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RESUMO

Objetivou-se com este estudo avaliar a qualidade da silagem de planta inteira de
milho apds realocagdo com diferentes aditivos, incluindo leite fermentado,
Lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788, Lentilactobacillus buchneri NCIMB
40788 combinados com Lentilactobacillus hilgardii NCIMB 4785, e sem aditivos
(controle), em distintos periodos apds a realocagdo. Utilizou-se um delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 4 x 3, composto
por quadro tratamentos (controle, leite fermentado, Lentilactobacillus buchneri
NCIMB 40788, Lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788 + Lentilactobacillus
hilgardii NCIMB 4785) e trés periodos de aberturas (15, 60 e 90 dias apds a
realocacdo). Foram avaliadas perdas (gases, efluentes) e indice de recuperagdo
matéria seca), pH, nitrogénio amoniacal (N-NH3), perfil microbioldgico e
composi¢ao quimica da silagem. Houve interagdo significativa (P<0,05) entre
tratamento e tempo (A x T) para o indice de recuperagdo de matéria seca (RMS) e
perdas (efluentes e gases). Silagens realocadas sem aditivos (controle) apresentaram
maior (0,77%) perda de gases aos 15 dias, enquanto aquelas tratadas com L. buchneri
+ L. hilgardii mostraram menor (0,00 %) perda aos 90 dias. A contagem de bactérias
acido-laticas (BAL) nas silagens tratadas com inoculantes e leite fermentado foi
semelhante (P= 0,03) a do controle aos 90 dias. Silagens tratadas com L. buchneri +
L. hilgardii apresentaram maior teor de matéria seca aos 15 dias, e todas as silagens
tratadas mantiveram niveis superiores ao controle aos 90 dias. A interagdo aditivo e
tempo (A x T) (P<0,05) também mostrou variagdo significativa na proteina bruta
(PB), com silagens tratadas com L. buchneri apresentando maior teor de PB em
comparacdo ao controle e as tratadas com L. buchneri + L. hilgardii e leite
fermentado aos 90 dias. O pH das silagens tratadas com inoculantes foram menores
(4,09, 4,08; 3,93,3,90) aos 60 e 90 dias de realocagdo. Estes resultados indicam que
o uso de inoculantes melhora a qualidade da silagem de planta inteira do milho

realocada, especialmente em periodos mais longos.

Palavras-chaves: Bactérias 4cido-laticas; ensilagem; estabilidade aerdbia;

Lactobacillus buchneri; Lactobacillus hilgardii.



ABSTRACT

This project aimed to evaluate the quality of whole-plant corn silage after relocation
with different additives, including fermented milk, Lentilactobacillus buchneri
NCIMB 40788, Lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788 combined with
Lentilactobacillus hilgardii NCIMB 4785, and without additives (control), at
different periods after relocation. A completely randomized experimental design
(CRD) was used in a 4 x 3 factorial scheme, consisting of four treatments (control,
fermented milk, Lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788, Lentilactobacillus
buchneri NCIMB 40788 + Lentilactobacillus hilgardii NCIMB 4785) and three
opening periods (15, 60, and 90 days after relocation). Losses (gases, effluents) and
dry matter recovery index, pH, ammoniacal nitrogen (N-NHs), microbiological
profile, and chemical composition of the silage were evaluated. There was a
significant interaction (P<0.05) between treatment and time (A % T) for the dry matter
recovery index (DMR) and losses (effluents and gases). Relocated silages without
additives (control) had higher (0.77%) gas losses at 15 days, while those treated with
L. buchneri + L. hilgardii showed the lowest (0.00%) loss at 90 days. The count of
lactic acid bacteria (LAB) in silages treated with inoculants and fermented milk was
similar (P=0.03) to the control at 90 days. Silages treated with L. buchneri + L.
hilgardii had a higher dry matter content at 15 days, and all treated silages maintained
higher levels than the control at 90 days. The interaction between additive and time
(A x T) (P<0.05) also showed a significant variation in crude protein (CP), with
silages treated with L. buchneri having higher CP content compared to the control
and those treated with L. buchneri + L. hilgardii and fermented milk at 90 days. The
pH of silages treated with inoculants was lower (4.09, 4.08; 3.93, 3.90) at 60 and 90
days after relocation. These results indicate that the use of inoculants improves the
quality of relocated whole-plant corn silage, especially over longer periods.

Keywords: Aerobic stability; ensiling; lactic acid bacteria; Lactobacillus buchneri;
Lactobacillus hilgardii.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Processamento das amostras no Laboratorio de forragicultura (LABFOR)

Figura 2. Silos depois de pesagem e pesagem de vazios para avaliar perdas de

INALETIA SECA «oeieeeieeeeeeeee et 22

Figura 4. Processamento das amostras no Laboratério de forragicultura (LABFOR)
A UFPL ..ttt b ettt ettt 23

Figura 5 . Determinacdo da temperatura na estabilidade aerdbica......................... 24



LISTA DAS TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas das silagens de milho (quimica, microbiolédgica,
Temperatura, Perfil fermentativo, 4cidoS OTZANICOS)....ccvveervieeriieerieeeriieeevee e 19
Tabela 2. Valores de pH e composi¢ao microbioldgicas de silagens realocada de
milho tratadas com inoculantes e leite fermentado (ufc/g de MS).......cccvveviennenne 26
Tabela 3. Perdas por gases, efluentes e recuperagdo de matéria seca em silagens
realocadas de milho tratadas com inoculantes e leite fermentado........................... 28
Tabela 4. Composic¢ao quimica e nitrogénio amoniacal (N-NH3) de silagens
realocada de milho tratadas com inoculantes e leite fermentado (g/kg de MS)...... 29
Tabela 5. Acidos organicos de silagens realocadas de milho tratadas com
inoculantes e leite fermentado (7Kg MS) .....ooiiiiiiiiiiiiiineccee 32
Tabela 6. Valores de pH e estabilidade aerdbia (EA) de silagens de milho

realocadas armazenadas por 90 dias sob exposi¢ao aerobia ..........ccoeceerveecreennenne. 33



A
AA
AL

BAL
CaTP
CST
EA(h)
EE
ENTERO
FDA
FDN
LB
LBLH
LF
LEV
MM
MS
N-NH3;
PB
RMS (%)
SR
Te
T

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Aditivo

Acido acético

Acido latico

Bactérias acido lacticas

Capacidade tampao

Carboidratos totais

Tempo em estabilidade aerdbia
Extrato etéreo

Enterobactérias

Fibra insoltivel em detergente acido
Fibra insoltivel em detergente neutro
Lactobacillus buchneri

lactobacillus buchneri + lactobacillus hilgardii
Leite fermentado

Leveduras

Matéria mineral

Matéria seca

Nitrogénio amoniacal

Proteina bruta

indice de recuperagio da matéria seca
Silagem realocada sem inoculantes
Temperatura

Tempo



°C

ufc

LISTA DE SIMBOLOS

Graus Celsius
Grama
Quilograma

Unidade Formadora de Coldnias



SUMARIO

RESUMO 8
ABSTRACT 9
LISTA DE FIGURAS 10
LISTA DAS TABELAS 11
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 12
LISTA DE SIMBOLOS 13
1. INTRODUCAO 9
2. REFERENCIAL TEORICO ....uocueeveeresseesessessessessessssssssssssessessessessessessassssssens 11
2.1 Cultivo de milho para silagem 11
2.2 Realocaco de SHAZEM ...ueceeeeeeisueiiisneecssnnnesinnncssnnecssnsncssssncsssecsssscsssecsassens 13
2.3 Aditivos microbianos de silagem na realocagao.........eeeeceeecscneeccneecsneecsnnees 15
2.4 Leite Fermentado 16
3. MATERIAL E METODOS.....ccuuccureueennsennsscnsssenssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasess 17
3.1 Local De EXPerimentacao .....cccceeecseeeccssnneccssssssecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 17
3.2. Projeto e processamento estatistico 18
3.3 Silagem de milho e realocacio de Silagem ........cceeveeereensnecsnecsnenssncssaenane 18
3.4 Determinacio microbiologica da silagem realocada 20
3.5 Analise de perdas da silagem realocada 21
3.6 Determinacio da composicio quimica da silagem realocada................... 22
3.7 Valores de pH e nitrogénio amoniacal (N-NH3) da silagem realocada... 23
3.8 Determinacio de estabilidade aerobica da silagem realocada apds de 90
dias da realocacao 24
3.8 Determinacao do teor de acidos orginicos da silagem realocada............ 25
3.9 Analise estatistica 25
4. RESULTADOS .26
5. DISCUSSAQ .ucuuinnirinssesscisesssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 33
6. CONCLUSAO w37

7. REFERENCIAS

38




1. INTRODUCAO

A auséncia de planeamento forrageiro, agravada principalmente por variagdes
climaticas ao longo do ano, sdo fatores que contribuiram para a comercializa¢ao de
silagens, geralmente na forma realocada. Por ser uma das culturas mais empregadas
nos sistemas de produgdo animal, a planta inteira de milho conservada na forma de
silagem (Bernardes e Do Régo, 2014) tem ganhado destaque no mercado de
comercializa¢ao de alimentos volumosos.

A realocagdo de silagem ¢ uma atividade bastante frequente adotada pelos
pecuaristas em diferentes regidoes do mundo. As principais motivagdes para a
realocagdo sdo a venda de silagens ou a distancia do estabulo em relagdo ao silo.
Nesse processo, a silagem ¢ retirada do silo original e estocada em outro silo (Chen
e Weinberg, 2014). Este manejo, envolve desde o desabastecimento, transporte, nova
compactagdo e vedagao no novo silo, procedimentos estes que podem variar de horas
a dias (Dos Anjos et al., 2018). Para Michel et al. (2017), neste periodo, a silagem ¢
exposta a aerobiose, o que pode acarretar em uma proliferagdo de microrganismos
aerdbicos maléficos que se multiplicam rapidamente e provocam degradagdo do
material, ocasionando perdas para o produtor. Essa degradacdo pode ser reduzida ou
retardada com a utilizag¢ao de aditivos.

Poucos sdo os estudos relacionados ao processo de deterioragdo em silagens
realocadas. Contudo, considera-se que o €xito na transferéncia de silagens estd ligado
as propriedades qualitativas do material inicial, incluindo o padrdo de fermentagao,
o nivel de leveduras e fungos, bem como a rapidez com que o procedimento ¢
realizado (Chen e Weinberg, 2014; Michel et al., 2017; Dos Anjos et al., 2018). Uma
estratégia para aprimorar o perfil fermentativo em silagens que serdo realocadas ¢
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).

A utilizagdo de aditivos na silagem realocada pode influenciar no processo
fermentativo, o que favorece a conservacdo da massa ensilada. Além disso, o uso de
aditivos pode proporcionar diminui¢do nas perdas nutricionais da silagem realocada,
aumentando sua durabilidade e seu valor energético, além de promover melhorias na
digestibilidade da matéria seca e fibra (Gomes et al., 2021). De acordo com Silva et

al. (2018), a utilizacao de inoculantes como o lactobacillus buchneri e lactobacilus
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buchneri combinados com lactobacillus hilgardii no processo de realocagdo de
silagem do milho, tem como objetivo o aumento da microflora benéfica, através do
aumento desta microflora ocorre o aceleramento da fermentagdo do material ensilado
e o estimulo de fermentacdes benéficas a conservacao do material ensilado e ¢ o
aditivo mais utilizado na producao de silagens.

Algumas pesquisas tém verificado cepas especificas de bactérias lacticas
para aprimorar a silagem, as quais sdo: Lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788 ¢
lentilactobacillus  hilgardii NCIMB 4785. Essas cepas tém demonstrado
desempenhos satisfatorios no aumento da estabilidade aerobica, dependendo das
condi¢des de armazenamento e dos tipos de forragens utilizadas (ARRIOLA et al.,
2021). Lactobacillus buchneri e Lactobacillus hilgardii sdo bactérias heterolaticas
que apresentam o maximo de resisténcia a condigdes aerodbicas por médio da

producao de acidos lacticos e acido acético que impedem o crescimento de leveduras
e mofos (Oude Elferink et al., 2001; Krooneman et al., 2002; Heinl, SPath, Grabherr

2012; Ferrero et al., 2019). Além disso, a efetividade dos inoculantes de silagem
contendo bactérias lacticas (BAL) ndo ¢ sempre garantida e isso pode estar
relacionado aos fatores que segue. Estes incluem flutuagdes nas condigdes do
manejo, aos tipos das substancias usadas no indculo e as propriedades das dietas
(Diepersloot et al., 2021). Portanto, € essencial continuar a pesquisa para explorar e
comparar diferentes tipos de inoculantes, bem como suas interacdes com diversos
tipos de forragens e praticas de utiliza o leite fermentado poderia ser uma alternativa
nesse sentido.

O leite fermentado ¢ um produto obtido do leite desnatado ou integral,
pasteurizado ou ndo ¢ determinadas culturas iniciadoras, fermentagdo em
contracorrente ou natural. Ele pode ser fermentado usando uma ou mais das seguintes
culturas  bacterianas:  Lactobacillus  acidophilus,  Lactobacillus  casei,
Bifidobacterium spp., Streptococus salivarius subsp thermophilus e/ou outras
bactérias lacticas (Silva et al., 2021). O leite fermentado pode ter efeito parecido com
os inoculantes comerciais, pois devido ao seu teor de bactérias lacticas, que produz,
acido lactico que tem papel na diminuig¢ao do pH.

Embora a realocagdo de silagem seja um procedimento comum em algumas
fazendas, ela tem sido pouco estudada em termos de composi¢do quimica,

estabilidade aerdbica, microbiologia, perfil de fermentacao e perdas (Marques ef al.,
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2022). Por outro lado, na maioria dos estudos sobre realocagao de silagens, a
aplicacdo de aditivos ocorre no momento da ensilagem, visando otimizar a
fermentagdo desde o inicio do armazenamento (Chen e Weinberg, 2014; Michel et
al., 2017; Dos Anjos et al., 2018; Silva et al., 2018). No entanto, poucos estudos
exploram o uso de aditivos aplicados apds a abertura do silo, onde o risco de perdas
nutricionais e microbiologicas pode aumentar significativamente devido a
movimentagdo do material.

A hipotese do estudo ¢ que a aplicagdo de leite fermentado e inoculantes
comerciais, como Lactobacillus buchneri e Lactobacillus hilgardii, no momento da
realocagdo, apos a abertura do silo, pode melhorar a estabilidade aerobica e a
recuperagdo de matéria seca da silagem de milho. Essa abordagem busca oferecer
alternativas viaveis para produtores ¢ fornecer subsidios para outros estudos sobre o
tema, permitindo a manuten¢do da qualidade da silagem durante o processo de
realocagdo, com impactos positivos na preservagdo de nutrientes e eficiéncia no uso
dos volumosos.

Assim, o objetivo deste estudo € avaliar a qualidade da silagem realocada de
milho com a adicado de leite fermentado e inoculantes comerciais lentilactobacillus
buchneri NCIMB 40788 e lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788 +
lentilactobacillus hilgardii NCIMB 4785), em diferentes tempos de abertura apds a
realocagdo, seu efeito na estabilidade aerdbica e recuperagdo da matéria seca, € na

manuten¢do da qualidade nutricional da silagem ao longo do tempo.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Cultivo de milho para silagem

O milho (Zea mays L.) é uma planta pertencente a familia
Graminea/Poaceae e tem grande importancia econdmica e social devido a sua grande
adaptabilidade aos mais diversos climas e regides. Esse cereal esta presente em
muitas situagdes cotidianas, desde a alimentacdo humana até a alimentacao animal e,
mais recentemente, tem sido utilizado como biocombustivel (De Souza et al., 2018).
E cultivado em abundancia em todo o mundo, e o Brasil se destaca como um dos
principais produtores devido a diversidade de cultivares e hibridos e a tradi¢dao no
cultivo desse cereal (Ranum et al., 2014).

De acordo com Couto et al. (2017), cerca de 70% da produg@o de milho ¢

utilizada na alimentagdo animal, podendo esse percentual chegar a 85% nos paises
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mais desenvolvidos, principalmente pelo fato de o milho ser um alimento
fundamental na dieta de animais confinados. Fasolo e Carvalho (2021) destacam que
as caracteristicas inerentes a silagem de milho a tornam um alimento muito
importante nas fazendas de gado leiteiro e de corte. De acordo com Zopollatto et al.
(2009), a produtividade da cultura do milho para producao de silagem esta ligada a
varios aspectos, sendo alguns relacionados a planta: ciclo de produgdo, dureza do
endosperma, altura da planta e proporc¢ao de graos; outros relacionados ao ambiente:
condigdes climaticas, cultivo, densidade de semeadura e época de corte.

De acordo com Mancipe Mufioz et al. (2022), o milho tem boa
adaptabilidade a climas tropicais, alta produtividade, teor adequado de matéria seca,
alto valor nutricional, boa aceitagdo pelos animais, baixa capacidade de
tamponamento e niveis adequados de carboidratos soliveis que favorecem a
fermentagdo da silagem e a preservacao subsequente.

Fancelli e Dourado Neto (2000) relataram que o milho pode ser ensilado
de quatro maneiras diferentes: 1) silagem de planta inteira, em que a planta é cortada
a uma altura de cerca de 20 cm do solo e picada na ensiladeira, com posterior
compactag¢do do material e fechamento do silo; 2) silagem da parte superior da planta,
com o corte sendo feito proximo a espiga, o que aumenta a participacao dos graos na
massa ensilada e, consequentemente, o teor de energia e de fibras digestiveis da
silagem; 3) silagem de espigas , que permite armazenar alimentos com alta
concentracdo de energia, e 4) silagem de grdos umidos de milho, que permite
armazenar cereais de forma pratica e economica.

Historicamente, o material mais utilizado para a producao de silagem tem
sido o milho de planta inteira, devido a sua composi¢ao quimico-bromatologica, pois
atende aos requisitos para a producdo de silagem de boa qualidade, tais como: teor
de matéria seca entre 30 e 35%, presenca de no minimo 3% de carboidratos soluveis
no material original e baixa capacidade tampao, o que confere a massa ensilada boa
fermenta¢do microbiana. Além disso, a silagem de milho de planta inteira produz
mais fitomassa seca por hectare (Nussio et al.,2001). De acordo com Neumann ef al.
(2011), a silagem de planta inteira também reduz o custo de ragdes concentradas
devido a alta porcentagem de cereais na massa ensilada, o que a torna uma excelente
racao de energia mista.

A silagem de milho tem sido bastante utilizada pelos pecuaristas durante

o periodo de seca, em que ocorre uma menor produtividade das plantas forrageiras e,
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consequentemente, ocorre uma menor disponibilidade de forragem de qualidade para
a alimentacdo dos animais. Além disso, a silagem de milho é muito utilizada em
sistemas de confinamento, sendo o principal alimento volumoso fornecido para os
animais, juntamente com os alimentos concentrados (Gongalves et al., 2009). A
utilizacao de silagens pelos produtores pode proporciond-los diversos beneficios,
dentre eles podem-se destacar a possibilidade de manejar um maior nimero de
animais por unidade de éarea, potencializagio da producdo de leite e carne,
complementacao alimentar durante o periodo seco para manutengdo do rebanho,
possibilidade de armazenamento de grande quantidade de forragem em espaco
reduzido e manejo racional das pastagens (Dalla’gnol et al., 2022).

De acordo com Paula ez al. (2021), o milho € considerado a espécie padrao
para a producao de silagem, sendo a planta forrageira mais utilizada para este método
de conservacdo. A planta de milho ¢ bastante propicia para a fase de ensilagem, isso
¢ que explica o porqué do seu cultivo em varias regides do mundo e em grandes areas
(Factori et al., 2008). Para Adesogan (2010), o que faz que a silagem de milho seja
amplamente utilizada ¢ a elevada concentracdo energética, devido a presenga do
amido e de fibra. A alta concentracao de amido ¢ benéfica por estimular a produgao
de proteina microbiana no ramen. A presenca da fibra estimula a salivagdo, que

tampona a acidez ruminal, evitando assim varios problemas de satide nos ruminantes.

2.2 Realocacio de silagem

Existem varios argumentos que os produtores empregam a técnica de
realocacdo de silagem como alternativa para a falta de forragem que ¢ durante a
estacdo seca (Bernardes e Do Régo, 2014). Essas razdes incluem o fornecimento de
recurso forrageiro durante o ano; o terreno da propriedade; as perdas percebidas do
material ensilado devido a falta de conhecimento relativo a realocagdao; mao de obra
qualificada insuficiente na regido; falta de espaco para alocacdo; falta de apoio
técnico especializado.

O movimento de fornecimento de silagem pode acontecer entre fazendas,
entre produtores e varejistas e dentro da fazenda, este Gltimo acontece porque por
exemplo a fazenda ndo tem estrutura para construir o silo perto onde os animais sao
alimentados ou entdo por que o silo ¢ construido perto onde a forragem ¢ colhida,
isso facilita o preenchimento Nessas condi¢des, o transporte da silagem € uma boa

opgcao para vendas e demandas das fazendas e que pode acontecer de diversas formas,
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na maioria das vezes em saco plasticos adequados ou em silos estruturais (Chen e
Weinberg, 2014). Segundo Coelho et al. (2018), todos esses aspectos somados a
facilidade no transporte, manipulagdo e comercializagdo do produto fazem com que
a relocacdo silagem seja uma op¢ao que tem sido cada vez mais utilizada nas
fazendas.

No entanto, quando a silagem ¢ realocada, o material ensilado fica exposto
ao ar por periodos que podem variar de algumas horas a varios dias, dependendo da
logistica implementada durante o transporte, até que seja ensilado novamente e,
durante essa exposicdo, a proliferagdo de microrganismos degradadores ¢
frequentemente observada (Chen e Weinberg, 2014). Segundo McDonald,
Henderson, Heron, (1991), a aeracdo da massa ensilada por causa do tempo de
exposicdo do material a oxigenagdo altera o perfil microbiologico da silagem
remanejada devido a proliferacdo de microrganismos indesejaveis tais como o0s
fungos filamentosos e leveduras eleva o grau de vulnerabilidade da silagem a
deterioragdo. Além disso, esses microrganismos também podem afetar a qualidade
do material ensilado, pois consomem compostos soliveis e degradam varios
nutrientes (Tangni et al., 2013).

Embora os fungos e bolores na superficie, nas laterais e no painel da silagem
indiquem sua deterioracdo, muitos agricultores ndo t€m o habito de descartar essas
partes claramente deterioradas. Bernardes e Do Régo (2014) estudaram as rotinas de
producdo e o consumo de silagem em propriedades leiteiras no Brasil, constatando
que 88,8 % dos entrevistados ndo descartam o material aparentemente deteriorado
antes de oferecé-lo aos animais. Que pode ser sinonimo de prejuizo a saude do
rebanho, pois a silagem pode estar contaminada com microrganismos lesivos, tais
como os clostridios.

A preocupacdo com os clostridios € especialmente importante porque sao
microrganismos gram-positivos que produzem esporos, € possivel que os animais
ingiram junto com a silagem. Isso ¢ particularmente relevante para a alta producgao
de vacas leiteiras. Os esporos podem ser eliminados nas fezes dos animais e naquele
junto com o ubere. Quando ha a cor contaminagao do tbere por fezes, os esporos de
clostridios podem ser transferidos para o leite. Se queijos feitos com leite
contaminado, em especial pelo Clostridium tyrobutyricum, o processo chamado de
“late blowing”. Este problema ¢ caracterizado pela formagao de fenda e buracos no

queijo e o torna quebradico (Pahlow ef al., 2003).



15

Os principais fatores que afetam a estabilidade da silagem durante seu uso
incluem o aumento da temperatura, a diminui¢ao da concentragdo de carboidratos
soluveis, a grande populacio de fungos e leveduras, além da interagdo da
concentracdo de acidos organicos com o pH (Jobim et al, 2007). Fungos
filamentosos e leveduras sdo prejudiciais, ja que além de quebrarem agucares e acido
latico pela respiracdo, hidrolisam e assim metabolizam celulose e outros
componentes da parede celular vegetal (Rooke e Hatfield, 2003).

A deterioracao da silagem geralmente comega com a reducao nos agucares
residuais uma prevaléncia de nitrogénio amoniacal e diéxido de carbono, este tltimo
indicador de perda de matéria seca. Uma série de trabalhos investigaram a influéncia
de exposi¢do ao ar na qualidade da silagem reutilizada. Velho et al. (2006) observou
que o tempo de exposicao da silagem de milho ao oxigénio apos a abertura do silo
afeta o teor de fibra e lignina. Eles concluiram que um intervalo de 12 horas de
exposicao influenciava negativamente o valor nutricional da silagem.

Chen e Weinberg (2014) também analisaram o efeito da exposi¢do ao ar na
qualidade da silagem de milho. Eles descobriram que silagens de alta qualidade, com
elevada produc¢do de acidos organicos, permanecem seguras para realocag¢do e que o

tempo de realocacdo ndo afetou significativamente sua qualidade.

2.3 Aditivos microbianos de silagem na realocacgao

Os aditivos microbianos sao compostos por bactérias do acido lactico, com ou
sem enzimas (amilases, celulases e hemicelulases), e sdo a classe de aditivos mais
comumente usadas na producdo de silagem (Coan et al., 2005). De acordo com Filya
et al. (2000), esses aditivos tém as seguintes vantagens: sdo faceis de usar, ndo
oferecem risco a saude humana ou animal, ndo sdo corrosivos, ndo oferecem risco ao
meio ambiente e sdo faceis de armazenar, o que facilita sua comercializagao.

De acordo com Muck (1993), o uso de aditivos microbianos ¢ bem-sucedido
gracas a trés fatores: a populagdo natural de bactérias do acido lactico, o teor de
carboidratos soluveis da planta e a cepa de bactérias presentes no aditivo. Esse ultimo
fator diz respeito a compatibilidade entre a planta e os microrganismos, pois 0s
microrganismos que compdem esses aditivos devem ser altamente eficazes na
competicdo com a flora microbiana natural da planta e devem ser mais eficazes no

processo de fermentacdo do material ensilado.
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O uso de aditivos microbioldgicos, como o lactobacillus buchneri € o
lactobacillus buchneri + lactobacillus hilgardii, em silagens remanejadas tem como
funcdo inibir o crescimento de microrganismos aerobicos, em particular aqueles
associados a estabilidade aerobica da silagem, inibir o crescimento de organismos
anaerobicos indesejaveis, como clostridios e enterobactérias, reduzir a atividade de
proteases e deaminases na planta e nos microrganismos, adicionar aerobios benéficos
a massa de silagem para que dominem a fermentacdo e, como resultado, formem
produtos finais benéficos que estimulem o consumo e a produgdo animal, além de
melhorar a recuperacao da matéria seca da forragem preservada (Kung Jr., 2018).

De acordo com Muck et al. (2018), o aditivo com uma populacdo de
lactobacillus buchneri € um dos aditivos mais estudados pela comunidade cientifica,
com um efeito notavel sobre a estabilidade aerdbica da silagem. Essas bactérias do
acido lactico transformam a glicose e a frutose em acido lactico e outros produtos
finais. A respeito dos aerébios, a consequéncia ¢ a redugdo anaerdbia, em etanol e
acido acético, e 1,2-propanodiol Lactico do Acido, atrasando o crescimento das
leveduras E fungos filamentosos na silagem da dieta (McDonald, Henderson, Heron,
1991; Da Silva et al., 2021).

Para Jobim et al. (2007), a estabilidade aerdbica é um fator que deve ser
melhor investigado na producao de silagem e pode ser definida como a capacidade
da massa de silagem de se decompor ap0s a abertura do silo, ou seja, quanto desgasta-
se ao exposta ao ar. A perda da estabilidade aerdbica da silagem geralmente se
manifesta por um aumento na temperatura da massa de silagem e uma mudang¢a no
pH. No entanto, o uso de aditivos microbianos, como Lactobacillus buchneri ¢
Lactobacillus buchneri combinados com Lactobacillus hilgardii, pode aumentar a

estabilidade aerobica da silagem realocada apds a abertura dos silos.

2.4 Leite Fermentado

O leite fermentado ¢ um dos produtos lacteos que sdo produzidos em grande
quantidade em muitos paises do mundo. A fermentacdo do leite € um dos processos
mais basicos existe ha mais de dez mil anos (Tamime, 2002). A fermentacao do leite
foi uma pratica bastante comum nos primeiros estados da formacao da humanidade,
dada a falta de preservacdo dos alimentos, por exemplo, refrigeracdo ou
pasteurizagdo. No passado, a fermentagao consistia no acimulo dos microrganismos

preexistente no meio, que coagulam o leite e produzem um produto com diferentes
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caracteristicas e propriedades fisico-quimicas da matéria prima (Faria, Benedet,
Guerroue, 20006).

O leite fermentado ¢ formado por bactérias do género Lactobacillus,
bacinetes Gram-positivos que produzem acido latico e de grande valor para os
fabricantes de laticinios. Sao bactérias aerotolerantes de produzir &cido latico a partir
de carboidratos elementares (Tortora, Funke, Case, 2005). As bactérias do acido
latico s3o em sua maioria anaerdbias facultativas, podem crescer em presenga de
oxigénio, mas se desenvolvem melhor em meio com baixa concentragao de oxigénio.
Agregadamente, sdo sacaroliticas e mesofilicas. Geram grandes volumes de acido
latico: Se feito largo uso do agticar na produgdo de energia, ha producao de maiores
quantidades de acidos lacticos e outros resultantes. As bactérias podem ser
classificadas em homofermentativas e em heterofermentativas, assim como ja foi dito
anteriormente.

As bactérias homofermentativas, ou que realizam a fermentagdo homolactica
produzem acido latico além do acido latico praticamente o Unico produto ao
quebrarem a glicose as heterofermentativas que fazem a fermentagdo heterolatica
produzem em quantidades apreciaveis outros produtos como o dioéxido de carbono e
o0 acido acético além do 4cido latico (Ferreira, 2001).

As bactérias do acido lactico desempenham um papel fundamental no processo
de ensilagem porque, além de inibir o crescimento de microrganismos nocivos, elas
permitem uma melhor recuperacdo da energia dos carboidratos fermentados por meio

da producao de acido lactico (McDonald, Henderson, Heron, 1991).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Local De Experimentacio

O experimento foi realizado no Departamento de Zootecnia (DZOO),
localizado no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui (UFPI),
no Laboratério de Forragicultura (LABFOR) (latitude 5°2'.27"S; longitude
42°46'48"0), localizado na cidade de Teresina, no estado do Piaui. O clima da cidade
¢ classificado como Aw, com temperatura média anual de 27,9°C e precipitacao

média anual de 1.451 mm.
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3.2. Projeto e processamento estatistico

O ensaio foi conduzido um delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial 4 x 3, composto por quatro tratamentos
(controle, leite fermentado, Lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788,
Lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788 + Lentilactobacillus hilgardii NCIMB
4785) e trés periodos de aberturas (15, 60 e 90 dias apds a realocagdo). O primeiro
fator foi o efeito dos aditivos: os inoculantes comerciais (lentilactobacillus buchneri
NCIMB 40788, lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788+ lentilactobacillus
hilgardii NCIM 4785) e leite fermentado. O segundo fator foi o periodo de tempo em
que o silo foi aberto ap6s a realocagdo: 15, 60 e 90 dias. E um delineamento
experimental inteiramente casualizado sem esquema fatorial (DIC) foi utilizado para

determinar a estabilidade aerobia apos 90 dias da realocacao.

3.3 Silagem de milho e realocacio de silagem

O milho ¢ um hibrido, variedade BRS 3046 Saboroso, foi plantado e colhido
no periodo de margo a outubro de 2023 por funcionarios do Departamento de
Zootecnia. Antes da abertura, a silagem de milho foi armazenada por 90 dias em silo
tipo trincheira de 300 m3, localizado no Departamento de Zootecnia da UFPI. No
momento da abertura do silo antes da realocacdo, foram avaliados a composi¢ao
quimica, a populagdo de microrganismos, o teor de 4cidos organicos e o teor de pH

da silagem de milho (Tabelal).
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Tabela 1. Caracteristicas das silagens de milho (quimica, microbioldgica,
Temperatura, Perfil fermentativo, dcidos organicos)

Composicdo quimica de silagens de milho antes da realocacdo (g/kg Ms)

MS MM FDN FDA PB EE CST CaTp
247,6 30,3 4047 2044 789 354 75,6 286,9
Composicdo microbioldgica de silagens antes da realocacdo (ufc/g)
BAL LEVEDURAS MOFOS ENTERO
1,74 3,5 0 3,5
Temperatura e perfil fermentativo da silagem
N-
Te NH3 pH
32°C 2,8 4,2
Acidos organicos de silagens antes da realocacio (g/kg de MS)
Acido l4ctico Acido acético AC.IAd(? Acido butirico
propidnico
18,54 46,81 9,63 7,34

MS - Matéria seca; MM - Matéria mineral; EE - Extrato etéreo; PB - Proteina bruta; FDN - Fibra em
detergente neutro; FDA- Fibra detergente 4cido; N-NH3 — Nitrogénio amoniacal; CST - Carboidratos
totais; CaTp- Capacidade de tampon; BAL- bactérias laticas; LEV- Leveduras- ENTERO-
Enterobactérias; To -Temperatura; pH- Potencial hidrogenionico

A silagem de milho de planta inteira foi realocada em silos experimentais
(potes plasticos de 3,6 litros) com capacidade de armazenamento de 3-4 kg. Os
inoculantes comerciais e o leite fermentado foram adicionados no momento da
realocacdo. A quantidade de 4 (quatro) gramas de Lactobacillus buchneri € quatro
(4) gramas de Lactobacillus buchneri + Lactobacillus hilgardii foram diluidos em
um litro de 4gua destilada e aplicados & massa de forragem a uma taxa de 100 ml de
produto diluido por 100 kg de forragem. O leite fermentado comercial foi diluido a
uma taxa de 200 ml do produto para 1 litro de agua e aplicado a uma taxa de 100 ml
do produto diluido por 100 kg de forragem, conforme as recomendacgdes do
fabricante.

Para caracterizar a qualidade da silagem realocada, ela foi analisada 15, 60 e
90 dias apos a realocacdao usando as seguintes variaveis: perdas (gas, efluente) e
recuperacdo de matéria seca; pH e nitrogénio amoniacal (N-NH3); Teor de acidos
organicos; determinacdo da populagdo microbioldgica; composi¢do quimica,

estabilidade aerdbica.
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3.4 Determina¢io microbioldgica da silagem realocada

Foram realizadas as andlises microbiologicas, com o preparo prévio e
esterilizacdo dos meios de crescimento (para mofos e leveduras, bactérias acido
laticas e enterobactérias) e vidrarias a serem utilizados por meio da técnica de
autoclave. Foi adicionada dgua destilada as garrafas plasticas autoclavaveis providas
de tampas, com auxilio de baldes volumétricos de 100 mL e de pipetas de vidro de 1
e 10 mL. Para as dilui¢des (1 a 6) foi utilizada uma garrafa de um litro contendo agua
destilada que foi autoclavada a 120°C durante 15 minutos. Foram adicionadas 10
gramas da amostra da silagem fresca, quando a temperatura de dgua destilada estava
morna ou fria, com adaptagdes da metodologia descrita por Gonzalez e Rodrigues
(2003).

A partir disso, foi pipetado 1 mL desse material e realizadas as dilui¢des
necessarias nas demais garrafas. Portanto, apds a pipetagem de 1 mL da dilui¢ao
anterior, a aliquota foi introduzida na garrafa com a diluicdo seguinte, sempre
realizando homogeneizagdo prévia (107, 102, 1073, 1074, 107>, 10°¢). Dessa forma, o
material foi submetido a agitagdo manual para que o extrato se tornasse homogéneo.
As placas de Petri foram distribuidas em duplicata por dilui¢ao e identificadas pelas
seguintes denominagdes: bactérias acido-laticas (BAL), enterobactérias (ENT) e
mofo e levedura (ML). Apés a adicdo da aliquota de amostra retirada dos
Erlenmeyers, foi feita uma homogeneizagdo manual da placa sobre a bancada (em
formato de “8”). Assim, placas com dilui¢do impar devem ser pipetadas com 1 mL
de amostra, e nas placas com dilui¢do par foram adicionados somente 0,1 mL,
independentemente da cultura analisada. Posteriormente, foi realizada a adi¢cdo de
uma fina camada do meio de cultura em cada placa e a distribui¢do do material. Todas
as placas foram armazenadas na estufa bacterioldgica a 35°C. Apos esse periodo, foi

feita a contagem para cada grupo de microrganismos.
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Figura 1. Processamento das amostras no Laboratério de
forragicultura (LABFOR) da UFPI

3.5 Analise de perdas da silagem realocada
Os silos experimentais foram pesados no fechamento e na abertura, e as

perdas de matéria seca (MS) na forma de gases e efluente, bem como a recuperagao
de matéria seca (RMS), foram determinadas de acordo com as equagdes descritas por
Jobim et al. (2007).

A perda por gases foi obtida a partir da diferenga de peso da massa de
forragem seca: PG = (PCI - PCf) / (MFi x MSi) x 10000, onde: G: perdas por gases
(g/kg MS); PCI: peso do silo cheio no fechamento (kg); PCf: peso do silo cheio na
abertura (kg); MFi: massa de forragem no fechamento (kg); MSi: teor de matéria seca
da forragem no fechamento (dag/kg).

As perdas de efluentes foram calculadas com a seguinte equacao, baseada na
diferenga de peso da areia e relacionada a massa de forragem fresca no fechamento:
PE=[(PVf-Ts) - (PVi-Ts)]/MFi x 100, onde: E: producao de efluentes (kg/tonelada
de silagem); PVi: peso do silo vazio + peso da areia no fechamento (kg); PVf: peso
do silo vazio + peso da areia na abertura (kg); Ts: peso do silo vazio; MFi: massa de
forragem no fechamento (kg).

Para estimar a recuperacao de matéria seca: RMS= (MFa x MSa) / (MFf x
MSf) x 100, onde: RMS: taxa de recuperagdo de matéria seca (dag/kg); MFa: massa
de forragem na abertura (kg); MSa: teor de matéria seca da forragem na abertura
(dag/kg); MFf: massa de forragem no fechamento (kg); MSf: teor de matéria seca da

forragem no fechamento (dag/kg).
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Figura 2. Silos depois de pesagem e pesagem de vazios para avaliar
perdas de matéria seca

3.6 Determinacio da composi¢cio quimica da silagem realocada

A composicdo quimica foi avaliada seguindo a metodologia do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Ciéncia Animal (INCT), onde foram realizadas as
determinagdes de matéria seca (MS) em estufa sem ventilagao for¢ada de ar (Método
G-003/1), proteina bruta (PB) pelo método de Kjeldahl (Método N-001/2), gordura
bruta (GB) pelo método de Randall (Método G-005/2), matéria mineral pelo método
da queima em mufla (Método M-001/2), fibra em detergente neutro (FDN)
utilizando autoclave , pelo método INCT-CA F-002/2, fibra em detergente acido
(FDA) utilizando autoclave, pelo método INCT-CA F-004/2 (AOAC, 1997).

A capacidade do tampao foi determinada de acordo com Mizubuti et al.
(2009), usando a seguinte equacdo: CATP = {[0, 1 x (Va - Vb)] = PA} x 100

Onde: CATP = capacidade de tamponamento em mg NaOH/100 g MS; 0,1 =
normalidade do NaOH; Va = volume de NaOH usado para elevar o pH da amostra de
4,0 para 6,0; Vb = volume de NaOH usado para elevar o pH do branco de 4,0 para
6,0; PA = peso da amostra seca = [(peso da amostra x MS) +100].

O método 4cido sulfurico concentrado, sugerido por Dubois et al. (1956),
sofreu modificagdes por Corsato, Filho, Sales, (2008). Os compostos organicos
foram obtidos através da extragdo com etanol. A leitura da absorbancia de 490 nm
com o padrao D-glicose (Dubois et al., 1956) quantificou as concentracdes de

carboidratos soluveis. O quociente de TSC, expresso em g/100 mL, foi calculado a
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partir da solugdo e posteriormente ajustado de acordo com o conteido de matéria

seca das amostras utilizadas.

Figura 3. Processamento das amostras no Laboratorio de Nutricdo Animal da UFPI

3.7 Valores de pH e nitrogénio amoniacal (N-NH3) da silagem realocada

A determinacdo de pH e nitrogénio amoniacal (N-NH3) foram realizadas
segundo metodologia descrita por Bolsen et al. (1992). Em 90 mL de 4gua destilada
foram adicionados 10 g de silagem, permanecendo em repouso por 1 h, e para leitura
de pH, foi utilizado um potencidmetro. Quanto a avaliagdo do N-NH3, em 60 mL de
agua destilada foram adicionados 10 gramas de silagem, dessa mistura aquoso obtida
sdo retirados 10 mL em um tubo e sdo submetidos a centrifugacio por 20 minutos. Do
sobrenadante centrifugado, sdo retirados 2 mL e transferidos um para tubo de ensaio
(Kjeldahl). Em seguida, foi adicionado 2 mL da solu¢do de KOH e 5 mL de 4gua
destilada e assim procedeu-se com a destilagdo em aparelho Micro-Kjeldah, seguindo
os passos para determinacdo de proteina, a partir da destilagdo, contudo a titulacao

com solucao de H2SO4 0,2N.

Figura 4. Processamento das amostras no Laboratorio de
forragicultura (LABFOR) da UFPI
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3.8 Determinacio de estabilidade aerobica da silagem realocada apos de 90 dias
da realocacao

Para determinar a estabilidade aerdbica, a silagem foi transportada para uma
sala fechada a uma temperatura controlada (25°C), e a temperatura ambiente da sala
foi medida usando um termometro colocado proximo a silagem. O material foi aberto
€ exposto ao ar por 96 horas.

Apobs a abertura das silagens nos horarios indicados, a temperatura da
superficie e a temperatura da massa da silagem foram monitoradas a cada 2 horas por
um periodo de 96 horas ou até que a estabilidade aerdbica fosse quebrada. A
temperatura da superficie da silagem foi determinada com um termometro digital
sem toque, enquanto a temperatura da massa de forragem foi determinada com um
termOmetro digital de imersdo inserido a 10 cm no centro da silagem. A quebra da
estabilidade aerdbica foi usando o tempo observado para que a silagem subisse 2°C
apos a exposicdo ao ar, em relagdo a temperatura ambiente, de acordo com Taylor e

Kung Jr (2002).

Figura 5 . Determinacdo da temperatura na
estabilidade aerdbica
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3.8 Determinacio do teor de acidos organicos da silagem realocada

Uma parte de cada amostra coletada foi usada para analisar os acidos
organicos usando o método citado por Kung Jr. E Ranjit (2001): 10 ml da amostra
foram diluidos a 10% em agua destilada, acidificados com HSO a 50% e filtrados em
papel de filtro Whatman. A 2 ml do material filtrado, foram adicionados 1 ml de &cido
metafosforico a 20% e 0,2 ml de acido fénico a 0,1%. As amostras foram
centrifugadas e os acidos organicos (latico, acético, propidnico e butirico) foram

analisados por cromatografia liquida de alto desempenho.

3.9 Analise estatistica

Apos a tabulacdo dos dados, as premissas de normalidade dos erros e
homogeneidade das variancias foram testadas usando os testes de Cramer-von Mises
e Brown e Forsythe, respectivamente. Os resultados foram entdo submetidos a uma
andlise de variancia usando o SAS 9.4 (Statistical Analysis System, 2013) com o
procedimento PROC MIXED. As médias foram comparadas usando o teste de Tukey
com um nivel de probabilidade de 5%.
1) O modelo estatistico foi usado para avaliar a silagem de milho
realocada:
Yij=pt+Ai+ Tj +Nij+ eij
Onde Yij foi o valor de cada observagao; p, a média geral; Ai, o efeito fixo dos
aditivos (lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788, lentilactobacillus buchneri
NCIMB 40788 + lentilactobacillus hilgardii NCIMB 4785 e leite fermentado); Tj, o
efeito fixo do tempo de realocacgdo (15, 60 e 90 dias); Nij, Interag¢do aditivos e tempos;
el, o erro padrao.
2) O modelo estatistico foi usado para avaliar a silagem de milho
relocada no momento de estabilidade aerobia.

Yij = p +Ai + eij

Onde Yij ¢ o valor de cada observacao; u, a média geral; TRi, o efeito fixo dos
aditivos (lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788, lentilactobacillus buchneri
NCIMB 40788 + lentilactobacillus hilgardii NCIMB 4785 e leite fermentado); ei, o

erro padrao.
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4. RESULTADOS

Houve interagdo entre o efeito do aditivo e do tempo (A x T) (P < 0,05) nas
caracteristicas microbioldgicas e no pH das silagens de milho movimentadas, exceto
no nivel de leveduras (LEV) Tabela 2. As silagens realocadas tiveram iguais (5,98
ufc/g) contagem de bactérias lacticas (BAL) quando realocadas por 90 dias. As
silagens tratadas com lactobacillus buchneri + lactobacillus hilgardii (LBLH)
tiveram menor contagem de BAL que as demais quando por 15 dias de realocacao.

Observou-se que nao houve diferenca entre as diferentes silagens realocadas,
os diferentes tempos de realocacdo e na interacdo A x T(P>0,05) contagem de
leveduras (LEV). Houve diferenga na interagdo A x T (P<0,05) da contagem de
mofos. No entanto as silagens tratadas com inoculantes e leite fermentado tiveram
menor (contagem de mofos que SR quando realocacdo por 15 dias. As silagens
realocadas SR tiveram menor contagem de mofos que as demais quando expostas por
90 dias. As silagens tratadas com LF tiveram maior contagem de mofos que as

demais quando a realocagdo por 60 dias.

Tabela 2. Valores de pH e composi¢do microbioldgicas de silagens realocada de milho
tratadas com inoculantes e leite fermentado (ufc/g de MS)

Tempo (Dias) P-valor
Média EPM
Aditivo 15 60 90 A T AxT
BAL (ufc/g)
SR 3,57ABb 4,987 5 ggAa 4,84
LF 4,514 586"  5,98M 5,45
LB 4,028° 4,674 598Aa 4,89 0,24 0,16 <0,01 0,03
LBLH 2,008° 59248 5 0gAa 4,63
Média 3,52 5,36 5,98
LEV (ufc/g)
SR 0,38 0,00 0,50 0,29
LF 0,38 0,75 0,00 0,38
LB 0,00 0,00 0,58 0,19 0,30 0,82 0,64 0,51
LBLH 1,40 0,00 0,33 0,58

Média 0,54 0,19 0,35




27

Continuacdo...

MOFOS (ufc/g)

SR 54248 354 0,008 2,99

LF 2,082 35843 (), g5ABD 2,47

LB 3,178 2,514 1,17ABb 2,28 0,25 0,29 <0,01 <0,01
LBLH 3,098 22748 7Aa 2,51

Média 3,66 2,97 1,05

pH

SR 4,328 4,194 4254 4,25

LF 4,13AB2 4194 42748 4,19

LB 4,154Ba 4 094 3 9OBb 4,04 0,02 <0,01 0,05 <0,01
LBLH 4,008 4,084 39382 4,00

Média 4,15 4,14 4,08

BAL- bactérias laticas; LEV; Leveduras; ENTERO-Enterobactérias; pH- Potencial hidrogenionico; SR-

Silagem realocada sem inoculantes; LF — Leite fermentado; LB- Lactobacillus buchneri; LBLH -lactobacillus

buchneri + lactobacillus hilgardii; Ufc- unidade formadora de colonia em logl0, A- Aditivo, T — tempo de

realocacdo, A x T — interagdo dos fatores. Letras maiusculas comparam aditivos dentro de cada tempo ¢ letras

minusculas comparam os tempos dentro de cada aditivos, onde letras iguais ndo diferem pelo teste de tukey

(nivel de significancia P<0,05).

A interagdo A x T (P<0,05) indicou que houve diferenca entre as diferentes
silagens realocadas. As silagens realocadas sem inoculantes (SR) tiveram maior pH
quando o tempo de realocagdo foi de 15 dias. Entdo, as silagens tratadas com
inoculantes de lactobacillus buchneri (LB) e LBLH tiveram menor pH quando o
tempo de realocagdo foi de 60, 90 dias.

Observa-se na Tabela 3, a interacdo A x T (P<0,05) que houve diferenca na
RMS (%) e para perdas por efluentes e gases. As silagens realocadas SR tiveram
perdas de gases (PG) (% MS) (P<0,01) maior quando o T foi de 15 dias, e as silagens
tratadas com LBLH tiveram menor quando T foi de 90 dias. As silagens tratadas com
LBLH tiveram maior perdas de efluentes (PE) (kg/tonelada) que todos as silagens
quando T foi de 15, 90 dias, as silagens SR tiveram menor PE (kg/tonelada) quando
T foi de 15 dias. As silagens tratadas com LBLH tiveram maior indice de recuperagdo
da matéria seca (RMS) (%) quando T foi de 15 dias e as silagens tratadas com LB
tiveram maior (RMS) (%) quando T foi de 90 dias, mas as silagens tratadas com LF

tiveram menor RMS (%) quando T foi de 15 dias



28

Tabela 3. Perdas por gases, efluentes e recuperagao de matéria seca em silagens realocadas
de milho tratadas com inoculantes e leite fermentado

Tempo (Dias) P-valor
Média PEM

Aditivo 15 60 90 A T AxT

PG (% MS)
SR 0,774 0,494 02448 (50
LF 0,008 0,058 0424 0,16
LB 0,05% 0,118  0,04% 0,07 006 <001 064 <001
LBLH 0,148 0,14482 0,008 0,09
Média 0,24 0,20 0,18 0,20

PE (kg/tonelada de silagem).

SR 3,048 57242 5934 590
LF 6,304 6,024 5844 6,05
LB 5,604 6,094 5864 585 0,23 0,02 035 0,02
LBLH 6,524 5624 6,36% 6,17
Média 5,59 5,86 6,00 5,82

RMS (%MS)
SR 94,7844 92,984 90,808 9285
LF 88,6558 91,742 91,804 90,73
LB 95,484 92,674 9574% 94,63 0,62 <0,01 061 0,02
LBLH 95,9844 94,5142 95634 9537
Média 93,72 9298 93,49 93,39

Letras maitsculas comparam os aditivos dentro de cada tempo e letras mintisculas comparam os tempos dentro
de cada tratamento, onde letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (nivel de significancia P <0,05).SR-
Silagem realocada sem inoculantes; LF — Leite fermentado; LB- Lactobacillus buchneri ; LBLH -lactobacillus
buchneri + lactobacillus hilgardii ; PE- Perdas por efluentes (Kg/tonelada de MS); PG- Perdas por gases
(%MS); RMS- Indice de recuperagdo da matéria seca (%); EPM- Erro padrio da média; Lactobacillus buchneri,

A- Aditivo; T- tempo de realocacdo; A x T — interagao dos fatores.

Em relag@o a composi¢ao quimica (Tabela 4), as silagens tratadas com LBLB
tiveram maior teor de MS que as silagens realocadas SR, e tratadas com LB e LF
quando o tempo (T) foi de 15 dias, mas todas as silagens tratadas tiveram maior teor
de MS do que as silagens SR quando T foi de 90 dias. A interagao A x T (P<0,05)
que houve diferenca na MM (%), as silagens tratadas com LF tiveram maior teor de

MM que todos os tratamentos quando T foi de 15, 60, 90 dias, mas as silagens LBLH
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tiveram teor de MM igual ao tempo de realocagao (60,90 dias). As silagens realocada
SR tiveram maior teor de FDN, e tratadas com LBLH tiveram menor FDN. As
silagens tratadas com LB tiveram maior teor de FDN, e tratadas com LBLH tiveram
menor.

A interacao A x T (P<0,01) indicou que houve diferenca na PB, as silagens com
LB tiveram maior teor de PB do que as SR, e as tratadas com LBLH e LF quando T
foi de 90 dias. As silagens SR tiveram teor de PB semelhante as silagens tratadas com
LF, LB, LBLH somente quando T foi de 15 dias. As silagens tratadas com LF tiveram
teor de PB maior quando o T foi de até 60 dias, e menor quando T foi de 15 dias. A
interagdo A x T (P<0,01) indicou que houve diferenca na EE, as silagens tratadas
com LF tiveram menor teor de EE do que as silagens SR quando T foi de 90 dias,
mas quando T foi de 15 dias, todas as silagens tratadas tiveram menor teor de EE que
as silagens realocadas SR. As silagens tratadas com LB tiveram maior teor de EE
quando T foi de 90 dias. Essa tendéncia dos dados nao foi observada nas silagens SR,
e silagens tratadas com LF, LB e LBLH, as quais tiveram teores de EE variaveis nos

Tempos.

Tabela 4. Composi¢ao quimica e nitrogénio amoniacal (N-NH3) de silagens realocada de
milho tratadas com inoculantes e leite fermentado (g/kg de MS)

Tempo (Dias) P-valor
Média EPM
Aditivo 15 60 90 A T AXT
MS (g/kg)
234,1 231,3 2242 229,948
2234 223,35 225,85 224,008
2359 226,3 231,7 231,348 199 <0,05 006 0,21
LBHA 238,00 226,1 234.4 232,84
Média 232,9 226,7 229,00 229.6
MM (g/kg de MS)
SR 29,58 27 508® 26,740 27,9
LF 27,64 28,942 27,742 28,1
LB 25,388 23,280 22,580 23,7 0,32 <0,01 <0,01 0,04
LBHA 24,982 23,282 23,288 23,8
Média 26,8 25,7 25,00 25,9
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Continuacdo...
FDN (g/kg de MS)
SR 485,3 473,2 509,2 489,2 A
LF 503,9 478,8 481,2 488,00 A
LB 471,2 4744 476,00 473,94 5,75 <0,01 0,07 0,19
LBHA 463,9 435,1 451,7 450,28
Média 481,1 465,4 479,5 475,3
FDA (g/kg de MS)
SR 250,7 259.8 277,1 262,548
LF 271,2 264,1 26,34 266,24
LB 259.9 270.,8 272,2 267,64 4,78 <0,05 045 0,34
LBHA 2544 2399 248,5 247,68
Média 259,00 258,6 265,3 261
PB (g/kg de MS)
SR 66,042 68,4782 68,9082 67,8
LF 66,240 72,54 70,08 69,6
LB 63,44 64,008° 75,742 67,7 0,85 0,38 <0,01 <0,01
LBHA 64,24° 65,980 73,7488 67,9
Média 65,00 67,7 72,1 68,2
EE (g/kg de MS)
SR 32,74 31,004 28,548 30,7
LF 32,24 31,94 27,38 30,5
LB 32,64 22,98 35,74 30,4 1,11 0,60 0,16 <0,01
LBHA 32,44 33,84 30,748 323
Média 32,5 30,6 29.9 31,00
CST (g/kg de MS)
SR 69,5 61,8 62,1 64,5
LF 69,8 61,8 61,8 64,5
LB 69,6 66,7 63,6 66,6 1,10 0,35 <0,01 0,79
LBLH 71,00 65,8 62,1 66,3
Média 70,0% 64,00° 62,4° 65,5




31

Continuacdo...
CaTp (g/kg de MS)
SR 245.6 2535 291,7 263,6
LF 261,9 291,1 255,9 269,6
LB 2495 276,7 249,1 2584 822 0,35 0,20 0,16
LBLH 271,00 272,8 292.8 278.9
Média 257,0 2735 2724 267,6
N-NH3 (g/kg de MS)
SR 26,84 26,44 27,24 26,8
LF 33,14 25,58 25,88 28,1
LB 37,64 30,94 20,58 29,7 1,12 <0,05 <0,01 <0,01
LBLH 32,84 24,008 16,6€ 24.5
Média 32,6 26,7 22,5 27,3

Médias seguidas por letras minusculas nas linhas diferem entre os tratamentos pelo teste Tukey (P<0,05). SR-
Silagem realocada sem inoculantes; LF — Leite fermentado; LB- Lactobacillus buchneri ; LBLH -lactobacillus
buchneri + lactobacillus hilgardii ; MS - Matéria seca; MM - Matéria mineral; EE - Extrato etéreo; PB - Proteina
bruta; FDN - Fibra em detergente neutro; FDA- Fibra detergente adcido; N-NH3 — Nitrogénio amoniacal; CST -
Carboidratos soluveis totais; CaTp- Capacidade de tampao; EPM- Erro padrio da média; A interagdo (P<0,05) A x
T indicou que todas as silagens realocadas tiveram maior valores EE quando o T foi 15,60 dias, exceptou as silagens
tratadas com LB tiveram maior valor de EE quando T foi a 90 dias.

Observou-se que ndo houve diferenca entre as diferentes silagens realocadas e
na interacao A x T(P>0,05) para o parametro de carboidratos soluveis totais (CST),
mas tem uma diferenca entre os diferentes tempos de realoca¢do. O melhor tempo
(T) de realocagdo foi registrado no 15° dia com valor de 70 g/kg de MS. Nao houve
diferenca estatistica entre as diferentes silagens realocadas, os diferentes tempos e na
interacdo A x T(P>0,05) para o parametro de capacidade de tampao (CaTp). A
interacao Ax T (P<0,05) indicou que houve diferenca, as silagens realocadas sem
inoculantes SR tiveram maior de N-NH3 que todos as silagens tratadas quando o T
foi de 90 dias, e quando T foi de 15 dias as silagens sem inoculantes SR tiveram
menor de N-NHj3 que todos as silagens tratadas.

A interagao A x T (P<0,05) indicou que as silagens realocadas houve efeito
para concentracao de acido lactico (AL) (Tabela 6). As silagens tratadas com LB e
LBHA tiveram maior concentracdo de 4cido latico que as silagens sem inoculantes

SR e tratadas com LF quando o tempo de realocagado foi de 15 e 60 dias. As silagens
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tratadas com LB, LBHA e LF tiveram concentra¢ao de acido acético semelhante

(P>0,05) as silagens SR quando o tempo de realocagao foi de 15, 60 e 90 dias.

Tabela 5. Acidos organicos de silagens realocadas de milho tratadas com inoculantes
e leite fermentado (g/kg MS)

Tempo (Dias) P-valor

Aditivo 15 60 90 Média EPM A T AxT

Acido lactico (g/kg MS)
SR 18,75%°  20,79% 28814 22,78
LF 27,4144 2393482 21908 2441
LB 26,354 28364 20,538 2508 1,01 035 0,054 <0,01
LBLH 18,498> 30,694 26,1342 2510
Média 22,75 25,94 24,34 24,35

Acido acético (g/kg MS)
SR 47,84 51,61 53,72 51,06
LF 53,36 55,59 55,89 54,95
LB 50,85 56,56 53,16 53,52 232 0,69 041 0,99
LBLH 52,32 54,36 54,78 53,82
Média 51,09 54,53 54,39 53,34

Acido propidnico (g/kg MS)

SR 13,94 9,92 9,00 10,95
LF 4,92 11,65 7,54 8,04
LB 7,28 7,10 8,53 7,64 097 006 0,64 0,08
LBLH 8,09 7,86 6,97 7,64
Média 8,56 9,13 8,01 8,57

Acido butirico (g/kg MS)
SR 10,24 6,84 7,13 8,07
LF 7,35 8,97 8,46 8,26
LB 6,63 7,71 8,26 753 0,74 064 095 044
LBLH 7,36 7,12 6,62 7,03
Média 7,89 7,66 7,62 7,72

SR- Silagem realocada sem inoculantes; LF — Leite fermentado; LB- Lactobacillus buchneri NCIMB
40788; LBLH -lactobacillus buchneri NCIMB 407887+ lactobacillus hilgardii NCIMB 4785; A-
Aditivo. Letras maiusculas comparam os aditivos, onde letras iguais ndo diferem pelo teste de tukey
(nivel de significancia P<0,05.
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A interagdo A x T (P > 0,05) indicou que as silagens realocadas ndo houve
efeito para concentracdo de acido propionico e acido butirico. As silagens tratadas
com LB, LBHA e LF tiveram concentracdo de acido butirico e &cido propionico
semelhante (P>0,05) as silagens SR quando o tempo de realocagao foi de 15, 60 ¢ 90
dias (Tabela 5).

Tabela 6. Valores de pH e estabilidade aerobia (EA) de silagens de milho realocadas
armazenadas por 90 dias sob exposi¢ao aerdbia

Aditivo pH EA(h) Temperatura (°C)
SR 4,224 128 27

LF 4,104B 3.5¢ 27

LB 4,028 31.54 27
LBHA 4,04AB 284 27

EPM 0,043 1,53 0,00
P-valor <0,01 <0,01

SR- Silagem realocada sem inoculantes; LF — Leite fermentado; LB- lentilactobacillus buchneri
NCIMB 40788; LBLH -lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788+ lentilactobacillus hilgardii

NCIMB 4785; EA- tempo em estabilidade aerobia; A- Aditivo. Letras maitisculas comparam os
aditivos, onde letras iguais ndo diferem pelo teste de tukey (nivel de significancia P<0,05.

A Tabela 5 apresenta os valores de pH e estabilidade aerébia (EA) durante os
dias de exposicao aerdbia das silagens realocadas de milho (90 dias). Observa-se
(P<0,05) que houve diferenga na quebra de estabilidade aerobica. As silagens
realocadas tradadas com LBHA e LB apresentaram melhores de estabilidade 28 e
31,5 horas, respectivamente. As silagens tradadas com LF apresentaram 3,5 horas de
estabilidade aerdbica, menor valor entre os tratamentos. O pH no momento da quebra
(P<0,01) apresentou diferenga entre os tratamentos, as silagens tratadas com LB
apresentaram menor valor de pH (4,02), seguidos pelas os aditivos LBLH e LF, com

4,04 e 4,10, respectivamente.

5. DISCUSSAO

A aplicagdo dos inoculantes lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788 e
lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788 + lentilactobacillus hilgardii NCIMB

4785, no momento da realocagdo de silagem, aumentou a RMS de silagens de milho
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em comparacao a silagem sem aditivo e com leite fermentado. O armazenamento das
silagens realocadas durante 90 dias apresentaram melhores resultados para a atuagao
dos inoculantes comerciais em comparacao com 60 dias. As maiores médias de RMS
observada para as silagens realocadas inoculadas com LB e LBLH podem ser
explicadas principalmente pelos valores favoraveis de pH, que foram observados
entre 3,8 € 4,2, em todos os tempos, como dentro do recomendado por (Kung et al.,
2003).

O baixo pH das silagens de milho reflete maior atividade de BAL
homofermentativas, que convertem substratos soliveis em AL, considerado um acido
forte, reduzindo o pH da massa ensilada. Essas bactérias seguem uma rota metabolica
primariamente baseada na glicolise, onde convertem agtlicares, como glicose, quase
exclusivamente em AL, sem produgdo significativa de gases (McDonald et al., 1991),
sendo, desta forma, observado menores valores para a varidvel perdas por gases no
presente estudo.

E importante observar que o pH da silagem de milho, apds a abertura do silo
foi de 4,2 (Tabela 1). Tal fato indica que os LB ¢ LBLH mesmo aplicados no
momento da realocacdo da ensilagem foram responsaveis pela estabilizagdo e até
queda do pH, confirmado pela redugdo nos teores de CST, de 75,6 para 65,5 g/kg de
MS, e pelos aumentos dos niveis AL, de 18,54 (Tabela 1) para 25 g/kg de MS54
(Tabela 6), comparando valores da silagem no momento da abertura e da silagem
realocada, respectivamente.

Os resultados indicam uma continuidade da fermentacdo heterolatica,
evidenciada pelos aumentos nos teores de AA antes e ap0s a realocagdo, passando de
46,81 g/kg para 53,34 g/kg (média geral), respectivamente. Observa-se uma
tendéncia de aumento do AA em silagens realocadas (Chen e Weinberg, 2014; Anjos
et al., 2017) quando comparadas as silagens normais, frequentemente apresentando
teores superiores ao AL. Estudos (Kandler et al., 1983; Lindgren et al., 1990; London,
1968; Murphy e Condon, 1984) demonstram que algumas cepas homolaticas
(Lactobacillus plantarum, Lactobacillus bifermentans e Streptococcus faecium),
encontradas naturalmente, sob condi¢des anaerobicas € em baixas concentracoes de
CST, como ocorre em silagens realocadas ja submetidas ao processo fermentativo,
podem produzir acido formico e AA utilizando o AL como substrato. Assim, os

resultados sugerem que, mesmo em silagens realocadas inoculadas com cepas
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heterolaticas (LB e LBLH), o efeito da producao de acido acético foi ocultado devido
as condi¢des relatadas pelos autores.

O AA ¢ reconhecidamente uma substancia com propriedades antifingicas,
capaz de inibir o desenvolvimento de microrganismos deletérios a qualidade da
silagem e, consequentemente, elevar a estabilidade aerobia da massa ensilada
((Danner et al., 2003), (Kung et al., 2018), (Muck et al, 2018)). Entretanto, apensar
da similaridade dos teores de AA nas silagens realocadas foram observados efeitos
favoraveis dos inoculantes LB e LBLH na estabilidade aerdbia. Além disso, os
inoculantes comerciais avaliados contribuem para o aumento da estabilidade aerébica das
silagens realocadas, refor¢ando melhor eficacia no controle de deterioradores.

O controle eficiente do pH pelas silagens com LB e LBLH impediu o
crescimento de microrganismos deterioradores, especialmente em condigdes
aerobicas. Apesar de ndo ser identificado diminui¢des de mofos e leveduras, o pH
baixo potencializa os efeitos dos acidos em desacelerar o crescimento de
microrganismos aerobicos de deterioragdo podendo melhorar a EA (Muck et al,
2010). Outros autores (McDonald et al, 1991; Weinberg, Muck, 1996; Driehuis, Oude,
Van Wikselaar. 2001) também apontam que o controle do pH limita a atividade
metabolica desses microrganismos, reduzindo a produgdo de calor e evitando a
deterioragdo aerdbica. Desta forma, o presente estudo demonstra que a silagem
realocada com LB e LBLH com 15 dias de abertura reduziu o pH e manteve mais
proximo de 4,0, além de apresentar tempo mais prolongado com temperatura estavel
apos a exposi¢cdo ao oxigénio. Assim, mesmo a exposi¢ao ao oxigénio aumentando o
risco de elevagdo do pH, que favorece o crescimento de leveduras e mofos, a silagem
com submetida ao tratamento com inoculante manteve o pH controlado reduzindo o
tempo de vulnerabilidade para quebra da estabilidade aerébia. O que explica a
influéncia do uso de inoculantes no processo de fermentagdo e na conservacao de
massa ensilada.

Outra elucidacdo para o efeito benéfico dessas cepas de microrganismos (LB e
LBLH) pode ser atribuidos a sua capacidade de produzir substancias antimicrobianas
secundarias, como bacteriocinas e metabolitos especificos, além dos acidos acético
e 0 propidnico, em que a interagdo desses compostos pode ter inibido a atividade de
leveduras e enterobactérias, mesmo que as contagens gerais nao tenham sido
alteradas de forma estatisticamente significativa (Yildirim, 2001; LI et al., 2020;

OKOYE et al., 2023).
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Durante o processo de fermentacdo no silo, as bactérias presentes,
provavelmente, liberaram dgua durante o metabolismo, e por isso o teor de MS das
silagens realocadas foi menor do que o das silagens ndo realocadas. As silagens
realocadas tratadas com LBHA quando realocadas ap6s 15 e 90 dias 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 concentragdo de substratos para a fermentagdo, provavelmente era baixa e o teor
de MS mais alto, logo as condigdes para o eficiente processo fermentativo nao eram
ideais (Kung et al., 2018).

A proteina (PB) diminui com a abertura da silagem realocada, entretanto com
os inoculantes LB ¢ LBHA a diminui¢do foi menor que o teor de PB apds 90 dias da
realocagdo no tratamento controle, justificada pela baixa concentragao de N-NH3 e
provavelmente baixo teor de nitrogénio soluvel (Kung et al., 2018). Esse baixo valor
de N-NH3 (Tabela 4) indica que houve menor protedlise nessas silagens com os
inoculantes comerciais.

Observou-se aumento de FDN e FDA nas silagens realocadas exceto no nivel
das silagens tratadas com LBHA, explicado pela reducdo no teor de matéria seca das
silagens estudadas. Em estudo sobre exposicdo aerdbica Velho et al., (2006)
relataram que atrasos crescentes a exposicao ao ar apos a abertura dos silos aumenta
as propor¢des de FDN fibras detergentes neutra para silagem.

Foram observadas interagdes nos resultados de EE durante a realocacdo da
silagem. As altera¢des nos niveis de EE podem dever-se a atividade dos fungos, que
decompdem as complexas estruturas de carbono dos materiais organicos para
satisfazer as suas necessidades de carbono e nitrogénio para o desenvolvimento
(Lange, 2017).

Assim, a utilizagdo dos inoculantes Lentilactobacillus buchneri (NCIMB
40788) e Lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788 + Lentilactobacillus hilgardii
NCIMB 4785 no momento da realocagdo de silagens da planta inteira do milho
demonstram resultados superiores em termos de recuperagdo de matéria seca e
preservacdo de nutrientes, quando comparada a adicdo de leite fermentado ou a
auséncia de tratamento, durante 15, 60 e 90 dias de armazenamento avaliados. Além
disso, os inoculantes comerciais avaliados contribuem para o aumento da
estabilidade aerdbica das silagens realocadas, refor¢ando melhor eficacia no controle

de deterioradores.
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Apesar dos resultados positivos, sdo necessarios estudos adicionais para
fornecer evidéncias mais robustas sobre os efeitos primdrios dos inoculantes
microbioldgicos. Por outro lado, o uso de leite fermentado como aditivo ndo ¢

recomendado, devido a sua piora na eficacia da ensilagem realocada.

6. CONCLUSAO

A aplicagdo do inoculante Lentilactobacillus buchneri (NCIMB 40788) na
realocagdo de silagens da planta inteira do milho até 90 dias apds a abertura do silo
demonstra resultados superiores em termos de recuperacdo de matéria seca e
preservacao de nutrientes.

Essa conclusdo demonstra potencial do uso de inoculantes especificos no
momento da realocagdo da silagem, evidenciando sua capacidade de melhorar a
qualidade e a estabilidade aerdbica. Além disso, este estudo fornece uma base
estratégica para futuras pesquisas que busquem aprofundar a compreensao sobre o

mecanismo de atuagdo de inoculantes em silagens realocadas.
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