
de 344.5 g/kg, mateéria organica de 957.4 g/kg, proteina bruta de 57.5 g/kg, extrato etéreo de
33.5 g/kg, fibra em detergente neutro de 508.1 g/kg e carboidratos ndo fibrosos de 358.3 g/kg,
respectivamente. As silagens foram confeccionadas em mini silos experimentais (baldes
plasticos com capacidade de 20 litros), onde foram colocados 12 kg de massa de foragem a fim
de atingir densidade padrdo de 600kg/m3. As massas de forragem ndo inoculadas, apds o
processamento e pesagem, foram compactadas por pisoteio nos respectivos silos. J& as massas

de forragem que foram inoculadas, foram compactadas ap6s a homogeneizagdo com o
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inoculante (Lactobacillus plantarum + Lactobacillus buchneri, Lactobacillus plantarum +
Propionibacterium acidipropionici, ou Lactobacillus buchneri).

Os inoculantes foram diluidos em agua, aplicando-os uniformemente sobre a forragem
dos respectivos tratamentos com auxilio de pulverizador, visando alcancar 1x10° UFC/g de
forragem de cada microrganismo. Ap6s o0 enchimento de todos os mini silos, 0s mesmos foram
pesados para quantificacdo de perdas e ficaram armazenados em ambiente protegido por 120
dias. Posteriormente os mesmos foram abertos e as silagens foram expostas ao ar na forma de
pilhas nos tempos descritos abaixo e em seguida realocadas nos mesmos silos. Foram
confeccionados dois mini silos extras para cada tratamento com o objetivo de completar a
massa, em fungéo de porcbes que visualmente estivessem deterioradas na primeira abertura e

pela porcdo retirada na amostragem.

2.2.2 Composicao microbiol6gica e quimica

As amostras da primeira abertura, antes da realocacdo e segunda abertura foram
processadas no Laboratério de Microbiologia da UFRA. Foi feita a contagem de leveduras,
mofos e bactérias acido laticas (BAL), utilizando um extrato aquoso (1:10) com agua peptonada
(1g por litro de 4gua), homogeneizado durante 4 minutos tipo Stomacher. Para a contagem de
leveduras e mofos foi utilizada a técnica de plagueamento em superficie com o meio de cultura
YGC Agar (Fluka, Sigma Aldrich Quimica Brasil LTDA), (TABACCO et al., 2009). Apoés
incubacdo em camara de germinagéo a 28°C durante trés e cinco dias para leveduras e mofos,
respectivamente, foram contadas as coldnias separadamente, com base nas suas caracteristicas
macromorfoldgicas. Na contagem de BAL foi usada a mesma técnica descrita para leveduras e
mofos, entretanto 0 meio de cultura utilizado foi 0 MRS Agar, com incubacdo em camara de
germinacdo a 35°C por trés dias.

Na avaliacdo de composicdo quimica as amostras foram processadas no Laboratério de
Nutricdo Animal e Anélise de Alimentos (LABNUTAN) da UFRA. As amostras de silagem
foram descongeladas e submetidas a pré-secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 55°C
e posteriormente moidas em moinho de faca tipo Willey, com peneira com crivo de 1 mm de
diametro. As amostras coletadas antes da realocacdo so6 foram avaliadas quanto ao teor de
matéria seca usado na determinacdo de perdas e nitrogénio total usado na determinacdo do
nitrogénio amoniacal em relacdo ao total. Nas demais amostras foram feitos todos os
procedimentos descritos abaixo.

Na determinacao dos teores de matéria seca (MS), as amostras foram secas em estufa a
105°C por 16 horas ininterruptas (AOAC-967.03, 1990). Os conteidos de matéria mineral
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(AOAC Metodo Oficial 942.05) para calculo da matéria organica (MO), extrato etéreo (EE)
(AOAC Meétodo Oficial 920.39), e proteina bruta (PB) (AOAC Método Oficial 984.13), foram
realizados segundo metodologia descrita pela AOAC (1990). As analises da fibra em detergente
neutro (FDN) foram realizadas de acordo com metodologia descrita por Mertens (2002)
utilizando-se alfa-amilase termoestavel com auséncia de sulfito de sédio. O teor de carboidratos
ndo fibrosos foi determinado usando a formula: 100 — (PB + EE + cinzas — FDN). Além disso,

ainda serdo determinados os teores de carboidratos solUveis em agua (Deriaz, 1961).

2.2.3 Caracteristicas fermentativas e perdas

Na avaliacdo do pH (Bolsen et al., 1992), nitrogénio amoniacal (AOAC, 1990), acidos
organicos, alcoois e leveduras, mofos e bactérias acido laticas (Tabacco et al., 2009) foram
utilizadas amostras da primeira abertura, antes da realocacéo e da segunda abertura.

A avaliacdo dos acidos organicos (latico, acético, propiénico e butirico) e os alcoois
(etanol e 1,2-propanodiol) foi feita por meio de um extrato aquoso (1:10) com agua destilada
processadas em homogeneizador tipo Stomacher. Foi utilizado 2 ml do extrato aquoso de cada
amostra, o qual foi centrifugado, filtrado e injetado em cromatédgrafo de fase liquida de alta
precisdo (Shimadzu LC- 10Ai; Shimadzu Corp. Tokyo, Japdo). Os acidos foram detectados pela
absorbancia do UV (210nm), e os alcoois foram identificados usando o detector de indice de
refracdo (RID; 10ASPD-10Ai). O aparelho foi equipado com uma coluna de exclusdo de ion
(SUPELCO —SUPELCOGEL 8H-5c¢cm-4,8mm) operado a 30° com um fluxo de corrida de
0,6ml/min com fase moével agua e acido sulfaruico 0,005M.

Para quantificacdo das perdas por gases, 0s pesos dos mini silos foram determinados
imediatamente ap0s a primeira vedacdo, antes da primeira abertura, imediatamente depois da

segunda vedacdo, e no final do ensaio.

2.2.4 Estabilidade aerdbia

Apos abertura dos silos, foram colocados 1,5 kg de forragem em baldes plasticos de 9 L,
os quais foram cobertos com folha de papel aluminio para se evitar perda de umidade da silagem
e contaminacgéo por elementos externos (Tabacco et al., 2009). Os baldes foram mantidos em
uma sala fechada por 7 dias. A temperatura da sala e das silagens foi registrada a cada 30
minutos, por meio de dataloggers que foram colocados no interior das amostras. A estabilidade
aerobia foi definida como o nimero de horas que a silagem permaneceu estavel antes de atingir

2°C acima da temperatura ambiente (Moran et al., 1996).
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2.2.5 Anélise estatistica

Apbs tabulacdo dos dados, foram testadas as pressuposi¢oes de normalidade dos erros e
homogeneidade de variancia pelos testes de Cramer-von Mises ¢ Brown e Forsythe’s,
respectivamente. Posteriormente, os resultados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia, utilizando-se o programa SAS 9.4 (Statistical Analysis System, 2013) através do
procedimento PROC MIXED. As médias foram comparadas por meio do teste “Tukey” em
nivel de 5% de probabilidade.

O modelo estatistico utilizado para avaliar as silagens de milho armazenadas por 120 dias

antes da realocacéo foi:

Yij=pn+IMi+ei
Onde Yij é o valor de cada observacdo; u, a média geral; IMi, o efeito fixo do inoculante

microbiano; ei, o erro padrao.

O modelo estatistico utilizado para avaliar as silagens de milho em processo de realoca¢do

e as silagens de milho realocadas ou néo foi:

Yij = p+ IMi + TRj + Nij + Eij
Onde Yij é o valor de cada observacdo; u, a média geral; IMi, o efeito fixo do inoculante
microbiano (SI, LPPA, LPLB e LB); TRj, o efeito fixo do tempo de realocagéo (0, 12, 24, 36,

48 e 60 horas); ei, 0 erro padrdo.

2.3 Resultados

Silagens de milho armazenadas por 120 dias antes da realocacao

Observou-se efeito (P<0,05) de inoculante microbiano (IM) sobre a temperatura,
caracteristicas microbioldgicas e quimicas das silagens de milho avaliadas (Tabela 1). As
silagens tratadas com IM tiveram menores perdas de matéria seca (%MS), contagem de
leveduras e concentracdo de nitrogénio amoniacal do que as silagens sem inoculante (SI). As
silagens tratadas com LPPA e LB tiveram menores perdas por efluentes do que as silagens Sl
e tratadas com LPLB. A contagem de mofos foi menor nas silagens tratadas com LPPA

diferindo das demais.
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Tabela 1 — Temperatura, composicao microbioldgicas e quimicas de silagens de milho tratadas
ou ndo com inoculante microbiano (g/kg de MS)

Item Sl LPLB LPPA LB EPM p_valor
Temperatura (°C) 27,78 27,52 27,78 27,3° 0,01 <0,01
Perdas de MS 64,22 55,3° 32,3° 28,4° 0,14 <0,01
Efluentes (g/kg) 4,02 3,10° 1,07° 0,51° 0,35 <0,01
Mofos (ufc/g) 2,08 2,28 1,7° 2,12 0,05 <0,01
Leveduras (ufc/g) 3,5 2,5 2,6 2,6 0,05 <0,01
N-NH3 (%NT) 592 2,4 2,2 2,5 0,20 <0,01
pH 4,00 4,12 4,0° 3,9¢ 0,01 <0,01
Acido latico: Acido acético 24,4b 23,20 25,3 31,72 0,12 <0,01
Acido latico 79,7° 73,3 77,5° 87,62 0,23 <0,01
Acido acético 32,9 31,7 30,8 27,8 0,12 0,09
Acido propiénico 5,52 6,6% 6,9° 4,0b 0,04 <0,01
Etanol 7,42 4,7° 4,40 3,9° 0,05 <0,01
1,2 propanodiol 3,02 0,94 1,4¢ 2,0° 0,01 <0,01
Matéria seca (g/kg) 290,6° 301,32 296,9% 300,92 0,19 <0,01
Mateéria organica 954,1 953,2 953,2 954,7 0,09 0,60
Proteina bruta 61,8° 63,5% 65,82 57,8° 0,14 <0,01
Extrato etéreo 24,3 30,7 31,2 33,1 0,28 0,19
Fibra em detergente neutro 477,0° 479,0° 485,0 528,02 0,32 <0,01
Carboidratos néo fibrosos 390,32 379,18 372,18 335,4° 0,53 <0,01

Sl —sem inoculante, LPLB - Lactobacillus plantarum + Lactobacillus buchneri, LPPA- Lactobacillus plantarum
+ Propionibacterium acidipropionici, LB- Lactobacillus buchneri, MS- matéria seca, Ufc- unidade formadora de
colénia em logio, %NT- porcentagem do nitrogénio total. Letras mindsculas iguais na linha, ndo diferem pelo test
tukey (nivel de significancia a<0,05).

As silagens tratadas com LB tiveram maior teor de acido latico, maior proporcao de acido
latico: acido acético e menor pH do que as silagens Sl, e tratadas com LPLB e LPPA. Todas as
silagens tiveram concentragdes iguais de acido acético. As silagens tratadas com LPPA tiveram
concentracdo de acido propiénico semelhante as silagens Sl, as quais também tiveram maior
concentracdo de 1,2-propanodiol e etanol do que as silagens tratadas. As silagens tratadas com
LPLB e LB tiveram maior teor de matéria seca do que as silagens Sl, mas as silagens tratadas
com LPPA tiveram teor de MS semelhante a essas silagens. As silagens de milho tiveram
semelhantes (P>0,05) teores de MO e EE. As silagens tratadas com LPPA tiveram maior teor
de PB do que as silagens Sl e tratadas com LB, sendo que as Ultimas citadas tiveram maior teor

de FDN e menor teor de CNF em comparacao as demais silagens.

Silagens de milho em processo de realocacao

Houve interacdo (P<0,05) IM x TR (tempo de realocacdo) na maioria das variaveis
avaliadas nas silagens de milho antes da realocacdo (Tabela 2). No entanto, isso ndo foi
observado na temperatura das silagens, que apresentou diferenca apenas no TR, onde as
silagens tiveram temperatura mais baixa (27.6°C) quando ndo expostas e mais elevada (31.5°C)

qguando expostas por 60h. As silagens tratadas com IM tiveram menor (P<0,05) contagem de
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mofos que silagens SI quando expostas por 12 e 24h. As silagens tratadas com LPLB tiveram
menor contagem de mofos que as demais quando expostas por 24h. Silagens tratadas com LB
tiveram maior contagem de mofos que as demais quando expostas por 48h. As silagens Sl
exibiram maiores contagens de mofos quando ndo expostas e quando expostas por 12h, e
menores contagens apos 24h de exposicao. As silagens tratadas com IM apresentaram maiores
contagens de mofos no momento da abertura, e ap6s 12h de exposic¢ao as contagens foram mais
baixas.

Observou-se que as silagens Sl tiveram maior (P<0,05) contagem de leveduras do que as
silagens tratadas com IM quando ndo expostas e quando expostas por 12h. As silagens tratadas
com LPLB tiveram maior contagem de leveduras do que as demais quando expostas por 24h.
As silagens tratadas com LPPA tiveram maior contagem de leveduras do que as demais silagens
guando expostas por 48h. As silagens tratadas com LB ndo tiveram maiores contagens de
leveduras que as demais silagens em nenhum dos TR. As silagens tratadas com LPLB e LB
tiveram maiores contagens de leveduras quando expostas por 60h. Ja as silagens tratadas com
LPPA tiveram maiores contagens ap6s 48h de exposicdo. As silagens tratadas com LPLB
tiveram o menor teor de matéria seca do que as silagens Sl, e tratadas com LPPA e LB quando
expostas por 60h. Contudo, todas as silagens tiveram maior teor de matéria seca quando
expostas por 60h do que quando ndo expostas.

As silagens Sl tiveram maior concentragdo de nitrogénio amoniacal do que as silagens
tratadas com LPLB e LPPA quando ndo expostas e quando expostas por 12 e 24h, e semelhante
as tratadas com LB quando expostas por 12-60h. Ja as tratadas com LPLB e LPPA tiveram
concentracdo de nitrogénio amoniacal semelhante as Sl quando expostas por 36-60h. Ap6s 36h
de exposicao, as silagens Sl tiveram concentragdo de nitrogénio amoniacal menores do que as
guando néo expostas e quando expostas por 12 e 24h. O pH das silagens teve uma pequena
diferenca (P<0,05) apenas para 0 TR, onde as silagens tiveram pH mais alto (4.0) quando nao
expostas e mais baixo (3.9) quando expostas por 60h. A interacdo IM x TR indicou que as
silagens tratadas com LB tiveram maior proporcao acido latico: acido acético do que as silagens
SI quando ndo expostas, mas semelhante a essas silagens quando expostas por 12h.

Jé as silagens tratadas com LPLB e LPPA tiveram a proporcéo acido latico: acido acético
semelhante as silagens SI em todos os TR. As concentragdes dos acidos latico e acético tiveram
diferengas (P<0,05) em relagéo ao uso do IM e ao TR, isoladamente. As silagens tratadas com
LB tiveram maior concentragdo de 4cido latico do que as silagens Sl e tratadas com LPPA, mas

também tiveram menor concentracdo de acido acético.
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Tabela 2 - Temperatura, caracteristicas microbiolédgicas e quimicas de silagens de milho sem e com inoculante microbiano ap6s exposicao aerdbia (g/kg de MS)

ltem TR (horas) Temperatura Mofos Leveduras  Matéria oH N-NH; Agido latico: chdo Agi_(jo Aindo_ Etanol 12-
(°C) (ufc/g) (ufc/g) seca (g/kg) (%NT)  Acido acético  latico acético  propibnico Propanodiol
IM
Sl 0 27,7 2,01 3,54¢ 290,2¢ 4,0 5,9/ 24,482 79,7 32,9 55 7,4%2 3,0
12 27,7 2,0M 3,6%° 339,9° 3,8 5,374 25,618 75,5 29,6 7,07 2,1° 53
24 27,6 1,640 3,58¢ 346,4° 3,8 4,97 23,1% 73,6 31,7 9,5% 2,14¢ 31
36 28,6 1,0° 3,87 336,8" 3,7 2,4A8b 20,880 64,3 31,1 8,07 4,37 2,6
48 28,6 1,28¢ 3,080 345,9P 3.8 2,0480 24,5% 63,8 26,7 8,3 1,4 2,7
60 34,2 1,1° 4,97 397,74 39 2,6480 36,3 57,7 17,6 5,9 0,6° 45
LPLB 0 27,5 2,2ha 2,58¢ 300,0° 41 2,48 23,28 73,3 31,7 6,6 4,782 0,9
12 21,7 1,68° 3,08¢ 354,42 39 2,48 22,78 69,4 30,5 7,77 2,6° 1,3
24 26,7 1,0 4,04 358,6° 38 2,18 29,2 76,7 26,4 5,38¢€ 1,280 1,2
36 28,3 1,1° 3,770 362,22 3,7 1,88 24,08 65,2 27,2 5,478 1,280 1,1
48 28,8 1,08¢ 3,780 363,02 39 1,98 26,1 67,6 26,7 6,6 1,2° 1,0
60 30,1 1,0° 4,61 350,182 3.8 2,08 27,3 68,9 25,6 6,5 1,2° 1,6
LPPA 0 27,7 1,78 2,65¢ 296,1° 4,0 2,18 25,3ABab 77,5 30,8 6,9 4,482 1,4
12 27,5 1,58 2,98¢ 339,5 3,8 2,98 23,18 69,2 30,2 7,37 1,9° 2,0
24 27,0 1,48 3,1¢¢ 337,8° 3,8 2,38 24,0% 68,4 28,9 7,878 3,3/ 2,0
36 28,9 1,3 3,87 359,4% 37 2,38 26,7482 69,2 26,2 6,28 1,480 0,8
48 27,9 1,08¢ 5,01 369,2° 38 2,378 27,8% 67,8 24,4 5,2 1,0 0,7
60 30,2 1,0° 4,87 388,244 39 2,078 29,52 60,2 20,3 43 0,9 0,7
LB 0 27,3 2,172 2,68¢ 300,8° 39 2,58 31,64 87,6 27,8 4,0 3,982 2,0
12 27,2 1,88 2,5¢¢ 373® 3,8 4,27 30,94 80,3 26,0 3,28 0,9 0,8
24 26,6 1,48bc 2,20¢ 340,8° 3,8 4,17 30,8% 75,4 24,5 3,3¢ 2,5/ 23
36 28,0 1,2¢ 3,380 355,42 37 4,97 31,1A 75,4 24,4 3,68 1,080 1,8
48 28,7 1,4R0 3,3¢ 369,72 39 4,1~ 27,1° 64,5 23,9 4,4 1,0° 1,6
60 31,4 1,0° 3,988 383,34 38 417 36,3 63,4 17,6 45 1,0 1,4
EPM 0,27 0,11 0,19 0,73 0,03 0,21 0,16 0,34 0,16 0,08 0,36 0,06
Efeitos
IM 0,06 <0,01 <0,01 0,08 0,27 <0,01 <0,01 0,02 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
TR <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,01 <0,01 0,03 <0,01 <0,01 0,24 <0,01 0,40
IM x TR 0,16 <0,01 <0,01 <0,01 0,98 <0,01 0,01 0,12 0,08 <0,01 <0,01 0,30

Sl — sem inoculante, LPLB - Lactobacillus plantarum + Lactobacillus buchneri, LPPA- Lactobacillus plantarum + Propionibacterium acidipropionici, LB- Lactobacillus buchneri, Ufc- unidade
formadora de coldnia em logio, IM- inoculante microbiano, TR — tempo de realocagdo, IMXTR — interacdo dos fatores. Letras mailsculas comparam inoculantes microbianos dentro de cada tempo e
letras mindsculas comparam os tempos dentro de cada inoculante, onde letras iguais ndo diferem pelo teste de tukey (nivel de significancia a<0,05).
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De maneira geral, as silagens tiveram maior concentragdo de acido latico e acido acético
(79.5 e 30.8 g/kg, respectivamente) quando TR ndo expostas e menor (62.6 e 2.03 g/kg,
respectivamente) quando expostas por 60h. As silagens tratadas com LPPA tiveram
concentracdo de acido propidnico semelhante (P>0,05) as silagens S| quando expostas por 12,
24 e 36h.

A interacdo (P<0,05) IM x TR indicou que as silagens tratadas com LB tiveram menor
concentracdo de acido propidnico do que as silagens Sl e, tratadas com LPLB e LPPA quando
expostas por 12h, mas as silagens tratadas com LPLB tiveram teor desse acido semelhante as
silagens tratadas com LB quando expostas por 24h, ambas menores do que a concentragdo
observada nas silagens controle. As silagens SI também tiveram maior concentracdo de acido
propiénico do que as silagens tratadas com LB quando expostas por 36h. As silagens Sl tiveram
maior concentracdo de etanol do que as silagens tratadas com IM quando o ndo expostas e
quando expostas por 36h. As silagens tratadas com LPLB tiveram menor concentracao de etanol
quando expostas por 24h. Apesar das variacdes nas concentragdes de etanol, todas as silagens
avaliadas apresentaram maior concentracdo de etanol quando ndo expostas e menor quando
expostas por 36h. As concentrac6es de 1,2 propanodiol tiveram diferencas (P<0,05) em relacdo
ao uso do IM. As silagens Sl tiveram maior concentragdo de 1,2 propanodiol que as silagens

tratadas com inoculante microbiano.

Silagens de milho realocadas ou nédo

Observou-se interacdo (P<0,05) IM x TR para a maioria das varidveis avaliadas nas
silagens de milho (Tabela 3 e 4). Mesmo apds 210 dias de fermentagdo a contagem de mofos
nas silagens de milho foi elevada e semelhante ao das silagens realocadas pelo menos até 24h
de TR. As silagens tratadas com LPLB e LB tiveram menor contagem de mofos do que as
silagens Sl quando realocadas em 36 e 60h. As silagens tratadas com LPPA tiveram maiores
contagens de mofos quando realocadas apos 36, 48 e 60h quando comparadas as silagens
realocadas nas primeiras 24h. As contagens de leveduras tiveram diferencas (P<0,05) em
relagdo ao uso do IM. As silagens realocadas tratadas com LPPA tiveram maior contagem de
leveduras do que as silagens Sl, e tratadas com LPLB e LB. Contudo, as silagens tiveram
semelhante (P>0,05) contagem de bacteérias acido laticas e pH. As concentracdes de acido latico
tiveram diferencas (P<0,05) em relagdo ao TR, onde as silagens tiveram concentracao de acido
latico maior (média de 73.4 g/kg de silagem) até 24h de TR, e menor apds 36h de TR (média
de 69.24 g/kg de silagem).
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As concentragdes de acido acético tiveram diferencas (P<0,05) em rela¢do ao uso do IM
e ao TR, isoladamente. As silagens Sl, e tratadas com LPLB e LPPA tiveram maior
concentracdo de acido acético do que as silagens tratadas com LB. De forma geral, todas as
silagens tiveram concentracdo de acido acético maior (31.2 g/kg) quando nédo realocadas e
menor (23.5 g/kg) quando TR foi de 60h. A interacdo (P<0,05) IM x TR indicou que as silagens
tratadas com LPPA tiveram concentracdo de &cido propionico semelhante (P>0,05) as silagens
Sl quando néo realocadas ou quando TR foi de 12 e 24h, mas tiveram concentracdo de &cido
propiénico menor que as silagens SI quando TR foi 36; 48 e 60h.

As silagens Sl tiveram menor concentracdo de acido propidnico quando ndo realocadas
diferindo dos TR, os quais foram maiores e iguais. Enquanto as silagens tratadas com LPLB
tiveram concentracdo de acido propidnico varidvel nos TR, onde foi maior quando ndo
realocada, 12 e 48h e menor quando 24, 36 e 60h. As silagens tratadas com LB tiveram maior
concentracdo de &cido propibnico quando TR foi de 48h, diferindo das concentrages nos
demais TR. Ja as silagens tratadas com LPPA tiveram concentracdo de &cido propidnico
semelhantes nos TR estudados. As silagens Sl tiveram maior concentracdo de etanol que as
silagens tratadas com IM quando néo realocadas, mas quando TR foi de 12h as silagens tratadas
com LPPA tiveram concentracdo semelhante (P>0,05) a essas silagens. Nos demais TR néo
houve diferenca na concentracéo de etanol das silagens.

As silagens Sl quando ndo realocadas também tiveram maior concentracdo de 1,2-
propanodiol, mas quando TR foi de 12h as silagens tratadas com LB tiveram concentracao
semelhante (P>0,05) a essas silagens, assim como as silagens tratadas com LPLB, que tiveram
concentracdo semelhante a essas silagens quando TR foi de 24h. No entanto, quando o TR foi
de 48h, as silagens Sl tiveram maior concentracdo desse alcool. As silagens Sl e tratadas com
LB, quando n&o realocadas tiveram maior concentragdo de 1,2-propanodiol do que as silagens
realocadas. Ja as silagens tratadas com LPLB e LPPA realocadas e ndo realocadas tiveram

concentracdes semelhantes desse alcool.



27

Tabela 3 - Caracteristicas microbioldgicas e fermentativas de silagens de milho realocadas, sem e com inoculante microbiano (g/kg de MS)

ltem TR (horas) Mofos  Leveduras ngtérias acido oH N-NH; Ac_ido Iétligo: Ac_ido Agi_(jo AgiAdq Etanol 12-
(ufc/g) (ufc/g) laticas (ufc/g) (%NT)  Acido acetico latico acético  propidnico Propanodiol
IM
Sl Nao realocada 4,0 2,5 3,0 3,9 2,77 22,8 74,9 32,9 5,140 7,472 6,442
12 4,1 2,0 3,3 3,8 2,7 26,5 77,2 29,5 6,1~ 1,60 3,470
24 4,2 2,2 3,7 3,8 2, 4R 21,5 73,0 34,1 8,1~ 0,7¢ 2,3A0c
36 4,5R 2,3 4,1 3,8 2,3Aab 21,6 64,8 30,0 7,94 0,6° 2,20
48 4,478 2,5 4,1 3,8 2,080 27,3 72,3 26,8 7,778 0,7¢ 4,2A%0
60 4,6~ 2,0 52 3,9 2,00 25,28 66,1 26,0 7,378 0,7¢ 0,6°¢
LPLB Nao realocada 3,6 2,2 5,6 3,8 1,68 18,7° 60,4 32,7 6,478 3,6 0,68
12 3,7 2,0 4.4 3,8 1,78 26,4% 77,5 29,3 7,372 0,78b 0,68
24 3,8 2,1 3,7 3,7 1,68 30,62 76,4 25,1 4,28¢ 0,7° 1,47
36 3,68 2,7 4,5 3,8 1,58 25,7% 67,8 26,4 5,18bc 0,6° 1,6
48 3,88¢ 2,9 4,5 39 2,08 22,9% 64,3 27,9 7,04 0,7° 1,68
60 3,38 2,3 3,9 3,9 1,7 27,9782 69,3 24,8 5,540 0,6° 1,3
LPPA Nao realocada 3,3 2,9 4,8 3,8 2,18Bab 22,5 70,5 32,0 4,77 5,282 0,98
12 3,7° 3,0 4,2 3,8 2,28ab 24,62 72,5 30,0 6,3 1,740 0,48
24 3,7° 3,1 4,4 38 1,680 25,3% 76,3 30,2 6,24 0,7¢ 0,38
36 4,34 2,9 4,2 3,9 1,7Bb 27,3® 73,1 26,9 5,48 0,6° 0,7
48 4,774 3,1 4,5 3,8 2,2A% 24,9% 65,1 26,2 5,38 0,8¢ 0,48
60 4,574 2,9 4,6 3,9 2,62 30,978 71,8 23,2 4,78 0,6° 0,2
LB Nao realocada 3,4 2,3 5,0 3,9 3,54 27,3 73,1 26,7 3,580 1,9Pa 2,852
12 3,7 2,4 3,6 3,8 2,9° 29,4 83,7 28,5 3,080 0,980 2,178
24 3,5 2,3 3,8 3,8 3,2 25,0 66,0 27,0 3,980 0,9° 1,64
36 3,48 2,4 3,9 3,8 2,8~ 29,3 72,0 24,7 3,280 0,8° 1,4°
48 3,3¢ 2,8 3,9 3,8 2,3~ 32,5 74,6 23,0 5,284 0,6° 1,780
60 3,38 3,0 3,8 3,8 2,6 36,34 69,7 19,8 3,980 0,8 0,3¢
EPM 0,16 0,22 0,68 0,04 0,17 0,19 0,24 0,15 0,56 0,13 0,04
Efeitos
IM <0,01 <0,01 0,16 0,68 <0,01 <0,01 0,45 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
TR <0,01 0,05 0,41 0,34 0,01 0,01 0,02 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
IM x TR <0,01 0,34 0,28 0,96 <0,01 <0,01 0,16 0,16 <0,01 <0,01 <0,01

Sl —sem inoculante, LPLB - Lactobacillus plantarum + Lactobacillus buchneri, LPPA- Lactobacillus plantarum + Propionibacterium acidipropionici, LB- Lactobacillus buchneri,
Ufc- unidade formadora de col6nia em logio, IM- inoculante microbiano, TR — tempo de realocacdo, IMXTR — interacdo dos fatores. Letras mailsculas comparam inoculantes
microbianos dentro de cada tempo e letras mindsculas comparam os tempos dentro de cada inoculante, onde letras iguais ndo diferem pelo teste de tukey (nivel de significancia
0<0,05).
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Em relacdo a composicao quimica (Tabela 4), as silagens tratadas com LB tiveram maior
teor de MS do que as silagens Sl, e tratadas com LPLB e LPPA quando TR foi de 48h, mas
essas silagens tiveram maior teor de MS do que as silagens SI quando TR foi de 60h. As silagens
avaliadas tiveram teor de MS menor quando néo realocadas e maior quando TR foi de 60h. As
silagens tratadas com LPLB tiveram teor de MO variavel entre os TR, mas as silagens nao
realocadas tiveram teor de MO igual ao das silagens realocadas quando o TR foi de 60h.

As silagens com LPLB tiveram maior teor de PB do que as Sl, e as tratadas com LPPA e
LB quando néo realocadas e quando TR foi de 24, 36, 48 e 60h. As silagens Sl tiveram teor de
PB semelhante as silagens tratadas com LPLB somente quando TR foi de 12h. As silagens
tratadas com LPLB tiveram teor de PB maior quando nao realocadas e quando o TR foi de até
48h, e menor quando TR foi de 60h. As silagens tratadas com LPPA e LB tiveram menor teor
de EE do que as silagens SI quando néo realocadas, mas quando TR foi de 12h, todas as silagens
tratadas com IM tiveram menor teor de EE do que as silagens Sl. Entretanto, isso ndo foi uma
tendéncia nos TR de 24, 36 e 48h, onde teve pelo menos uma das silagens tratadas semelhante
as silagens SI.

As silagens avaliadas tiveram teor de EE semelhante quando TR foi de 60h. As silagens
tratadas com LB tiveram menor teor de EE quando n&o realocada e quando TR foi de 12h, e
maior nos demais TR. Essa tendéncia dos dados ndo foi observada nas silagens Sl, e tratadas
com LPLB e LPPA, as quais tiveram teores de EE varidveis nos TR. O teor de FDN foi
semelhante em todas silagens. As silagens tiveram semelhantes teores de carboidratos ndo
fibrosos (CNF) quando ndo realocadas e quando o TR foi de 12, 36, 48 e 60h. As silagens
tratadas com LB tiveram maior teor de CNF do que as silagens Sl e tratadas com LPPA quando
TR foi de 24h. Essas silagens tiveram teores de CNF variaveis nos TR.

As silagens tratadas com LPPA E LPLB tiveram menores perdas de matéria seca do que
as silagens SI quando TR foi de 60h. A estabilidade aerdbia das silagens teve diferenca
(P<0,05) em relacdo ao uso do IM e ao TR, isoladamente. As silagens tratadas com LB tiveram
menor estabilidade aerdbia do que as silagens S, e tratadas com LPLB e LPPA. A estabilidade
aerobia foi maior nas silagens quando realocadas nos tempos 12, 24, 36, 48 e 60h (136, 138,

141, 150 e 153, respectivamente) do que nas ndo realocadas (92h).
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Tabela 4 — Composi¢do quimica (g/kg de MS) e estabilidade aerdbia de silagens de milho realocadas, sem e com inoculante microbiano

Matéria Matéria Proteina  Extrato Perdas de MS Estabilidade  Temperatura
Item TR (horas) seca (g/kg)  orgénica bruta etéreo FDN CNF total aerdbia (h) méxiFr)na (°C THM (n) pH
IM
SI N&o realocada  303,8° 957,6 65,48 29,9 452,2 410,0 46,6 122 28,984 5g8b 4,49
12 309,1° 956,5 65,518 32,9 448,9 409,1 102,6 137 26,3% 1532 4,19
24 316,1° 957,7 60,88 33,2 450,9 412,78 96,7 168 22,780 1642 4,55
36 339,82 957,3 58,68 32,1 438,7 428,0 62,8 168 22,7° 1612 4,63
48 334,982 957,8 59,98 30,1 435,8 432,0 81,5 168 25,0 1462 4,48
60 335,282 958,4 60,8 30,5 407,9 459,2 126,74 165 23,5° 1622 4,77
LPLB Nao realocada 308,6° 957,52 75,042 26,62 411,2 4447 41,3 105 28,352 1324 4,75
12 316,90 954,3b 74,6 A% 19,62 427,2 432,9 96,4 166 24,92 157 4,68
24 321,1% 955,8° 74,4A% 19,28 422,8 439,378 98,7 142 26,342 151 4,27
36 345,42 957,02 73,8A¢ 18,28 427,8 437,2 63,1 141 25,52 158 4,56
48 318,38 954,9° 72,6A% 12,8b 464,8 404,7 93,7 168 23,00 108 4,63
60 344,1Aba 962,5? 64,380 20,22 418,1 459,8 62,58 168 22,9 153 4,19
LPPA N&o realocada  316,6° 962,5 62,48 15,0 4254 459,7 58,7 70 28,28 1247 4,32
12 322,0° 963,2 64,88 18,4b 423,5 456,5 68,3 149 27,0 147 4,14
24 325,80 957,0 60,48 26,78 457,6 412,48 45,8 143 25,24 162 4,03
36 347,02 954,1 58,98 20,78 440,4 434,2 45,6 139 25,2 162 4,40
48 335,582 956,1 60,98 17,8° 456,3 421,1 60,8 160 24,8 165 4,28
60 350,74 956,0 60,1 18,6° 447.8 429,4 31,38 157 23,7 161 3,96
LB Nio realocada  312,2° 960,1 55,3¢ 13,4° 449,9 441 5% 48,4 71 33,0% 99AP 4,03
12 320,0° 959,8 64,18 14,8b 407,0 473,9% 72,4 94 30,3%® 1342 3,92
24 326,5° 957,1 62,58 18,52 387,1 489,072 50,9 97 29,3/ 1312 3,93
36 333,7° 959,0 60,48 25,52 435,7 437,4% 50,8 116 27,0 1532 3,85
48 346,772 959,0 58,78 29,52 4441 437,10 61,5 103 25,5P 1642 4,18
60 363,6"2 958,1 56,3 25,52 423,2 454 42 93,6" 123 27,1° 1602 4,15
EPM 0,50 0,17 0,17 0,22 1,42 1,41 0,44 9,29 0,96 14,9 0,28
Efeitos
IM <0,01 0,28 <0,01 <0,01 0,12 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,23 <0,01
TR <0,01 0,14 <0,01 <0,01 0,14 0,07 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,85
IMxTR 0,04 0,01 0,02 <0,01 0,06 0,01 <0,01 0,08 <0,01 <0,01 0,94

Sl — sem inoculante, LPLB - Lactobacillus plantarum + Lactobacillus buchneri, LPPA- Lactobacillus plantarum + Propionibacterium acidipropionici, LB- Lactobacillus buchneri,
Ufc- unidade formadora de col6nia em logio, MS- matéria seca, FDN- fibra em detergente neutro, CNF- carboidratos néo fibrosos, THM — tempo em horas para atingir a temperatura
méaxima, IM- inoculante microbiano, TR — tempo de realocacdo, IMxTR — interacdo dos fatores. Letras maidsculas comparam inoculantes microbianos dentro de cada tempo e letras
minusculas comparam os tempos dentro de cada inoculante, onde letras iguais ndo diferem pelo teste de tukey (nivel de significancia a4<0,05).
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A interacdo (P<0,05) IM x TR indicou que as silagens ndo realocadas tratadas com LB
tiveram maior temperatura maxima (TM) que as silagens Sl, e tratadas com LPLB e LPPA.
Essas silagens tiveram menor TM quando TR foi 36, 48 e 60h em relacdo as silagens nédo
realocadas. As silagens Sl tiveram menor TM quando TR foi de 24h. As silagens tratadas com
LPPA néo diferiram para TM nos TR. As silagens tratadas com LPLB tiveram maior TM
quando ndo realocadas e quando TR foi 12, 24 e 36h. As silagens Sl apresentaram menor TM
nos TR de 24, 36, 48 e 60h em relacdo as silagens ndo realocadas. As silagens SI quando nédo
realocadas apresentaram menor tempo em horas para atingir a temperatura maxima (THM) do
que as silagens tratadas com IM. As silagens tratadas com LB tiveram maior THM quando TR
foi 12, 24, 36 e 60h em relacdo a ndo realocada.

2.4 Discussao

Silagens de milho armazenadas por 120 dias antes da realocacao

Embora a planta de milho apresente um conjunto de caracteristicas desejaveis (MS,
acucares fermentaveis e baixo poder tampao) ao processo de ensilagem, muitos fatores podem
afetar o tipo de fermentacdo que ocorre no silo. Entre eles, os tipos e a populacdo de
microrganismos epifitica da planta tém efeitos profundos. Em situac6es, onde essa populacdo
ndo € dominada por microrganismos que produzem &cido latico, fermentagdes secundarias e
indesejaveis podem ocorrer e outros produtos, por exemplo, nitrogénio amoniacal, &cido acético
e etanol, podem ser observados nas silagens em concentragfes atipicas (Kung et al., 2018).
Neste estudo, a populacdo de microrganismos epifitica das plantas de milho provavelmente era
constituida por um numero elevado de BAL e outros microrganismos, resultando em producao
de vérios produtos na fermentacédo, principalmente nas silagens Sl.

Além do mais, as silagens tratadas com cepas de bactérias heterofermentativas, capazes
de produzir durante a fermentagdo os acidos acéticos (LPLB e LB) e propinico (LPPA),
provavelmente, tiveram seus efeitos reduzidos devido a populacdo epifitica de BAL ter sido
maior que a quantidade aplicada no inoculante (Muck, 2010), e por isso as concentracdes desses
acidos ndo foram maiores nas silagens tratadas em relacdo as silagens SI. Contudo, as silagens
com IM em relacdo as Sl, tiveram melhor perfil fermentativo na ensilagem, pois as cepas
inoculadas, possivelmente deram vantagem competitiva as BAL presentes na massa, e assim, a
producdo de acido latico e consequente reducao no pH ocorreu de maneira mais rapida, inibindo
o0 crescimento de microrganismos indesejaveis e consequentemente, as perdas de MS.
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Jé as silagens Sl, apesar de terem tido adequadas concentracdes de acido latico tiveram
fermentagdes secundarias durante o processo fermentativo, onde microrganismos indesejaveis
utilizaram como substratos carboidratos solUveis e proteinas, e formaram como produtos dessa
fermentacdo maior concentracdo de etanol e nitrogénio amoniacal, justificando a maior perda
de MS dessas silagens. Mesmo assim, a intensidade de perdas ndo foi o suficiente para causar
alteragBes na composicdo quimica das silagens Sl. As silagens SI também tiveram maior
concentracdo de 1,2- propanodiol, e isso deve ter acontecido pela atividade da populacéo de LB
epifitica e tempo de conservacao das silagens. Esses resultados sdo semelhantes ao observado
por Elferink et al. (2001) e Kristensen et al. (2010) que relataram a presenca desse alcool em
silagens de milho ndo tratadas quando conservadas por longos periodos (acima de 90 dias),
devido a maior atividade de LB.

Entre as silagens tratadas com 1M, as silagens tratadas com LPLB e LB, possivelmente
tiveram o processo fermentativo mais eficiente, visto que as perdas de MS foram menores
nessas silagens do que nas silagens tratadas com LPPA. As silagens tratadas com LB tiveram
maior consumo de acUcares solUveis para o processo fermentativo, isso resultou em uma
silagem com alto teor de FDN por essa fracdo ndo ser fermentavel por bactérias acido laticas e
insolivel em agua. Além disso, essas silagens tiveram maior acidificacdo pela maior
concentracdo de acido latico, o qual inibiu a atividade de microrganismos indesejaveis durante
a fase anaerdbia, resultando menor temperatura na silagem no momento da abertura do silo.

A baixa concentracdo de acido acético e 1,2-propanodiol pode ser considerado atipico,
pois LB caracteriza-se por apresentar rota metabdlica heterolatica, com capacidade de produzir
acido acético durante a fermentacdo, e também por fazer a degradacdo anaerdbia do acido latico
para 0 &cido acético e 1,2-propanodiol (Kung and Ranjit, 2001; Filya, 2003; Pahlow et al.,
2003). Tabacco et al. (2011), ao avaliar o efeito de duas cepas de LB, também tiveram um
resultado inesperado, onde as concentracbes de &cido acético e 1,2-propanodiol, duas
caracteristicas da atividade de LB, néo diferiram entre as silagens tratadas e néo tratadas.

O motivo para que a inoculacdo com LB (combinada ou ndo) ndo tenha elevado a
concentracdo de acido acético e 1,2 propanodiol pode ser a baixa taxa de inocula¢do usada de
10° ufc/g de silagem (Kleinschmit and Kung, 2006), a qual pode ser ineficaz mesmo em taxas
de aplicacdo de 4x 10° ufc/g de (Schmidt and Kung, 2010). Ou ainda, isso pode ter acontecido
em funcdo da dinamica de transformacédo de &cido latico em acido acético, a qual depende
primeiramente da cepa de LB utilizada, e das condigdes de temperatura (15-30°C) e pH (3.8)
que essa exige para fazer essa transformacéo (Elferink et al., 2001). Neste estudo, a temperatura

ambiente média foi de 27.6°C, enquanto a temperatura e pH das silagens foram em média de
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27.3 e 4.0, respectivamente, adequadas para o desenvolvimento das LB. No entanto, ndo se sabe
como a temperatura e o pH das silagens comportaram-se durante o processo fermentativo e se
foram adequados para as cepas do estudo. Logo, as condi¢des inadequadas também podem ter
influenciado na baixa concentracdo de acido acético nas silagens tratadas com LB. Apesar de
tudo, durante o processo de realocacao, as silagens tratadas com LB tiveram menor populagéo
de leveduras.

Silagens de milho em processo de realocacao

Ap0s o contado com o0 oxigénio presente no ar iniciou-se 0 processo de deterioracao da
massa, onde as leveduras tornaram-se metabolicamente ativas e iniciaram o uso de substratos
para crescimento. De regra, esses sdo 0 primeiro grupo de microrganismos a se desenvolver
devido ao baixo pH da silagem (Pahlow et al., 2003). J& os mofos, caracterizados por apresentar
crescimento mais tardio do que as leveduras (Borreani et al., 2018), provavelmente ndo tiveram
tempo suficiente (60h) em contato com o oxigénio para demostrar atividade de crescimento.
Algumas das leveduras envolvidas no processo de deterioracdo das silagens estudadas,
possivelmente eram assimiladoras de lactato, e por isso houve diminui¢do na concentragdo de
acido latico durante as 60h de realocacdo (Borreani et al., 2018).

Apos esse periodo, todas as silagens tiveram alto teor de MS, devido a perda de umidade
para 0 ambiente, e alta temperatura (>30°C), devido a liberacdo de calor pela atividade
metabolica das leveduras, e de outros microrganismos aerébios nao avaliados. A elevada
temperatura nas silagens também indica que elas estavam entrando em um processo de
deterioracdo mais avancado. Contudo, as alteracfes ocorridas até 60 h de realocacdo ndo
refletiram em aumento no pH das silagens, o qual poderia ter aumentado se as silagens tivessem
sido expostas por um periodo superior. O pH ndo aumentou (>4.2), porque as silagens mesmo
apos 60h de realocagéo, ainda apresentavam teor de acido latico adequado (Kung et al., 2018).

Entre as silagens tratadas com IM, as silagens tratadas com LB foram mais estaveis e ndo
tiveram populagéo de leveduras superior a 3.9 ufc/g. Possivelmente, esse resultado foi
observado neste estudo pelo fato das silagens tratadas com LB terem tido melhor inibi¢do ou
reducdo na populacédo de leveduras durante a fase anaerdbia de conservacao da silagem (Kung
et al., 1998; Muck, 2004). Além disso, a maior relagéo acido latico: &cido acético (Kung et al.,
2018) e menor concentracdo de produtos secundarios, também contribuiu para com os efeitos
desses acidos sobre a amostra, resultando em maior controle no crescimento das leveduras das

silagens durante a realocacéo.
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J& as silagens tratadas com LPPA foram mais instaveis e tiveram alta populagdo de
leveduras (>4.5 ufc/g), semelhante as silagens SI. Ao contrério disso, esperava-se que essas
silagens apresentassem maior controle no crescimento dos fungos pela acédo antifingica dos
acidos acético e propionico. No entanto, os acidos antifungicos ndo foram produzidos em
quantidades suficientes durante o processo fermentativo. Em um estudo semelhante, Filya et al.
(2006) observaram que a acidificacao rapida da silagem por BAL comprometeu o crescimento
das bactérias acido propidnicas ocasionando baixa producdo dos acidos acético e propionico,
tornando as silagens mais instaveis em condicdes aerobias.

Os compostos volateis (acido acético, &cido propidnico e alcoois) exceto a amdnia
tenderam a reduzir na maioria das silagens em exposi¢cdo pois podem evaporar continuamente,
sendo que a taxa de evaporacdo é maior em temperaturas mais altas. O &cido latico ndo foi
perdido da mesma forma que os compostos volateis porque para ocorrer a volatilizacdo, as
substancias devem estar na forma néo dissociada (Luiz et al., 2011). Outro fator determinante
da volatilizacdo de compostos é a propor¢do de dgua no meio, pois quanto mais seco o material,
maior a concentracdo dos compostos e taxa de evaporacdo. Diante disso, acredita-se que as
alteracdes no pH das silagens nos TR devem ter acontecido em func¢éo de trés fatores: a rapida
volatilizacdo dos compostos volateis, ao aumento no teor de MS e a lenta reducdo do acido
latico. Pois 0 aumento no teor de MS e a reducdo rapida dos compostos volateis, provavelmente

concentraram o &cido latico na silagem, e este a acidificou levemente.

Silagens de milho realocadas ou nédo

As silagens de milho ndo realocadas, provavelmente, tiveram bom processo fermentativo
na ensilagem, justificando a adequada concentragdo de acido latico nas silagens (Kung et al.,
2018). No entanto, as silagens tratadas com Lactobacillus plantarum (LPPA e LPLB)
provavelmente, tiveram o processo fermentativo mais acelerado, pois as cepas de bactérias
inoculadas devem ter proporcionado vantagem competitiva as bactérias desejaveis e produtoras
de acido latico (como as LP) da planta, resultando no rapido abaixamento do pH. O que €
essencial para reduzir perdas na fase aerobia (primeira fase do processo fermentativo na
ensilagem), onde ocorrem reacOes de respiracdo e protedlise decorrente da acdo enzimatica
dentro das células vegetais, e pela acdo de alguns microrganismos aerébios e anaerdbios
facultativos (Weinberg and Muck, 1996).

Quando microrganismos indesejaveis (leveduras e enterobactérias) se desenvolvem na

massa ensilada durante a fermentacdo no silo liberam etanol e Co2, indicando perdas
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fermentativas no processo, por isso, neste estudo as silagens Sl tiveram maior (7.4 g/kg de
silagem) concentragéo de etanol (Borreani et al., 2018). Ainda nas silagens ndo realocadas, a
maior concentracdo de 1,2 -Propanodiol nas Sl, confirma a ideia de que houve acentuada
fermentacdo por bactérias heterofermentativas epifitas da planta nessas silagens. Entre as
silagens com IM, as tratadas com LPLB tiveram menor protedlise, e por isso maior teor de PB
e baixa concentracao de nitrogénio amoniacal. Mesmo assim, as perdas de MS foram iguais nas
silagens nao realocadas. Durante a avaliacdo de estabilidade aerobia, as silagens tratadas com
LB (ndo realocadas) pareceram ter maior concentracao de substratos para o desenvolvimento
de microrganismos deterioradores, pois tiveram temperatura maxima muito alta (33°C).
Contudo, a estabilidade aerdbia aumentou quando TR aumentou, 0 que indica que todas as
silagens apresentaram menor concentracdo de substratos que as silagens ndo realocadas.

As silagens realocadas, provavelmente passaram por uma fase aerdbia maior que o
comum e tiveram um processo fermentativo prolongado devido a baixa concentracdo de
substratos e maior teor de MS, sendo mais evidente nas silagens que foram reensiladas apos
36h de TR, favorecendo a atividade de mofos. As silagens tratadas com LPPA durante o
processo de realocacdo ja haviam demonstrado ser mais sensiveis a atividade de leveduras, o
que refletiu em maiores contagens de leveduras independente do TR e maior atividade de mofos
nas silagens realocadas ap6s 36h de TR. A provavel baixa concentracdo de agucares sollveis
para a fermentacdo parece ter limitado o crescimento das bactérias &cido laticas e
consequentemente a producdo de acido latico e abaixamento do pH, mas isso ndo afetou o
controle da protedlise nas silagens tratadas com LPLB e LPPA néo realocadas e realocadas até
36h.

A maior concentracdo de &cido acético nas silagens Sl, e tratadas com LPLB e LPPA
pode indicar que possivelmente ocorreu atividade de bactérias do acido acético durante a
realocacgdo e no inicio do segundo processo fermentativo (fase aerdbia). Essas bactérias podem
se desenvolver junto com as leveduras e aumentar a concentracdo de &cido acético da silagem
(Muck, 2010). Alem disso, no momento da realocacdo, essas silagens ja tinham alta
concentragdo dos &cidos acético, o qual pode estimular o crescimento desse tipo de bactéria em
silagens de milho (Driehuis and VVan Wikselaar, 1996). Resultado semelhante foi observado por
Michel et al. (2016) ao avaliar o efeito da realocagdo e de um inoculante microbiano em silagens
de sorgo, onde as silagens reensiladas tiveram maior concentracao de &cido acetico nas silagens
reensiladas ap6s 24h de exposi¢do ao ar. Em geral, as silagens tratadas com LPPA tiveram
menor concentracdo de 1,2- Propanodiol, provavelmente porque tiveram menor populacgdo de

LB epifitica apds a realocacéo.
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Durante o processo de fermentacdo no silo, as bactérias presentes, provavelmente,
liberaram &gua durante o metabolismo, e por isso o teor de MS das silagens realocadas foi
menor do que o das silagens no momento da realocacdo, mas foram maiores nas silagens
realocadas do que nas ndo realocadas. As silagens tratadas com IM quando realocadas apds 60h
provavelmente tiveram maior teor de MS, porque tiveram menores perdas de MS, e por isso
provavelmente eram de maior qualidade do que as silagens realocadas ndo tratadas. A
concentracdo de substratos para a fermentacao, provavelmente era baixa e o teor de MS mais
alto, logo as condicdes para o eficiente processo fermentativo ndo eram ideais (Kung et al.,
2018). O teor de PB tendeu a ser maior nas silagens tratadas com LPLB, devido a menor acéo
de protedlise nessas silagens, justificada pela baixa concentracdo de nitrogénio amoniacal e
provavelmente baixo teor de nitrogénio soltvel (Kung et al., 2018). As alteracdes nos teores de
EE devem ter acontecido por causa da atividade de fungos, os quais quebram estruturas
complexas de carbono de materiais organicos para satisfazer suas necessidades de carbono e
nitrogénio para o desenvolvimento (Lange, 2017).

Os teores de FDN ndo alteraram nas silagens. Acredita-se que isso ocorreu devido o
tempo de realocacdo de 60h ndo ter sido o suficiente para que as silagens fossem totalmente
deterioradas. Resultados semelhantes foram observados por Chen e Weinberg (2014) e Michel
et al. (2016), onde as silagens de milho também ndo tiveram alteracdo no teor de fibra apds 48
e 24h, respectivamente. A melhor preservagéo das silagens tratadas com LB durante o processo
de realocacdo resultou em maior teor de CNF, os provavelmente foram consumidos por
leveduras durante a avaliacdo de estabilidade aerdbia, tornando essas silagens mais instaveis.
Durante a exposi¢do excessiva ao ar, as leveduras que utilizam lactato proliferam e oxidam o
acido latico, o acido acético e os carboidratos soltveis, produzindo diéxido de carbono e agua,
com liberacdo de calor (McDonald et al., 1991). O pH também tido como um indicador de
deterioracdo aerobica da silagem, pois o &cido latico é consumido pelas leveduras assimiladoras
de lactato durante a exposicédo aerobica, e a silagem torna-se favoravel ao crescimento de outros
microrganismos indesejaveis, como bolores e bacterias. Apesar disso, o pH das silagens tratadas
com LB foi menor. Isso pode indicar que a populagéo de leveduras assimiladoras de lactato néo
era dominante no processo de deterioracdo. No entanto, € melhor que o pH sempre seja
observado juntamente com outros parametros que identificam o processo de deterioracdo
aerobia, pois neste estudo ele ndo refletiu a deterioracdo aerdbia da silagem.

Conclui-se que silagens de milho tratadas com IM contendo as cepas Lactobacillus
plantarum (DSM3676; DSM3677) + Lactobacillus buchneri (DSM13573), Lactobacillus

plantarum + Propionibacterium acidipropionici ou Lactobacillus buchneri (DSM13573)
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apresentam melhor composi¢do quimica e caracteristicas fermentativas do que silagens de
milho ndo tratadas. O tempo de exposicao ao ar afeta as caracteristicas fermentativas de silagens
de milho. Silagens tratadas com Lactobacillus buchneri (DSM13573) apresentam melhor
controle no crescimento de leveduras durante 60h de exposicdo ao ar, mas perdem o efeito
antifungico quando submetida a um novo processo fermentativo (realocacdo). Silagens de
milho realocadas sdo mais estaveis do que as silagens ndo realocadas.
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3. EFEITOS DA REALOCACAO DE SILAGEM DE MILHO INOCULADA COM
ADITIVOS MICROBIANOS NA ESTABILIDADE AEROBIA, DIGESTIBILIDADE
APARENTE E DESEMPENHO DE CORDEIROS

RESUMO

Objetivou-se com esse estudo avaliar os efeitos da realocagdo de silagem de milho
inoculada ou ndo com Lactobacillus buchneri (LB) sozinho ou em combinacdo com
Lactobacillus plantarum (LBLP) na estabilidade aerobia, digestibilidade aparente e
desempenho de cordeiros. Nos ensaios de estabilidade aerdbia das silagens, assim também
como das dietas, foram usadas dezesseis unidades experimentais. Na avaliacdo de
digestibilidade foram usados vinte e quatro cordeiros Santa Inés pesando 17,4 + 2,0 kg. Na
avaliagcdo de desempenho foram usados trinta e seis cordeiros Santa Inés pesando 20,9 + 2,0 kg.
Em ambos os estudos, os cordeiros foram atribuidos aleatoriamente em cada 1 dos 4
tratamentos, sendo as dietas: silagem de milho sem inoculante ndo realocada (SISR); silagem
de milho sem inoculante realocada apds 24h de exposicao aerdbia (SIR); silagem de milho com
LB realocada ap6s 24h de exposicao aerobia (LBR); e silagem de milho com LBLP realocadas
apos 24h de exposicdo aerdbia (LBLPR). Na avaliacdo de digestibilidade, os cordeiros foram
alimentados com as dietas experimentais por 21 dias e foram avaliados 0 consumo de matéria
seca, a digestibilidade aparente e balanco de nitrogénio a partir de amostras de alimento
fornecido, sobras, fezes e urina obtidas em 7 dias de coleta. Na avaliagdo de desempenho, 0s
cordeiros foram alimentados com as dietas experimentais por 60 dias. O desempenho foi
avaliado a partir da determinacdo do consumo de matéria seca, consumo de nutrientes, ganho
de peso diario, conversdo alimentar e comportamento ingestivo dos cordeiros. Houve efeito
(P<0,05) da realocacdo e da inoculacdo microbiana, onde a silagem LBLPR teve maior
estabilidade que as silagens SISR, SIR e LBR. Néo houve efeito (P>0,05) da realocacdo e da
inoculacdo microbiana sobre o consumo e digestibilidade das silagens de milho, e
consequentemente, ndo houve efeito (P>0,05) sobre o balanco de nitrogénio dos cordeiros.
Houve efeito P<0,05) da realocacdo e da inoculacdo microbiana no consumo dos animais
avaliados no desempenho. A silagem SISR apresentou maior (P<0,05) consumo de fibra em
detergente neutro (FDN), devido a maior quantidade de FDN e menor quantidade de
carboidratos ndo fibrosos contidos nessa silagem quando comparadas as silagens SIR, LBR e
LBLPR. Contudo, ndo houve efeito (P>0,05) da realocacéo e da inoculacdo microbiana sobre
a conversao alimentar, ganho de peso diario e comportamento ingestivo. Conclui-se que as
silagens LBLPR sdo mais estaveis em ambiente aerdébio, diminuindo a quantidade diaria de
silagem deteriorada descartada. As silagens realocadas até 24h de exposicéo ao ar contendo ou
ndo inoculante microbiano ndo afetam a digestibilidade e o desempenho de cordeiros.

Palavras-chave: consumo, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus plantarum, qualidade da
silagem, reensilagem
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of reallocation of corn silage inoculated
or not with Lactobacillus buchneri (LB) alone or in combination with Lactobacillus plantarum
(LBLP) on aerobic stability, apparent digestibility and lamb performance. In the aerobic
stability tests of the silages, as well as of the diets, sixteen experimental units were used. In the
digestibility assessment twenty-four Santa Inés lambs weighing 17.4 + 2.0 kg were used. In the
performance evaluation thirty-six Santa Inés lambs weighing 20.9 + 2.0 kg were used. In both
studies, lambs were randomly assigned to each of the 4 treatments, the diets being: corn silage
without unallocated inoculant (SISR); corn silage without inoculant relocated after 24h of
aerobic exposure (SIR); corn silage with LB relocated after 24h of aerobic exposure (LBR);
and corn silage with LBLP relocated after 24h of aerobic exposure (LBLPR). In the digestibility
evaluation, the lambs were fed with the experimental diets for 21 days and the consumption of
dry matter, apparent digestibility and nitrogen balance were evaluated from samples of supplied
food, leftovers, feces and urine obtained in 7 days of collect. In the performance evaluation, the
lambs were fed with experimental diets for 60 days. Performance was assessed based on the
determination of dry matter intake, nutrient intake, daily weight gain, feed conversion and
ingestive behavior of the lambs. There was an effect (P <0.05) of the relocation and microbial
inoculation, where the LBLPR silage had greater stability than the SISR, SIR and LBR silages.
There was no effect (P> 0.05) of the relocation and microbial inoculation on the consumption
and digestibility of corn silages, and consequently, there was no effect (P> 0.05) on the lambs
nitrogen balance. There was an effect P <0.05) of the relocation and microbial inoculation in
the consumption of the animals evaluated in the performance. The SISR silage showed a higher
(P <0.05) consumption of neutral detergent fiber (NDF), due to a greater amount of NDF and
less non-fibrous carbohydrates contained in this silage when compared to the SIR, LBR and
LBLPR silages. However, there was no effect (P> 0.05) of relocation and microbial inoculation
on feed conversion, daily weight gain and ingestive behavior. It is concluded that LBLPR
silages are more stable in an aerobic environment, decreasing the daily amount of deteriorated
silage discarded. Silages relocated within 24 hours of exposure to air containing or not
microbial inoculants do not affect the digestibility and performance of lambs.

Key words: intake, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus plantarum, re-ensiling, silage quality
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3.1  Introducédo

A falta de planejamento dos recursos forrageiros € um dos principais motivos para a
reducdo da producdo de ruminantes nos periodos de baixa disponibilidade de forragem. Uma
alternativa de alimento volumoso para o0s animais nesse periodo seria a aquisi¢éo de forragens
conservadas. Nesse mercado, a demanda por silagens realocadas, tem aumentado. Produtores
que apresentam facilidade e seguranca na producdo de silagem fazem o planejamento para
produzir silagem em grande escala a fim de comercializar e abastecer o mercado de silagens
conservadas (DOS ANJOS et al., 2018).

Na confeccédo da silagem realocada, o alimento ja fermentado € retirado diretamente do
silo e passa pelos mesmos processos referentes a ensilagem da forragem fresca no campo
(CHEN; WEINBERG, 2014). A quebra da anerobiose e a exposi¢cdo da silagem ao ambiente
durante essas operacdes € inevitavel, ocorrendo sem um tempo fixo, variando de acordo com o
manejo de desabastecimento do silo até a completa realocacdo do alimento. A presenca do
oxigénio pode desencadear perdas no valor nutricional, em especial por leveduras, que iniciam
a deterioracdo da silagem, processo este ainda mais intenso em regides de elevada temperatura.
A constante utilizacdo dos nutrientes pelos microrganismos aerébios durante a realocacéo
ocasiona alteracdes do perfil dos componentes quimicos da silagem, reduzindo a ingestdo do
alimento, bem como a digestibilidade dos nutrientes pelos animais (GEARLACH et al., 2014;
MICHEL et al., 2016).

A deterioracdo da silagem é um processo que se inicia logo apds a quebra da sua
estabilidade, o que ndo necessariamente implica em alteracfes fisicas e organolépticas
imediatas, ou seja, as alteracdes na qualidade da forragem ocorrem muito antes desta apresentar
estagios avancados de deterioracdo (e.g. presenca de bolores na massa). Devido a isso, pouca
atencdo tem sido dada a esse assunto por se tratar, geralmente, de um problema assintomatico,
principalmente em silagens realocadas, que dependem fortemente do perfil de fermentacéo da
silagem que sera utilizada no processo, definindo as caracteristicas finais do alimento no final
da sua realocacdo. Diante disso, uma maior atencdo deve ser dada a todas as etapas de producgéo
da realocada, desde a forragem fresca no campo e, principalmente, durante o desabastecimento
do silo e consequente tempo de exposicao ao ar, etapa mais critica do processo de realocacéo.

Os inoculantes bacterianos contendo cepas de bactérias homo e heterofermentativas (e.g.
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus buchneri, respectivamente) sdo uma técnica
comumente difundida entre os produtores durante a ensilagem. Os principais efeitos sobre a

silagem estocada estdo no incremento do perfil de fermentacdo, com reducdo mais drastica do
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pH, e maior controle de microrganismos que desencadeiam o processo de deterioracdo, devido
a maior producdo dos &cidos latico e acético, durante a estocagem, respectivamente (Elferink
et al., 2001). Dessa forma, esse aditivo pode diminuir as perdas fermentativas e aumentar a
estabilidade das silagens em ambiente aerobio, proporcionando melhor perfil dos nutrientes
mesmo na silagem realocada, evitando a reducdo do consumo do alimento pelos animais.

O conhecimento sobre o consumo e o valor nutritivo dos alimentos é um fator que deve
ser dado atencdo na alimentacdo animal, visto que, o uso de alimentos de baixa qualidade ira
refletir em menor desempenho animal. Em se tratando de pequenos ruminantes, estes sao
animais muito mais sensiveis a qualquer tipo de alteracao no alimento fornecido, além de serem
muito mais seletivos em comparacdo a outros animais. Atualmente, existem poucos estudos
realizados com animais, principalmente pequenos ruminantes, para explicar os possiveis efeitos
da silagem realocada na ingestdo da forragem pelos animais. Com base no exposto, objetivou-
se com esse estudo avaliar o efeito do uso de inoculante microbiano e da realocagéo de silagens
de milho sobre a estabilidade aerobia, digestibilidade e desempenho de cordeiros.

3.2 Material e Métodos

Esse ensaio foi divido em trés ensaios experimentais e conduzido na Fazenda Escola de
Igarapé-Acu (FEIGA) pertencente & Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA), que
estd localizada a 01° 07' 44" de latitude sul, 47° 37" 12" de longitude oeste, situado a
aproximadamente 33 m de altitude, no municipio de lgarapé Acu, no estado do Para, Brasil, de
acordo com as recomendages da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), com nimero
de protocolo 022/2016 (CEUA) e 23084. 006712/2016-21 (UFRA).

A lavoura de milho foi cultivada nos meses de fevereiro a abril de 2018 no campo
experimental da FEIGA. Segundo a classificacdo de Kdppen o clima da regido é classificado
como Am, clima tropical, caracterizado por temperatura média de 26,4 °C e pluviosidade média
anual de 2.495 mm.

A semeadura do milho (K9105, RB9006, K9960 e 2B688) foi realizada em sistema de
plantio direto sobre a palhada de plantas invasoras. A adubacdo na semeadura foi de 300 kg/ha
do formulado 08—40-08 e a adubacao de cobertura foi realizada quando as plantas estavam no
estadio de seis folhas, ou seja, quarenta e trés dias apds a semeadura. Na ocasido foram
aplicados 180 kg/ha de nitrogénio e 120 Kg/ha de potassio, com auxilio da distribuidora de
sementes e fertilizantes, modelo SEMBRA — 600°.
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As plantas de milho foram ensiladas apresentando teor de matéria seca, matéria organica,
proteina bruta, extrato etéreo, fibra em detergente neutro e carboidratos ndo fibrosos de 36,7;
98,0; 6,6; 1,5; 37,5 e 52,4, respectivamente. Apds colhida, a massa de forragem foi pesada,
homogeneizada ou ndo ao inoculante (Lactobacillus buchneri - DSM13573 ou Lactobacillus
plantarum - DSM3676; DSM3677 + Lactobacillus buchneri - DSM13573) e compactada por
meio de pisoteio nos respectivos silos trincheira com capacidade de uma tonelada e meia.

No preparo dos inoculantes, eles foram diluidos em &gua destilada, e aplicados
uniformemente sobre a forragem dos respectivos tratamentos com auxilio de pulverizador,
visando alcancar 10° UFC/g de forragem de cada microrganismo.

Apos 90 dias da realizacdo da ensilagem, os silos foram abertos e as silagens foram
expostas ao ar durante a realocacédo por 24 horas, na forma de pilhas, em ambiente protegido e
posteriormente realocadas em tambores de 210L. Em cada tambor (silo experimental) foi

acondicionado em média 140 kg de massa de silagem até atingir a densidade de 700 kg/m?®.

3.2.1 Estabilidade aerobia

O ensaio foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado com
quatro tratamentos e quatro repeti¢Oes, totalizando dezesseis unidades experimentais. Os
fatores estudados foram: inoculante microbiano (sem inoculante microbiano, Lactobacillus
buchneri - DSM13573 sozinho ou em combinagdo com Lactobacillus plantarum - DSM3676;
DSM3677) e tempo de realocacdo (ndo realocadas e 24h de exposicdo ao ar antes da
realocacao).

Para essas avaliacdes, foram amostradas a planta inteira e as silagens nas aberturas dos
silos e na realocacao. As avaliagdes microbioldgicas e o pH foram feitas com as silagens frescas
enquanto as avalia¢des quimicas foram feitas com as amostras apds armazenamento em freezer
em temperatura de 16°C.

Para avaliacdo microbioldgica, as amostras foram processadas no Laboratorio de
Microbiologia da UFRA. Foi feita a contagem de leveduras, mofos e bactérias acido laticas
(BAL), utilizando um extrato aquoso (1:10) com &gua peptonada (1g por litro de agua),
homogeneizado durante 4 minutos tipo Stomacher. Para a contagem de leveduras e mofos sera
utilizada a técnica de plaqueamento em superficie com o meio de cultura YGC Agar (Fluka,
Sigma Aldrich Quimica Brasil LTDA), (TABACCO et al., 2009).

Apos incubagdo em camara de germinacdo a 28°C durante trés e cinco dias para leveduras
e mofos, respectivamente, foram contadas as colGnias separadamente, com base nas suas

caracteristicas macromorfologicas. Na contagem de BAL foi usada a mesma técnica descrita
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para leveduras e mofos, entretanto o meio de cultura utilizado se foi o MRS Agar, com
incubacdo em cdmara de germinacgéo a 35°C por trés dias.

Na andlise do pH, 30 g de silagem fresca foram colocadas em um béquer com 270 mL de
agua destilada. Aguardou-se 3 minutos e apos este periodo o material foi homogeneizado com
um bastéo de vidro e, posteriormente, foi realizada a leitura utilizando potenciémetro.

Para avaliagdo quimica, as amostras foram processadas no Laboratdrio de Nutricdo
Animal e Analise de Alimentos (LABNUTAN) da UFRA. Primeiramente, as amostras de
silagem foram descongeladas e submetidas a pré-secagem em estufa de circulacdo forcada de
ar a 55°C, e posteriormente moidas em moinho de faca tipo Willey, com peneira com crivo de
1 mm de didmetro. Na determinacao dos teores de matéria seca (MS) as amostras foram secas
em estufa a 105°C por 16 horas ininterruptas (AOAC-967.03, 1990).

Os conteudos de matéria mineral (MM) (AOAC Método Oficial 942.05) para
quantificacdo da matéria organica (MO), extrato etéreo (EE) (AOAC Método Oficial 920.39),
e proteina bruta (PB) (AOAC Método Oficial 984.13), foram realizados segundo metodologia
descrita pela AOAC (1990). As analises da fibra em detergente neutro (FDN) foram realizadas
de acordo com metodologia descrita por Mertens (2002) utilizando-se alfa-amilase
termoestavel com auséncia de sulfito de sédio e posteriormente foram corrigidas para cinzas e
proteina. O nitrogénio amoniacal (AOAC Método Oficial no. 941.04) foi feito conforme a
metodologia proposta pela AOAC (1990).

Apds abertura dos silos, foram feitas duas avaliacdes de estabilidades, um para avaliar a
silagem sozinha e outro para avaliar a dieta total. Para avaliar a estabilidade das silagens
sozinhas, foram colocados 3 kg de silagem em baldes plasticos de 20 L. Para avaliar a
estabilidade das dietas, foram colocados 2,5 kg de dieta em baldes pléasticos de 15 L.

As avaliacOes de estabilidade aerdbia tiveram periodo de 7 dias. Essas amostras foram
mantidas em ambiente coberto, onde foi monitorada a temperatura de cada amostra a cada 4
horas. Para isso, um termémetro de espeto digital, foi inserido na massa ensilada, em
profundidade de 10 cm, durante as 168 horas, para tomada de temperatura seis vezes ao dia (8,
12, 16, 20, 0 e 4 horas). A temperatura ambiente foi medida com o auxilio de um termémetro
localizado préximo aos baldes. A estabilidade aerdbia foi calculada com o tempo, em horas,
para que as silagens, apos a abertura do silo, apresentem temperatura 2°C mais elevada que a
temperatura ambiente (KUNG JR. et al., 2001). O pH foi mensurado nas silagens em exposi¢édo
aerodbia diariamente as 8 horas conforme metodologia descrita anteriormente.

Durante a avaliag&o de estabilidade aerdbia procedeu-se a avaliagdo sensorial das silagens

diariamente, quanto aos aspectos: odor, a textura, coloracdo e a presenca de fungos), para 0s
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quais as silagens receberam pontuacdes e, a partir do somatério destas, as silagens foram entdo
classificadas em boa a muito boa, satisfatoria, regular e insatisfatéria (HUSSBAUM et al.,
2004).

Os éacidos organicos (latico, acetico, propiénico e butirico) e os alcoois (etanol e 1,2-
propanodiol) serdo obtidos por meio de um extrato aquoso (1:10) com &gua destilada
processadas em homogeneizador tipo Stomacher. Serd utilizado 2 ml do extrato aquoso de cada
amostra, o qual sera centrifugado, filtrado e injetado em cromatdgrafo de fase liquida de alta
precisdo (Shimadzu LC- 10Ai; Shimadzu Corp. Tokyo, Japdo). Os acidos serdo detectados pela
absorbancia do UV (210nm), e os alcoois serdo identificados usando o detector de indice de
refracdo (RID; 10ASPD-10Ai). O aparelho sera equipado com uma coluna de excluséo de ion
(SUPELCO —SUPELCOGEL 8H-5cm-4,8mm) operado a 30° com um fluxo de corrida de

0,6ml/min com fase movel agua e acido sulfaruico 0,005M.

3.2.2 Digestibilidade de cordeiros

Nesse ensaio foram usados vinte e quatro cordeiros da raca Santa Inés, com peso médio
inicial de 17,4 + 2,0kg dispostos em delineamento experimental inteiramente casualizado, com
quatro tratamento e seis repeticbes. Os tratamentos consistiram em: silagens de milho sem
inoculante ndo realocadas; silagens de milho sem inoculante realocadas ap6s 24h de exposi¢do
aerobia; silagens de milho com L. buchneri realocadas apds 24h de exposicdo aerdbia; e
silagens de milho com L. plantarum + L. buchneri realocadas ap6s 24h de exposicdo aerdbia.
Foram avaliados o consumo, digestibilidade aparente e o balango de nitrogénio.

Os animais foram alojados em gaiolas metabdlicas de madeira com area de 0.79 m2 (1.31
m x 0.60 m), com piso ripado coleta total de sobras, fezes e urina. As gaiolas estavam providas
de bebedouro e comedouro para fornecimento de dgua e alimento, respectivamente. O periodo
experimental foi de 14 dias de adaptacdo e 7 dias para coleta.

Os animais foram identificados individualmente por colar e alimentados duas vezes por
dia, as 8 h e as 17 h, com dietas experimentais compostas por silagens e ra¢do (Tabela 1),
formuladas de forma a serem isoprotéicas, atendendo as exigéncias de nutrientes para cordeiros,
segundo recomendacfes do NRC (2007). As dietas tinham propor¢do volumoso/concentrado
de 60:40. A composicao quimica das dietas pode ser observada na Tabela 2.
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Tabela 1 — Composicdo centesimal da dieta
Composicdo Centesimal

Alimentos %MS

Silagem de milho 60,00
Milho gréo moido 8.51% 18,35
Soja farelo 45% 16,81
Oleo de soja 2,50
Calcario 1,04
Ureia 1,00
Sal mineral 0,30
Total 100,00

Tabela 2 — Composi¢do quimica dos ingredientes das dietas

Item (%MS) Concentrado SISR SIR LBR LBLPR

MS (%MN) 95,4 36,8 36,4 36,3 34,7
MO 98,0 97,5 97,9 97,8 97,6
MM 2,0 2,5 2,1 2,2 2,4
PB 12,1 7.2 6,6 6,9 7.4
EE 3,5 2,3 3,3 2,8 3,0
FDN 25,4 47,9 42,4 38,2 40,0
CNF 56,26 39,3 47,5 49,1 47,1

MS — Matéria seca; MO — Matéria organica; MM — Matéria mineral; PB — Proteina bruta; EE — Extrato etéreo;
FDN — Fibra em detergente neutro; CNF — Carboidratos N&o Fibrosos; SISR - silagens sem inoculante + sem
realocacéo; SIR - silagens sem inoculante + realocadas; LBR - silagens com LB + realocadas; LBLPR - silagens
com LBLP + realocadas.

A quantidade oferecida aos animais foi calculada diariamente, a partir do consumo do dia
anterior, de modo que permita sobras de aproximadamente 10%. As fezes foram coletadas em
coletores plasticos, pesadas diariamente e individualmente homogeneizadas para retirada de
amostras referentes a 10% do peso total, e acondicionadas em embalagens plésticas
devidamente identificadas.

A urina foi colhida em baldes plasticos com tela separadora, com intuito de evitar a
mistura com as fezes. Para que ndo ocorra perda de compostos nitrogenados da urina por
volatilizagdo, foi colocada nos coletores diariamente 100mL de solugdo de acido cloridrico a
10% (com o objetivo de deixar o pH da amostra abaixo de 3.0), amostrando- se 10% do volume
total diario de urina produzida, formando amostras compostas de cada animal ao final do sétimo
dia de coleta.

As amostras compostas das sobras, alimento fornecido, urina e fezes foram conservadas
em freezer para posterior processamento e analises laboratoriais. O consumo foi calculado por
meio da pesagem do alimento fornecido e das sobras, durante o periodo de coleta de dados.
Foram determinados os consumos de MS, MO, PB, FDN, FDA, EE, CNF e nutrientes
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digestiveis totais (NDT) e as digestibilidades da MS, MO, PB, FDN, FDA, EE, CHOT, CNF e
o percentual de NDT (%NDT) ap6s a determinacdo quimica das amostras de fornecido, sobras
e fezes.

Para avaliacdo do balanco aparente de nitrogénio, expresso em g/animal/dia, foram
determinados nas amostras de urina o teor de nitrogénio, e posteriormente foram calculados o
nitrogénio retido (NR), o nitrogénio absorvido (NA) e o nitrogénio ingerido (NI), através das
formulas: NR= NI — (N fezes + N urina); NA = NI — N fezes; NI = N ofertado — N sobras.

3.2.3 Desempenho de cordeiros

Nesse ensaio foram utilizados 36 cordeiros, com peso corporal medio inicial de 20,9 +
4kg, dispostos em delineamento experimental inteiramente casualizado. Antes do inicio do
estudo, estipulou-se que os animais deveriam alcancar o de 31kg de PV durante o confinamento.
O estudo teve duracdo de 60 dias, com 10 dias de adaptacdo as dietas e a0 ambiente. Os
tratamentos consistiram em: silagens de milho sem inoculante nao realocadas; silagens de milho
sem inoculante realocadas apds 24h de exposicao aerdbia; silagens de milho com L. buchneri
realocadas ap0s 24h de exposi¢do aerdbia; e silagens de milho com L. plantarum + L. buchneri
realocadas ap6s 24h de exposicdo aerdbia. Foram avaliados o consumo de matéria seca e dos
nutrientes, ganho de peso, conversdo alimentar e comportamento ingestivo dos cordeiros.

Os animais foram alojados em baias individuais de madeira com piso ripado e area
correspondente a 1.48 m2 (1.52 m x 0.97 m), providas de comedouros e bebedouros individuais
para o fornecimento de ragdo e agua a vontade. O galpdo utilizado é coberto para protecdo
contra chuva e radiacdo solar direta. Além disso, possui aberturas laterais para perfeita
circulacéo de ar, deixando o0 ambiente bem arejado e propiciando assim bem-estar aos animais.
Antes do inicio do periodo experimental, foram observados os aspectos relativos as
anormalidades zootécnicas e sanitarias para posterior controle de endo e ectoparasitos. No
inicio do periodo experimental, os animais receberam ivermectina, na dosagem de 0.5mL/25
kg de peso vivo, via subcutanea como medida profilatica para controle de verminose.

Os animais foram identificados individualmente por colar e alimentados duas vezes por
dia, as 8 h e as 17 h, com dietas experimentais compostas por silagens e racdo (Tabela 1),
formuladas de forma a serem isoprotéicas, atendendo as exigéncias de nutrientes para cordeiros
com ganho de peso de 200g/d, segundo recomendac¢es do NRC (2007). As dietas tinham
proporcdo volumoso/concentrado de 60:40. A composigédo das dietas pode ser observada na
Tabela 2.
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O consumo de matéria seca foi determinado pela pesagem diaria da quantidade do
alimento fornecido e de sobras, sendo feito ajuste diario do fornecido de forma a permitir sobras
de 10% do total ofertado. A amostragem foi realizada a cada 10 dias, as pesagens dos animais
foram feitas no inicio, na metade e ao final do estudo, para avaliagdo do ganho de peso e
convers&o alimentar.

As avaliagdes comportamentais foram observadas durante trés dias distintos ao longo de
setenta dias (observacgdes a cada vinte e trés dias) de confinamento, somando um total de 72
horas de observacdes. No periodo da noite o local referente ao experimento foi iluminado
através de luz artificial. Foram utilizados oito observadores, previamente treinados, em um
revezamento a cada quatro horas, com quatro observadores por turno. Estas observagdes eram
realizadas a cada cinco minutos, onde foram registrados os comportamentos de alimentacao,
ruminacao e écio dos animais (FISCHER, 1998).

As atividades foram dividias entre continuas (6cio, ruminacao e alimentacéo) e atividades
de frequéncia (micc¢do, defecacdo e ingestdo de agua), em cada dia de observacdo as anélises
foram divididas em 6 turnos de quatro horas cada: 08:00h as 11:55h, 12:00h as 15:55h, 16:00h
as 19:55h, 20:00h as 23:55h, 00:00h as 03:55h e 04:00h as 07:55h. O quantitativo de
mastigacOes mericicas e os tempos de ruminagio em segundos.bolo™® foram avaliados em trés
periodos de oito horas durante o dia: 08:00h as15:55h, 16:00h as 23:55h e 00:00h as 07:55h,
utilizou-se crondmetro digital para registros dessas atividades.

Foram calculados o tempo total de alimentacdo (TAL), tempo total de ruminacdo (TRU)
e 0 tempo total em 6cio (TOC) de cada animal em vinte e quatro horas, por meio da soma das
observagdes, em minutos, de cada atividade realizada pelos cordeiros durante a coleta dos
dados.

Por meio das observacoes de mastigacoes e do tempo de ruminagéo, foram determinados
de acordo com Burguer et al. (2000), o tempo de mastigacdo total (TMT) em horas.dia?, o
nimero de bolos ruminais (NBR) em nimeros.dia?, e o nimero de mastigagbes mericicas
(NMM) em nimero.dia™*, de acordo com equagdes: TMT = TAL (h.dial) + TRU (h.dia!); NBR
=TRU / TRB; NMM = TRB x NMM (ntmero.bolo™).

Também foi determinada a eficiéncia de alimentacdo da matéria seca (EAL) em g
MS.hora, a eficiéncia de alimentagdo da fibra em detergente neutro (EAL) em g FDN.hora™,
a eficiéncia de ruminagdo da matéria seca (ERU) em g MS.hora!, a eficiéncia de ruminagio da
fibra em detergente neutro (ERU), em g FDN.hora®, o consumo de matéria seca (CMS), em
g.dia, e o consumo a fibra em detergente neutro (CFDN), em g.dia™*, conforme equagdes: EAL
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= CMS ou CFDN / TAL; ERU = CMS ou CFDN / TRU; CMS = alimento fornecido (g MS) —
sobras (g MS); CFDN = alimento fornecido (g FDN) — sobras (g FDN).

3.2.4 Anaélise estatistica

Apos tabulacdo dos dados, serdo testadas as pressuposi¢es de normalidade dos erros e
homogeneidade de variancia pelos testes de Cramer-von Mises ¢ Brown e Forsythe’s,
respectivamente. Posteriormente, os resultados obtidos serdo submetidos a analise de variancia,
utilizando-se o programa SAS 9.4 (Statistical Analysis System, 2013) através do procedimento
PROC MIXED. As médias serdo comparadas por meio do teste “Tukey” em nivel de 5% de
probabilidade.

O modelo estatistico utilizado nas variaveis avaliadas na estabilidade aerobia, na

digestibilidade e desempenho foi:

Yij=p+ IMir +ei
Onde Yij é o valor de cada observacdo; u, a média geral; IMir, o efeito fixo do inoculante

microbiano e realocacao; eir, 0 erro padréo.

O modelo estatistico utilizado na avaliacdo do pH das silagens na estabilidade aerdbia
foi:
Yij=p+ IMir + Te + eirt
Onde Yij € o valor de cada observacdo; u, a media geral; IMir, o efeito fixo do inoculante

microbiano e realocacdo; Te, o efeito fixo de tempo; ei, 0 erro padréo.

3.3 Resultados

Estabilidade aerdbia

Observou-se que as silagens inoculadas realocadas ou ndo (SIR, LBR e LBLPR)
apresentaram menor (P<0,05) contagem de leveduras e mofos que a SISR (Tabela 3). As
silagens SISR e LBLPR apresentaram maior contagem de Bals que as silagens SIR e LBR. As
silagens LBR e LBLPR tiveram maior (P<0,05) producdo de N-NH3 durante o processo
fermentativo que as silagens SISR e SIR. As silagens SISR apresentaram maior (P<0,05) teor
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de FDN e menor teor que CNF que as demais silagens. No entanto, ndo observou-se (P>0,05)
efeito do inoculante microbiano e da realocacdo no pH, teores de MS, MO, MM, PB e EE das

silagens de milho.

Tabela 3 — Contagem microbiol6gica, composicdo quimica e estabilidade aer6bia de silagens de milho sem ou
com inoculacdo microbiana realocadas, e estabilidade aerdbia de dietas contendo essas silagens

Iltem Planta SISR SIR LBR LBLPR  SEM P_valor
intelra

Lev ufc/g - 4,92 1,0¢ 2,7b 2,5p 0,44 <0,001
Mofos ufc/g - 7,12 2,6 2.4p 2.8P 0,33 <0,001
Bals ufc/g - 8,12 7,0° 7,7 8,02 0,06 <0,001
pH - 4,0 4,0 4,1 4,0 0,02 0,174
N-NH3 %NT - 1,160 1,21b 1,68 1,66° 0,08 0,002
MS (%MN) 36,7 36,8 36,4 36,3 34,7 0,94 0,441
MO (%MS) 98,0 97,5 97,9 97,8 97,6 0,20 0,438
MM (%MS) 2,0 2,5 2.1 2,2 2,4 0,20 0,438
PB (%MS) 6,6 7.2 6,6 6,9 7,4 0,21 0,067
EE (%MS) 1,5 2.3 3,3 2,8 3,0 0,18 0,066
FDN (%MS) 37,5 47,92 42,4° 38,2° 40,0° 1,39 0,005
CNF(%MS) 52,42 39,3° 47 5° 49,12 47,12 1,39 0,047
Estabilidade aerobia : 10,5° 120° 255  90,0° 4,75 <0,001

(h)
Estabilidade aerébia
das dietas (h)
Lev — Leveduras; Bals — Bactérias acido laticas; N-NHs _ Nitrogénio amoniacal; MS — Matéria seca; MO — Matéria
organica; MM — Matéria mineral; PB — Proteina bruta; EE — Extrato etéreo; FDN — Fibra em detergente neutro;
CNF — Carboidratos néo fibrosos; SISR - silagens sem inoculante + sem realocacdo; SIR - silagens sem inoculante
+ realocadas; LBR - silagens com LB + realocadas; LBLPR - silagens com LBLP + realocadas.

9,8° 19,52 22,52 27,02 1,77 <0,001

Observou-se que as silagens de milho SISR tiveram estabilidade aerdbia semelhante
(P>0,05) as silagens SIR (Tabela 3). Ja as silagens LBR e LBLPR foram mais estaveis (P<0,05)
em ambiente aerobio que as silagens SISR e SIR. As dietas contento SIR, LBR e LBLPR foram
igualmente (P>0,05) estadveis em ambiente aerobio. J& as dietas contendo silagens SISR
perderam a estabilidade aerobia em menos de 12h (Tabela 3).

Apos quatro dias de exposicdo aerobia, as silagens SIR apresentaram pH 6,05 (Figura 1)
e as silagens SISR, LBLPR e LBR tiveram pH 5,64, 5,69 e 5,64, respectivamente, apresentando

pH acima de 6,0 apos cinco dias de exposicao aerobia.
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Figura 1 — pH de silagens de milho sem ou com inoculante microbiano realocadas

W _w gk Y =0,57x + 3,36. R2= 0,88
——5IR Y =0,64x + 3,49. R?= 0,88
8.0 —&—LBR Y =0,70x + 2,89. R?=0,82

—e—LPLBR Y =072x+2,76.R?=0,86

1 2 3 4 3 & T

Dias de exposicio aerohia

SISR - silagens sem inoculante + sem realocagdo; SIR - silagens sem inoculante + realocadas; LBR - silagens
com LB + realocadas; LBLPR - silagens com LBLP + realocadas.

Com base na avaliacdo sensorial das silagens, observou-se que as silagens SISR
apresentaram caracteristicas visuais de deterioracdo em 24h. As silagens SIR apresentaram
caracteristica regular enquanto as silagens LBR apresentaram caracteristica ruim em 48h de

exposicdo aerdbia. Ja as silagens LBLPR apresentaram caracteristica ruim em 168h (Tabela 6).

Tabela 4 — Avaliagdo sensorial de silagens de milho sem ou com inoculante microbiano realocadas
em 7 dias de exposi¢do aerébia

Dias de avaliacdo

Silagem
2 3 4 5 6 7
SISR B Reg Reg R MR MR MR
SIR B B B Reg Reg Reg R
LBR MB MB B R R MR MR
LBLPR MB MB B B B B R

MB — Muito bom; B — Bom; Reg — Regular; R — Ruim; MR — Muito ruim; SISR - silagens sem inoculante + sem
realocacdo; SIR - silagens sem inoculante + realocadas; LBR - silagens com LB + realocadas; LBLPR - silagens
com LBLP + realocadas.

Digestibilidade de cordeiros

Observou-se que a inoculagdo microbiana e a realocacdo das silagens de milho néo
afetaram (P>0,05) o consumo e a digestibilidade aparente da matéria seca e nutrientes das
dietas contendo silagens de milho (Tabela 5 e 6). Os animais apresentaram consumo médio de
MS, PB, FDN e CNF de 777,33; 53,22; 268,04 e 406,03 g/kg de MS.
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Tabela 5 — Consumo de matéria seca e nutrientes de dietas contendo silagens de milho sem ou com inoculante
microbiano realocadas

Item (g/d) SISR SIR LBR LBLPR  SEM P_valor
MS 799,1 7774 762,7 770,1 65,29 0,979
MO 782,0 759,1 734,4 752,3 63,79 0,978
PB 135,2 128,6 1278 130,6 177 0,928
EE 215 19,8 22,9 19,9 1,79 0,549
FDN 271,4 295,2 252,1 253,4 23,78 0,580
CNF 4240 376,4 402,3 421.4 34,98 0,775

NDT 612,2 567,7 578,2 646,7 45,72 0,636

MS — Matéria seca; MO — Matéria organica; MM — Matéria mineral; PB — Proteina bruta; EE — Extrato etéreo;
FDN — Fibra em detergente neutro; CNF — Carboidratos néo fibrosos; SISR - silagens sem inoculante + sem
realocacéo; SIR - silagens sem inoculante + realocadas; LBR - silagens com LB + realocadas; LBLPR - silagens
com LBLP + realocadas.

Observou-se digestibilidade aparente da MS, PB, FDN e NDT de 72,78; 53,22; 60,61 e
48,84%.

Tabela 6 — Digestibilidade aparente da matéria seca e nutrientes digestiveis totais de dietas contendo silagens de
milho sem ou com inoculante microbiano realocadas

Item (%MS)  g|sR SIR LBR LBLPR SEM P valor
MS (%MN) 7325 70,58 73,57 73,67 0,88 0,084
MO 74,54 71,95 74,85 73,47 1,24 0,394
PB 74,83 74,79 76,16 75,11 181 0,688
EE 79,10 75,18 73,90 62,67 595 0,205
FDN 61,17 60,16 60,58 60,51 2,88 0,996
CNF 86,90 84,57 87,17 85,28 0,90 0,164
NDT 79,7 63,9 79,8 88,8 1,19 0,098

MS — Matéria seca; MO — Matéria organica; MM — Matéria mineral; PB — Proteina bruta; EE — Extrato etéreo;
FDN — Fibra em detergente neutro; CNF — Carboidratos néo fibrosos; SISR - silagens sem inoculante + sem
realocacdo; SIR - silagens sem inoculante + realocadas; LBR - silagens com LB + realocadas; LBLPR - silagens
com LBLP + realocadas.

Observou-se que 0s animais presentaram em média nitrogénio ingerido, retido e
absorvido de 11,10; 7,63 e 8,67 g/d, respectivamente (Tabela 7).

Tabela 7 — Balango de nitrogénio de dietas contendo silagens de milho sem ou com inoculante microbiano
realocadas

Item (g/d) SISR SIR LBR LBLPR SEM P valor

Ningerido 11,68 10,83 10,88 11,01 0,95 0,928
Nretido 8,05 7,79 7,39 7,28 0,82 0,898

Nabsorvido 9,07 8,56 8,46 8,57 0,92 0,963

Ningerido - nitrogénio ingerido; Nretido — nitrogénio retido; Nabsorvido - Nitrogénio absorvido; SISR - silagens
sem inoculante + sem realocacéo; SIR - silagens sem inoculante + realocadas; LBR - silagens com LB +
realocadas; LBLPR - silagens com LBLP + realocadas.
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Desempenho de cordeiros

Observou-se maior CFDN nas dietas contendo silagens SISR que nas dietas contendo
SIR, LBR e LBLPR (Tabela 8). No entanto, ndo observou-se efeito de inoculagdo microbiana
e realocacdo de silagens de milho no CMS, CMO, CPB, CEE, CFDN, CCNF, GPD, CA e EA

das dietas contendo silagens de milho.

Tabela 8 — Desempenho de cordeiros alimentados com silagens de milho realocadas

Item SISR SIR LBR LBLPR SEM P valor
CMS (g/d) 864,1 891,7 903,3 821,6 43,48 0,561
CMO (g/d) 849,2 882,2 8749 795,3 40,37 0,491
CMM (g/d) 150,8 117.8 125,1 204,7b 40,37 0,491
CPB (g/d) 1475 1497 150,4 1418 8,43 0,858
CEE (g/d) 451 452 49,9 43,7 2,25 0,246
CFDN (g/d) 253,50 306,2%® 247 5¢ 219,5¢ 14,01 0,002
CCNF (g/d) 4114 381,9 427.4 391,7 20,49 0,415

Peso inicial (kg) 20,9 20,9 20,9 20,9 1,21 0,999
Peso final (kg) 31,8 31,6 31,3 30,6 1,80 0,912
GPD (g/d) 218,0 2155 209,0 193,8 0,01 0,444
CA (kg) 4,0 4,2 4.4 4,3 0,22 0,656
EA (kg) 26,0 24,2 23,3 23,6 1,63 0,723

CMS — Consumo de matéria seca; CMO — Consumo de matéria organica; CMM — Consumo de matéria mineral;
CPB — Consumo de Proteina bruta; CEE — Consumo de extrato etéreo; CFDN — Consumo de fibra em detergente
neutro; CCNF — Consumo de carboidratos nao fibrosos; GPD — Ganho de peso diéario; CA — Conversdo alimentar;
EA — Eficiéncia alimentar; SISR - silagens sem inoculante + sem realocacdo; SIR - silagens sem inoculante +
realocadas; LBR - silagens com LB + realocadas; LBLPR - silagens com LBLP + realocadas.

As dietas contendo silagens SISR, SIT, LBR e LBLPR né&o afetaram (P>0,05) a maioria
das variaveis avaliadas no comportamento ingestivo dos cordeiros. O tempo de alimentacé&o,
ruminacéo e 6cio médios foram de 3,86; 8,18 e 11,96 h.dia™®, respectivamente (Tabela 9). O
CMS médio foi de 881,51 g/kg.

O TMT médio foi de 12,04 h.dia’l, o TRB foi de 41,95 seg.bolo e NMM foi de 49.051
n°.bolo™. Observou-se que o CFDN foi maior (P<0,05) nas dietas contendo silagens SISR do
que nas demais dietas. A EAL de MS e ERU de MS foram em média de 235,05 e 109,14 g
MS.hL,

Tabela 9 — Atividades continuas, consumos, nimero de mastigacGes e eficiéncia de alimentacdo e ruminacédo de
cordeiros alimentados com dietas contendo silagens de milho inoculadas ou néo, realocadas
Item SISR SIR LBR LBLPR SEM P_valor

TAL (h.dia™) 4,15 3,70 4,01 3,56 0,23 0,268

TRU (h.dia?) 8,56 7,85 8,02 8,27 0,32 0,441
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TOC (h.dia?) 11,28 12,44 11,96 12,16 0,34 0,129
TMT (h.dia™) 12,72 11,58 12,03 11,84 0,34 0,129
NBR (n°.dial) 722,63 674,45 673,63 758,41 36,09 0,296
TRB (seg.bolol) 42,88 42,07 43,32 39,53 1,12 0,102
NMM (n°.bolol) 65,19 73,27 72,98 68,38 2,06 0,051
NMM (r°.dial)  46.699  49.318 48.610 51.578 1,96 0,383
CMS (g.dial) 872,74 882,09 917,45 853,76 41,18 0,744
CFDN (g.dia®)  32867° 254,71 289,84 281,06 13,64 0,007
EAL (g MS.h%) 213,85 251,27 232,32 242,73 18,67 0,534
EAL (g FDN.h) 80,52 72,45 73,33 79,86 5,75 0,657
ERU (g MS.h%) 103,00 113,47 115,72 104,40 6,78 0,459
ERU (g FDN.h%) 3877 32,75 36,52 34,40 2,22 0,267

TAL — tempo total de alimentacéo; TRU — tempo total de ruminacéo; TOC — tempo total em 6cio; TMT — tempo
de mastigacao total; NBR — nimero de bolos ruminais; TRB — tempo de ruminag&o por bolo; NMM — namero de
mastigaces mericicas; CMS — consumo de matéria seca; CFDN — consumo de fibra em detergente neutro; EAL
— eficiéncia de alimentacéo; ERU — eficiéncia de ruminacdo; SISR - silagens sem inoculante + sem realocacéo;
SIR - silagens sem inoculante + realocadas; LBR - silagens com LB + realocadas; LBLPR - silagens com LBLP
+ realocadas.

N&o houve efeito de inoculacdo microbiana e realocacdo (P>0,05) de silagens de milho
sobre as atividades pontuais dos cordeiros (Tabela 10). As médias de mic¢do, defecacdo e

ingestdo de agua foram de 8,70; 6,06 e 6,56 vezes ao dia.

Tabela 10 — Atividades pontuais de cordeiros alimentados com silagens de milho inoculadas ou néo, realocadas
ou ndo, apos 24 horas de exposi¢do ao ar

Item (n°.d) SISR SIR LBR LBLPR SEM P valor
Miccio 9.54 10,30 7.5 742 146 0,418
Defecacio 6,32 6,13 5,83 5,96 0,96 0,081
Ingestdo de 7.04 7.30 4,60 7.30 1,02 0,403
4gua

SISR - silagens sem inoculante + sem realocagdo; SIR - silagens sem inoculante + realocadas; LBR - silagens
com LB + realocadas; LBLPR - silagens com LBLP + realocadas.

34 Discussao

As silagens de milho deste estudo apresentaram contagem de bactérias acido laticas
(Bals), valores de pH e N-NHz dentro do indicado como bom processo fermentativo no silo
(KUNG JR. et al., 2018).
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Observou-se que as silagens sem inoculante e sem realocagédo (SISR) tiveram maior
contagem de leveduras e mofos em relacdo as silagens realocadas sem ou com inoculante
microbiano (SIR, LBR e LBLPR). Provavelmente, esses microrganismos encontraram
condicdes favoraveis para se desenvolver, pois conseguem se proliferar em meio com pH baixo,
e utilizaram parte dos carboidratos sollveis da silagem para crescimento, resultando em menor
teor de CNF e maior teor de FDN nessas silagens em relacdo as demais (PAHLOW et al., 2003).

Apdbs o contato com o oxigénio do ar, leveduras aerobias tornam-se metabolicamente
ativas e consomem o &cido latico presente na massa, ocasionando o aumento do pH das silagens
e oportunizando o desenvolvimento de outros microrganismos deterioradores (MCDONALD,
1991). Nesse trabalho a alta contagem de leveduras e mofos nas silagens SISR provavelmente
acelerou o processo de deterioracdo ocasionando aumento do pH e alteragdes negativas nas
caracteristicas sensoriais dessas silagens antes das demais.

A alta contagem de leveduras e mofos nas silagens SISR também pode explicar, o fato
das dietas contendo silagens SISR terem perdido a estabilidade aerébia em menos de 12h,
primeiro que as demais. Possivelmente, esses microrganismos utilizaram os substratos contidos
na dieta, acelerando o processo de deterioracdo. Além disso, as dietas contendo silagens de
milho realocadas podem ter sido mais estaveis, porque silagens realocadas apresentam maior
tempo de estabilidade aerébia (MICHEL et al., 2016).

Segundo Chen e Weinberg (2014), quando as silagens sdo adequadamente preservadas
no periodo de estocagem, a duracdo do processo de realocacdo tem pouco efeito sobre a
estabilidade aerdbia. Nesse estudo, observou-se que as silagens LBR e LBLPR foram mais
estaveis em ambiente aerdbio que as silagens SISR e SIR, indicando que o uso de inoculante
microbiano contendo L. Buchneri melhorou as caracteristicas fermentativas das silagens
durante a estocagem, e consequentemente a estabilidade aerdbia das silagens de milho
realocadas.

A silagem de milho é particularmente susceptivel a deterioracao aerébia (WEINBERG et
al., 2011). O uso de inoculante microbiano com L. Buchneri no processo de ensilagem tem
como objetivo aumentar a estabilidade aerdbia das silagens. Esses inoculantes aumentam a
producdo de &cido acético de acao antifingica, e por isso inibe o desenvolvimento de leveduras
e mofos (MUCK et al., 2018).

Contudo as silagens LBLPR ficaram estaveis por um tempo maior que as demais, em
torno de 90h. Possivelmente, a quantidade de &cido acético produzido nas silagens LBR foi
inferior ao produzido nas silagens LBLPR. Além disso, a presenca de L. Plantarum nas silagens

LBLPR pode ter proporcionado maior producéo de acido latico nessas silagens, aumentando a
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quantidade desse substrato disponivel as bactérias L. Buchneri, que fazem a degradagéo
anaerobia do &cido latico para o &cido acético e 1,2-propanodiol, tornando as silagens LBLPR
mais estaveis (KUNG; RANJIT, 2001; FILYA, 2003; PAHLOW et al., 2003).

Nesse estudo, as silagens SIR apresentaram maior teor de FDN que as demais. No entanto,
as diferencas observadas ndo foram suficientes para causar efeito bioldgico nos cordeiros, dessa
forma ndo houve efeito do inoculante microbiano e da realocagdo no consumo e a
digestibilidade aparente da MS e dos nutrientes, assim como o desempenho e o0 comportamento
ingestivo dos cordeiros.

Os resultados observados nos ensaios com 0s animais mostraram pouco efeito da
inoculacdo microbiana e realocacdo. Sabe-se que tanto o consumo e a digestibilidade aparente
da MS e dos nutrientes, bem como o desempenho e comportamento ingestivo dos animais
dependem das estruturas fisicas e quimicas dos alimentos que compde a dieta. Além disso, o
processo de realocacdo pode alterar negativamente essas caracteristicas, e consequentemente
reduzir o consumo dos animais (GERLACH et al. 2013, GERLACH et al., 2014).

As atividades comportamentais dos cordeiros ao longo do dia como tempos despendidos
com alimentacao, ruminacdo e 6cio, também ndo foram afetadas. Neste estudo, observou-se de
modo geral que os tempos despendidos em alimentagdo, ruminacdo e écio, durante 24 horas,
foram préximos aos encontrados por Ribeiro et al. (2011) que verificaram TAL = 4, TRU = 8
e TOC = 12 horas.

De acordo com Vieira et al. (2011), as atividades de frequéncia, principalmente de
defecacdo e micgdo em cordeiros acontecem quase que simultaneamente. A ingestdo de agua
pelo animal se d& conforme a consumo da dieta, onde dietas com maiores teores de MS podem
fazer com que o animal consuma agua de maneira mais efetiva em comparacao a dietas com
menor teor matéria seca. Observou-se neste estudo que as atividades de frequéncia (ingestao de
agua, miccdo e defecagdo), ndo apresentaram efeito, comprovando a auséncia de diferenca

efetiva entre os teores de matéria seca nos entre as dietas.

35 Concluséao

Silagens de milho realocadas sdo mais estaveis do que as silagens ndo realocadas. A
inoculacdo microbiana com L. Buchneri sozinha ou em combinagdo com L. Plantarum pode
melhorar a estabilidade aerébia de silagens de milho realocadas ap6s 24h de exposicéao aerobia.
Dietas contendo silagens de milho realocadas sdo mais estaveis que dietas contendo silagens

milho n&o realocadas. Dietas contendo silagens de milho realocadas até 24h de exposicao ao ar
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sem ou ndo inoculante microbiano, ndo afetam a digestibilidade e o desempenho de cordeiros.
Portanto, o produtor rural pode utilizar silagens de milho realocadas independente do uso de

inoculante microbiano, desde que a realocacdo do material seja feita até 24h.
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4, CONCLUSOES GERAIS

Os estudos mostraram que silagens de milho tratadas com inoculante microbiano
contendo as cepas L. plantarum + L. buchneri, L plantarum + Propionibacterium
acidipropionici ou Lactobacillus buchneri apresentam melhor composi¢do quimica e
caracteristicas fermentativas do que silagens de milho ndo tratadas.

O tempo de exposicao ao ar afeta as caracteristicas fermentativas de silagens de milho.
Silagens tratadas com L. buchneri apresentam melhor controle no crescimento de leveduras
durante 60h de exposi¢do ao ar. N&o é interessante inocular silagens que serdo realocadas com
inoculante microbiano contendo cepas de L plantarum + Propionibacterium acidipropionici.

Silagens de milho realocadas sdo mais estaveis do que as silagens ndo realocadas. A

inoculacdo microbiana com L. Buchneri sozinha ou em combinacdo com L. Plantarum pode
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melhorar a estabilidade aerobia de silagens de milho realocadas ap6s 24h de exposicao aeroébia.
Dietas contendo silagens de milho realocadas sdo mais estaveis que dietas contendo silagens
milho néo realocadas. Dietas contendo silagens de milho realocadas até 24h de exposicao ao ar
sem ou ndo inoculante microbiano, ndo afetam a digestibilidade e o desempenho de cordeiros.

Portanto, o uso de silagens de milho realocadas na alimentacdo de ruminantes é
interessante para o produtor desde que a realocacdo do material seja feita rapidamente. A
silagem pode ficar exposta ao oxigénio por 24h sem que 0 crescimento microbiano cause
alteracdes dréasticas na qualidade desse alimento. Contudo, se a realocacdo for durar mais de
24h recomenda-se 0 uso de inoculante microbiano contendo cepas de L. Buchneri para aumentar

o tempo de estabilidade aerdbia da silagem realocada.



