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RESUMO

A ensilagem € a principal técnica de conservacédo de forragens utilizada para suprir a
demanda de alimentos volumosos na nutricdo de ruminantes. Porém, a extensdo do
impacto ambiental causado por essa pratica ainda € pouco estudada. Nesta
dissertacdo, objetivou-se fornecer uma visdo geral sobre o impacto ambiental da
producdo de silagens, através de revisdo da literatura; e contribuir especificamente
com a avaliagdo de perdas fermentativas em silos laboratoriais, através da
realizacdo de quatro ensaios experimentais. Dentre os focos de impacto do processo
de ensilagem, estdo: uso da terra, sistema de plantio, escolha da espécie forrageira,
adubacéo, uso de herbicidas e pesticidas, uso de maquinario, momento de colheita,
teor de matéria seca na ensilagem, tipo de silo e vedacao, perdas fermentativas e
producdo de efluentes. Nos ensaios experimentais, quatro espécies forrageiras
(capim-elefante, azevém, cana-de-agucar e milho) tratadas com aditivos quimicos e
biolégicos foram armazenadas em silos laboratoriais, equipados com dispositivos
coletores de gas e de efluente, por cerca de dois meses. O volume de gas produzido
foi medido diretamente durante a fermentacdo, e comparado com a metodologia
tradicional de avaliagdo de perdas por gravimetria. A composicao bromatoldgica, as
contagens microbianas, o perfil fermentativo e a estabilidade aerdbia das silagens
também foram avaliados. As perdas fermentativas foram baixas nas silagens de
capim-elefante, azevém e milho, e expressivas nas silagens de cana-de-agucar. A
correlacdo entre a metodologia proposta e a metodologia atual de avaliacdo de
perdas foi variavel em cada ensaio. No ensaio da cana-de-acucar, todas as
metodologias avaliadas estiveram alinhadas. O efeito benéfico dos aditivos em
reduzir as perdas fermentativas foi observado nas silagens de azevém e cana-de-
acucar, e menos evidentes ou ausentes nas silagens de capim-elefante e milho,
respectivamente. Boas praticas de manejo devem ser observadas para reduzir o
impacto ambiental da producdo de silagens. O uso de aditivos com essa finalidade
necessita de analise cuidadosa da relacdo custo-beneficio e pode ser considerado
como um ajuste final, desde que as condicdes basicas de manejo sejam atendidas.

Palavras-chave: Compostos organicos volateis. Efluentes. Gases. Perdas
fermentativas. Silos laboratoriais.



ABSTRACT

Silage making is the main forage conservation technique to supply the roughage
demand in ruminant nutrition. However, the extension of the environmental impact
caused by this process is still unknown. We aimed to provide an overview on
environmental impact of silage production based on published data; and access the
fermentation losses in lab silos, in four experimental trials. The sources of
environmental impact comprise: land usage, tillage system, forage species, soll
fertilization, use of pesticides and herbicides, machinery, maturity at harvesting, dry
matter content at ensiling, type of silo and sealing, fermentation losses and effluent
production. In the trials, four forage species (elephant-grass, ryegrass, sugarcane
and corn) treated with different additives were ensiled in lab silos, equipped with gas
and effluent collecting devices. Silos were stored for approximately two months.
Volume of gas produced during the fermentation was directly measured and
compared to gravimetric methodologies of dry matter losses. Silage chemical
composition, microbial counts, fermentation profile and aerobic stability were also
measured. Fermentation losses were low in all trials, except for sugarcane. The
correlation between the proposed and current methodology for measuring gas
production varied among trials. In the sugarcane trial, all methodologies were in line
with one another. The effect of additives on mitigating fermentation losses was
present in ryegrass and sugarcane silages and less evident or absent in elephant-
grass and corn silages, respectively. Good management practices must be adopted
to reduce environmental impact of silage production. The recommendation of
additives for this purpose requires careful cost-benefit analyses and might be
considered as a fine tuning improving, once the basic management techniques were
met.

Key words: Effluents. Fermentative losses. Gases. Laboratory silos. Volatile organic
compounds. Pesticides.
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1 INTRODUCAO

A ensilagem € a principal técnica de conservacao de forragens utilizada para
suprir a demanda de alimentos volumosos na nutricdo de ruminantes em épocas de
escassez, como suplemento em sistemas de pastejo ou como fonte exclusiva de
forragem em confinamentos. No entanto, a extensdo do impacto ambiental
provocado por essa pratica ainda € pouco estudada.

Com a finalidade de proporcionar uma visao geral sobre o impacto ambiental
da producédo de silagens, o capitulo 2 apresenta uma revisdo da literatura, que tem
por objetivo apresentar as diversas fontes de impacto ambiental durante todo o
processo de producao da silagem. Uma das principais estratégias para reducédo do
impacto € a minimizacdo das perdas — pratica que também € favoravel
economicamente.

Reconhecendo a abrangéncia do tema “impacto ambiental da producéo de
silagens”, o recorte utilizado no presente trabalho compreende a avaliagao
laboratorial de perdas fermentativas, e a possibilidade de mitigacdo dessas perdas
pelo uso de aditivos na ensilagem de diferentes espécies forrageiras. As forragens
utilizadas nos ensaios descritos nos capitulos 3 a 6 (capim-elefante, azevém, cana-
de-acucar e milho) englobam os principais grupos de gramineas conservadas como
silagem no Brasil. Esses capitulos fornecem dados para compor a avaliacdo do
impacto potencial da conservacao dessas forragens como silagem.

Dada a diversidade de metodologias utilizadas na avaliacdo de perdas
fermentativas, objetivou-se comparar as metodologias existentes e propor uma
metodologia adicional de avaliacdo direta do volume de gas produzido durante a
fermentacdo. Essa nova metodologia é abordada em detalhes no capitulo 3, e é
também utilizada nos ensaios descritos nos capitulos seguintes. Adicionalmente, foi
avaliado o efeito potencial de mitigacdo do impacto ambiental através do uso de

aditivos na ensilagem.
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2 IMPACTO AMBIENTAL DA PRODUCAO DE SILAGENS: REVISAO

Resumo: A producdo de silagens, como qualquer atividade humana, impacta o
ambiente. O objetivo desta revisdo é perscrutar o impacto potencial dessa atividade
e sugerir estratégias de mitigacdo. O uso da terra para cultivo da planta a ser
ensilada impacta o ambiente de diferentes formas, especialmente em sistemas de
monocultura. O sistema de plantio direto tem menor impacto que o plantio
convencional. O uso de espécies melhoradas em detrimento de espécies crioulas
pode provocar erosao genética, mas a alta produtividade daquelas € benéfica para o
melhor aproveitamento dos outros recursos utilizados. A adubacéo nitrogenada
artificial é responsavel por poluicdo generalizada permanente na ecosfera. O uso de
herbicidas e pesticidas impacta a saude humana, a flora e a fauna silvestre e suas
inter-relacbes. O uso de maquinario tem efeito deletério no solo, e ainda impacta o
ambiente durante sua fabricacéo, uso e descarte. A escolha do momento de colheita
e o tamanho de particula influenciam a qualidade, a compactacdo e a producéo de
efluentes, que tém alto potencial poluidor. Muitas praticas de manejo que reduzem o
impacto ambiental também s&o favoraveis economicamente, o que facilita sua

adocao.

Palavras-chave: ambiente, efluentes, milho, nitrogénio, pesticidas

2.1 ENVIRONAMENTAL IMPACT OF SILAGE PRODUCTION: A REVIEW

Abstract: Silage production causes environmental impact, like any other human
activity. This review aimed to evaluate the potential impact of silage production and
suggest strategies of mitigation. The use of land, mainly through monoculture,
impacts the environment. The use of cultivars instead of landraces may cause
genetic erosion, but the high yields of the former make the use of other resources
more efficient. Artificial nitrogen fertilization provokes generalized irreversible
pollution in the ecosphere. The use of herbicides and pesticides impacts human
health, wildlife populations and its interrelations. The use of machinery not only
impacts the soil but also impacts the environment during manufacturing, usage and
disposal after its life cycle. Harvest time and particle size influence silage quality, bulk

density and effluent production, which is a strong pollutant. Several management
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practices for reducing environmental impact are also economically favorable, which

facilitates its adoption.

Key words: corn, effluents, environment, nitrogen, pesticides

2.2 INTRODUCAO

A ensilagem é a pratica mais comum para conservacao de forragens e
outros alimentos destinados a nutricdo de ruminantes. Assim como qualquer
atividade humana, a producdo de silagem gera impacto ambiental, que pode ser
maior ou menor, dependendo das praticas de manejo adotadas. Segundo a
resolucdo do CONAMA (BRASIL, 1986), o impacto ambiental pode ser definido
como:

[...] qualquer alteracdo das propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do
meio ambiente, causada por qualquer forma de matéria ou energia
resultante das atividades humanas que, direta ou indiretamente, afetam: | -
a saude, a seguranca e o bem-estar da populacgéo; Il - as atividades sociais
e econbmicas; Ill - a biota; IV - as condicbes estéticas e sanitarias do meio
ambiente; V - a qualidade dos recursos ambientais.”

Sabendo que o impacto da producao de silagens sempre existira, podemos
analisar o impacto ambiental relativo as recuperacdes de matéria seca (MS) da
silagem, de nutrientes ou ainda de energia (bruta, digestivel, metabolizavel ou
liquida), de forma a buscar a forma mais eficiente (portanto, com menor impacto
relativo) de conduzir o processo.

O objetivo desta revisdo € perscrutar o impacto ambiental potencial do
processo de ensilagem com base na literatura existente e tecer recomendacoes,

sempre que possivel, em vista de reduzir o impacto dessa atividade.

2.3 VISAO GERAL DO PROCESSO

A ensilagem de forragens ou outro alimento consiste no processo de
fermentacéo, através do qual carboidratos solUveis sdo fermentados a acido latico
(Weinberg et al., 2007), reduzindo o pH do material e protegendo o material contra a
degradacdo microbiana. O fator mais importante que influencia a eficiéncia desse
processo de conservagao é o grau de anaerobiose obtido em todo o silo, em todas

as fases do processo (Woolford, 1990). Durante todas as etapas do processo de
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ensilagem, existem perdas. O aumento das perdas reflete diretamente no aumento
do impacto ambiental relativo, pois o0 mesmo impacto total sera dividido por uma
menor quantidade ou qualidade de alimento no final da cadeia. A qualidade do
material ensilado depende diretamente da qualidade inicial da forragem, mas
também da eficacia do processo. Para avaliar o impacto ambiental da producao de
silagem, toda a cadeia produtiva deve ser levada em conta. Na abordagem dos
focos de impacto no processo de ensilagem, seguiremos a sequéncia do processo
produtivo. Consideremos como ponto de partida o uso e o preparo da terra para a

cultura da forragem a ser ensilada.

2.4 ASPECTOS RELACIONADOS A PREPARACAO E AO PLANTIO

O uso de uma grande area com uma unica cultura (monocultura) tem
conhecidas implicagbes na biodiversidade da fauna, flora, e microbiota do solo.
Altieri (1999) revisou o impacto da monocultura na biodiversidade, e questionou a
sustentabilidade de sistemas que sdo de alta produtividade, porém totalmente
dependentes da intervencdo humana (plantadeiras, pesticidas quimicos,
manipulacdo genética, fertilizantes) em substituicdo a processos naturais (dispersao
natural de sementes; controle natural de populacbes de sementes, insetos e
patdgenos; selecdo natural; reciclagem de nutrientes). O autor aponta também os
riscos a saude humana e seguranca alimentar, devido ao uso de agrotoxicos; e 0
risco proporcionado pela uniformidade genética da cultura, pois uma praga a que
uma planta é suscetivel pode dizimar toda a plantacdo. Horn et al. (1995) apontam
gue a interferéncia humana nos ambientes naturais, embora bem intencionada,
causa mudancas que podem ser desfavoraveis tanto para a economia das fazendas
como para o meio ambiente. Com a finalidade de reduzir os efeitos negativos da
monocultura, Altieri (1999) sugere que sejam utilizados corredores de mata nativa ao
redor de canteiros de monocultura, para que a flora e fauna nativas possam
desempenhar o papel de controle biolégico de pragas, e para que o habitat das
espécies ndo seja totalmente destruido, a ponto de causar desequilibrio ambiental.

O impacto ambiental causado pela atividade agricola em si depende de
varios fatores, como nivel de adubacéo, grau de mecanizacéo, status hidrico do solo
durante as operacbes de campo, tecnologias de cultivo e colheita etc. (Domizal e

Hodara, 1990; Domizal et al., 1991 apud Horn et al., 1995). A preparacado do solo
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pode ser feita da forma convencional ou utilizando o sistema de plantio direto. O
plantio convencional tem maior impacto devido a etapa de revolvimento, que expde
0 solo sem a presenca de cobertura vegetal, aumentando a possibilidade de
degradacdo fisica e quimica do solo, com danos ao meio ambiente (Andrioli e Prado,
2012). O sistema de plantio direto, uma pratica conservacionista, perturba o solo
somente na linha de plantio, e proporciona uma camada de forragem seca que
protege o solo da chuva, reduzindo a erosdo e a lixiviagdo de matéria organica e
nutrientes. A reducao de etapas mecanizadas tem efeitos benéficos na reducéo de

custos (Duarte Jr. et al., 2008) e na menor compactagéo do solo.

2.4.1 Impacto da escolha da forrageira

O impacto da escolha da planta a ser utilizada para ensilagem pode ser
analisado sob dois aspectos: a erosdo genética e a produtividade. A erosao genética
€ a perda de diversidade genética em determinado local em relacdo as espécies
crioulas (Frankel e Bennett, 1970 apud Heerwaarden et al., 2009). A eroséo genética
pode representar perdas de populacdes inteiras de um grupo geneticamente
diferenciado, ou reducdo da frequéncia de determinados alelos dentro de uma
populacdo ou espécie como um todo (Rogers, 2004). Segundo Smale (1997), a
pressuposicdo de que a Revolucdo Verde causou erosao genética no cultivo de
plantas tornou-se comum na literatura, porém, no cultivo do trigo, ndo foi possivel
estabelecer uma relacéo causal entre esses dois eventos, devido as dificuldades de
mensurar a erosao genética e de demonstrar a relacdo de causalidade.

Heerwaarden et al. (2009) estudaram a eroséo genética do milho, avaliando
0 suprimento de sementes de pequenos agricultores no sul do México. Apesar da
predominancia das sementes comerciais, 0 sistema informal de sementes ainda
persistia. As variedades verdadeiramente crioulas foram raras, e a maior parte das
sementes comercializadas no sistema informal era derivada de variedades
modernas (crioulizadas), que apresentavam menor diversidade genética que as
variedades crioulas. Os autores consideraram a erosao genética como moderada,
devido as diferentes caracteristicas oferecidas pelas variedades modernas. A
discusséao sobre erosdo genética tende para um lado mais ideoldgico do que pratico,

uma vez que a realidade atual do melhoramento genético (seja pela selecdo de
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hibridos ou pela engenharia genética) indica que este possa ser um caminho de
dificil reversao, com cujas consequéncias haveremos de conviver.

O outro aspecto de teor mais pratico do impacto ambiental da escolha da
variedade de planta a ser utilizada diz respeito a produtividade e a qualidade do
cultivar. Embora o melhoramento genético possa ter causado perda de diversidade
genética, certamente houve melhorias significativas das caracteristicas de interesse,
fato que ndo pode ser desconsiderado. Observa-se que a produtividade de graos

tende a ser muito maior nos hibridos de milho do que nas variedades crioulas, como
ilustrado na Figura 2.1.
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Figura 2.1. Massa total de gréos, obtida pela diferenca entre a massa da espiga e a massa do sabugo
(g) para 30 lotes de sementes. Variedades crioulas estdo apresentadas em branco, variedades

crioulizadas (RV) em cinza, hibridos (HB) e variedades de polinizagcdo aberta (OV) em preto. Fonte:
Heerwaarden et al. (2009).

Zopollatto e Sarturi (2009) argumentam que a escolha do cultivar deve ser
baseada no desempenho do hibrido em diferentes locais ou em varios anos na
mesma localidade. Caracteristicas agronémicas como produtividade, maturidade e
composicdo morfolégica devem ser observadas. Os autores recomendam a
observacdo da producdo de MS digestivel como um bom parametro de escolha do
hibrido, jA que engloba caracteristicas de produtividade total e digestibilidade de

vérias fracbes da planta. Se considerarmos todo o impacto ambiental causado
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durante todo o processo produtivo da silagem, ndo faz sentido desprezar a alta
produtividade e qualidade de hibridos selecionados. A escolha de melhores hibridos,

portanto, leva a um menor impacto ambiental relativo.

2.4.2 Impacto da adubacéo nitrogenada

Segundo De Jong et al. (2009), a utilizagcdo de adubacado nitrogenada tem
crescido em vistas de otimizar a produtividade e atender a demanda crescente por
alimentos e energia; por isso, faz-se necessario um balanco preciso entre as
exigéncias de nitrogénio (N) e a eficiéncia do seu uso, de forma a minimizar as
perdas de N dos sistemas agropecuarios. E certo que, dentro do sistema tradicional
de producéo, evitar o uso excessivo de fertilizantes € um recurso possivel e
necessario para reduzir o impacto ambiental da atividade. Porém, o uso de
fertilizantes quimicos em si tem provocado um dos maiores impactos da atividade
humana no planeta. Segundo o relatério do Millenium Ecosystem Assessment
(2005), a quantidade de nitrogénio reativo produzido pela atividade humana
aumentou nove vezes entre 1890 e 1990, e a maior parte desse aumento aconteceu
na segunda metade do século vinte (Figura 2.2).

Em artigo publicado na secdo News Focus da revista Science, Kaiser (2001)
relata os principais assuntos discutidos na Segunda Conferéncia Internacional sobre
Nitrogénio (Second International Nitrogen Conference, 14 — 18/10/2001). A autora
ressalta que, segundo o0s especialistas, a poluicdo por nitrogénio se iguala a
provocada pelos gases do efeito estufa em termos de ameaca ambiental. Ela explica
gue a principal fonte € a producao de fertilizantes quimicos pelo processo de Haber-
Bosch, descoberto em 1913, que faz reagir o N, inerte da atmosfera com hidrogénio
resultando em amoénia, que pode ser utilizada pelas plantas. Ressalta ainda que
guando o nitrogénio € convertido em nitrogénio reativo, ele passa de uma para outra
forma de poluicdo, desde acido nitrico (causadores de chuva &cida), nitratos
(responsaveis por eutrofizacdo de cursos de agua) até o 6xido nitroso (potente gas
do efeito estufa). Independentemente de qual for a fonte sintética de nitrogénio
(petréleo ou sintese quimica), em ambos 0s casos 0 nitrogénio foi retirado de um
estado latente ou inerte, e a desnitrificacdo bacteriana natural nunca vai

contrabalancear esse desequilibrio.
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Figura 2.2. Tendéncias globais na criacdo de nitrogénio reativo na Terra pela atividade humana, com
projecdes para 2050. A maior parte do nitrogénio reativo produzido pelos seres humanos provém da
producdo de nitrogénio para fertilizantes quimicos e uso industrial. O nitrogénio reativo também é
criado como um subproduto da combustdo de combustiveis fésseis e por algumas plantas fixadoras
de nitrogénio em sistemas agroecoldgicos. A extensdo da taxa natural de fixacdo bacteriana de
nitrogénio em ecossistemas terrestres (excluindo a fixagdo em sistemas agroecoldgicos) é mostrada
para comparacdo. A atividade humana produz agora aproximadamente tanto nitrogénio reativo
guanto os processos haturais o fazem nos continentes. Fonte: Traduzido de Millennium Ecosystem
Assessment (2005).

Pimentel et al. (1973) propuseram o uso de fontes alternativas de maior
eficiéncia energética para suprir a demanda de N na cultura de milho, como a
aplicacdo de esterco e a utilizacdo de adubacéo verde pela rotacdo de culturas com
leguminosas, como o trevo doce ou a ervilhaca, economizando de 2,7 a 3,7 milhdes

de kcal ha™ em relacéo a utilizacdo de fertilizante nitrogenado comercial.
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2.4.3 Impacto do uso de herbicidas e pesticidas

Em muitos sistemas, os pesticidas sdo usados em substituicdo aos controles
de pragas promovidos pelos inimigos naturais (Millennium Ecosystem Assessment,
2005). A utilizacao de herbicidas e pesticidas quimicos impacta a flora e fauna local,
e resulta em risco de residuo nos produtos finais da cadeia, que serdo consumidos
por seres humanos. O risco de contaminagéo de alimentos de origem animal, como
carnes, ovos, leite e visceras, por substéncias toxicas presentes na alimentacdo
animal foi extensamente revisado por Kan e Meijer (2007). Dentre as substancias
abordadas, os pesticidas quimicos e as micotoxinas representam possiveis fontes
de impacto na producdo de silagens, devido ao risco a saude humana que seus
residuos podem oferecer.

Os efeitos toxicos dos pesticidas nos ecossistemas foram revisados por
Kohler e Triebskorn (2013). Os autores apontam a necessidade de direcionar o foco
da pesquisa ndo somente para os efeitos em nivel molecular, celular, fisioldgico,
individual ou populacional, mas também para os efeitos indiretos nas interacdes
bidticas e nas comunidades. Os principais efeitos indiretos estudados envolveram
aspectos das interacdes parasita-hospedeiro, presa-predador e polinizacdo. Os
autores ilustraram os efeitos de pesticidas na vida selvagem reportados na literatura

em diferentes niveis de organizacao biolégica (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Efeitos documentados dos pesticidas na vida selvagem em diferentes niveis de
organizacdo bioldgica. Setas sélidas representam inter-relacbes conhecidas; setas tracejadas
representam antecipacdes baseadas em evidéncias. Fonte: Traduzido de Kohler e Triebskorn (2013).

Segundo Pimentel et al. (1973), a aplicacdo de herbicidas também
representa maior input energético que reduz a eficiéncia da producdo de milho. Os
autores sugerem que a aplicacdo por implementos agricolas seja substituida pela
aplicacdo localizada por mdo de obra humana, embora reconhecam que essa
pratica possa aumentar o custo da operacao, devido ao custo do combustivel e ao
preco da diaria do trabalhador da época — quadro que pode se reverter quando a
escassez de petroleo provocar aumento nos precos. O uso de plantas com genes de
resisténcia a pragas pode ser um recurso para reducdo do uso de pesticidas

(Millennium Ecosystem Assessment, 2005).
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2.4.4 Impacto do tipo e do dimensionamento do silo

A escolha do tipo de silo também influencia o impacto no ambiente.
Antigamente, o silo torre era considerado a forma mais efetiva de conservar
forragem na forma de silagem, devido & pequena area do silo exposta ao oxigénio e
a alta compactacdo obtida nesses silos (McDonald et al., 1991). Com o advento da
lona plastica e a popularizacéo dos tratores, o silo em torre caiu em desuso. Hoje, 0s
silos mais usuais sao: silo de superficie, silo trincheira, silo de fardo embalado e silo
tipo bag. Segundo levantamento recente realizado por Bernardes e Régo (2014) em
260 fazendas leiteiras no Brasil, os silos em trincheira foram os mais comuns,
presentes em 60,4% das fazendas. Os silos em superficie estiveram presentes em
38,1% das propriedades, e os silos em bag em apenas 1,5%.

Os silos em bag e em fardos embalados sé&o constituidos de camadas
sobrepostas de filme plastico, material que ndo é reutlizado, embora exista a
possibilidade de reciclagem. Os silos de superficie, que nada mais sdo que uma
pilha de forragem compactada, podem ser montados sobre lona plastica ou
diretamente sobre a terra, e revestidos com lona plastica, enterrada nas laterais. Os
silos trincheira sdo normalmente construidos aproveitando a declividade natural do
terreno, e podem ser utilizados sem revestimento (mantendo a silagem em contato
com a terra) ou revestidos de varios materiais, como lona, madeira ou concreto.
Sempre sao cobertos com lona plastica para vedacao do material. Silos revestidos
de concreto sdo mais duraveis que silos revestidos de terra ou madeira; em
contrapartida, o residuo gerado ao fim da vida-utl do mesmo é de dificil
reincorporacdo ao meio ambiente. Algumas silagens podem produzir grande
guantidade de efluente, que é altamente corrosivo ao concreto (O’Donnell et al.,
1995), reduzindo a vida util dos silos (Barbhuiya et al., 2010). Além de elevar os
custos para substituicdo dos silos, esse fato representa fonte de impacto ambiental,
proporcionada pelos residuos da construcdo antiga e pela matéria-prima e energia
envolvidas na nova construgao. O’Donnell et al. (1995) avaliaram o efeito do efluente
de silagem na corrosdo do concreto e perceberam uma propriedade muito
interessante: a silagem proxima (<3 mm) do concreto foi submetida a uma
neutralizacdo de pH por acdo do concreto, que levou a fermentacdo secundaria por
acédo de clostridios. O fluido da silagem proxima ao concreto apresentou maiores pH

e concentracdo de &cido butirico e menores concentragbes de acido latico e acidez
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titulavel. Estas caracteristicas foram responsaveis por menor corrosao do concreto
coberto por silagem, quando comparado ao concreto que recebeu fluxo de efluente
sem contato direto com a silagem. Os autores sugerem que esta propriedade seja
aproveitada para aumentar a durabilidade dos silos de concreto, mas observam que
este efeito s6 é possivel quando existe condicdo para desenvolvimento clostridico
(anaerobiose e talvez alguma neutralizacéo inicial de acidez) e quando cessa o fluxo
de efluente no chdo do silo. Para que se reduzam as chances de corrosdo do
concreto, silos tipo “bunker” podem ser projetados de forma que a face de abertura
esteja localizada na parte mais alta; desta forma, o efluente serd drenado para a
parte de tras do silo, que ainda contém silagem para proteger o concreto. Barbhuiya
et al. (2010) avaliaram o efeito sobre a resisténcia do concreto ao efluente de
silagem proporcionado pela substituicdo de parte da areia utilizada na preparacéo do
concreto por residuo da refinaria da bauxita. Seu estudo mostrou que a adicdo do
residuo na proporcao de 10% da massa de cimento proporcionou maior resisténcia
do concreto tanto a exposicédo prolongada ao efluente de silagem como ao ataque
sulfarico.

O dimensionamento do silo é uma etapa importantissima, e muitas vezes
negligenciada pelos produtores. E comum, em pequenas propriedades, que a area
da face do silo seja muito grande para o numero de animais consumindo silagem,
fazendo com que a taxa de remocéo diaria (ou seja, a espessura media da fatia
retirada do silo por dia) seja muito pequena. A consequéncia disso é que o ar
atmosférico, que contém oxigénio, penetra pela face exposta do silo mais
rapidamente do que a silagem é retirada, causando degradac&o aerdbia do material,
com perdas em quantidade e qualidade. Quando se perde em qualidade ou
guantidade, o impacto ambiental acontece por duas vias: pela geracao de residuos
da perda (gases) e por reducdo na eficiéncia do processo, com aumento do impacto
relativo. Desta forma, o silo deve ter maxima area de secc¢éo transversal que permita
taxa de remocéo diaria de, no minimo, 15 cm (Pitt e Muck, 1993). Este tamanho é
determinado pelo consumo diario de silagem na propriedade. Se a area da face do
silo for muito menor do que este tamanho maximo, o impacto relativo a massa de
silagem também aumenta, pois em um painel de pequena area, a silagem proxima a
lona e as bordas que precisa ser descartada representa uma maior porcentagem em
relacdo ao todo, se comparado a silos com painéis maiores. A recomendacéo de 20

a 30 cm pressupde condi¢Oes ideais de compactagéao, pois, se esta for insuficiente,
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o0 ar atmosférico penetrara a uma maior velocidade no silo, aumentando a fatia

minima que deve ser retirada por dia.

2.5 ASPECTOS RELACIONADOS A COLHEITA, AO ENCHIMENTO E A
VEDACAO DO SILO

2.5.1 Impacto do uso de maquinario

A utilizacdo de maquinério, apesar de ndo ser normalmente mencionada,
deve ser computada dentre as fontes de impacto da producao de silagens. Além das
operacOes mecanizadas da preparagcdo da terra, plantio e manejo da cultura, as
silagens pré-secadas enfardadas contam com mais oito operacdes mecanizadas
(ceifa, trés reviragens, enleiramento, enfardamento, embalagem e recolhimento dos
fardos); enquanto que silagens de milho e cana em silos de grande porte, por ndo
necessitarem de pré-secagem, requerem apenas mais duas operacoes (colheita e
picagem com ensiladeira e compactacao no silo com trator). Uma maquina agricola,
assim como um veiculo, impacta o ambiente em trés fases: fabricacdo (desde a
extracdo da matéria prima até o gasto de agua, energia e materiais no processo de
fabricacdo da maquina), vida util (que inclui o uso de combustivel, fluidos de motor e
material de manutencéo) e sucata (ap6s a vida util da maquina, as pecas que a
compde tornam-se residuos). Mikkola e Ahokas (2010) classificaram o “input” de
energia do maquinario agricola em direto (combustivel e eletricidade durante o uso)
e indireto (energia utilizada em fabricacdo, entrega, armazenamento, reparo e
manutencédo). Os autores apontam que o “input” de energia direto & facil de
identificar e mensurar, enquanto que o indireto é também relativamente facil de
identificar, porém, mais dificil de analisar. Com base em dados da literatura, os
autores estimaram que o “input’ indireto de energia equivale a 30% do “input” total
de energia durante a vida util de um trator. Romanelli e Milan (2010) utilizaram
linguagem de diagrama para determinar o fluxo de materiais direta e indiretamente
aplicados em operacdes mecanizadas na agricultura. Os autores apontam que a
analise de fluxo de materiais permite avaliar o impacto econémico e ambiental de
diferentes operacBes da ensilagem, provendo mais recursos para a tomada de

decisoes.
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Os equipamentos de colheita disponiveis para a ensilagem de plantas eretas
de grande porte sdo colhedeiras acopladas ao trator ou autopropelidas.
Normalmente, as ensiladeiras acopladas sao de propriedade do produtor, enquanto
gue as autopropelidas pertencem a uma empresa prestadora de servico. Apesar de
a ensiladeira automotriz ser uma maquina muito maior, ela trabalha colhendo mais
toneladas de forragem por hora e por ano em relacdo a uma ensiladeira acoplada.
Além dessa diferenca de eficiéncia, a maior velocidade de enchimento do silo
proporcionada pela colheita com a ensiladeira automotriz reduz muito as perdas
ocasionadas pela respiracdo da planta e acdo de microrganismos aerobios antes da
vedacdo do silo. Outras vantagens da ensiladeira autopropelida sdo a maior
precisdo de picagem e a possibilidade de processamento dos graos, o que aumenta

a eficiéncia de utilizagdo do amido pelos animais.

2.5.2 Impacto do momento da colheita

A decisdo sobre o momento da colheita para silagem é um dos pontos
criticos do processo, uma vez que erros aparentemente pequenos podem aumentar
as perdas de MS e reduzir a qualidade da silagem de forma drastica. De forma geral,
observa-se que para qualquer forragem, a fermentacdo 6tima ocorre quando o teor
de MS estd compreendido entre 30 e 35%. Forragens mais umidas tendem a
apresentar maior perda de matéria seca por efluentes, apesar de o teor de MS
certamente ndo ser o unico fator que influencia a producédo de efluentes (Jones e
Jones, 1995). O milho, o sorgo e a cana-de-acucar chegam naturalmente ao teor de
matéria seca ideal para ensilagem com boa qualidade nutricional, bastando que,
para isso, 0 momento da colheita seja preciso. Entretanto, os capins tropicais e de
clima temperado apresentam alto teor de umidade no momento 6timo de colheita,
necessitando, portando de alguma pratica de manejo para elevar o teor de MS do
material, tal como a pré-secagem ou a utilizacdo de um aditivo absorvente de
umidade (Schmidt et al., 2014). O monitoramento do teor de matéria seca pode ser
feito da forma tradicional, por secagem de amostra em estufa, ou por secagem em
micro-ondas, com a vantagem da rapidez deste Ultimo método, apesar da menor
precisao.

Johnson et al. (2002) fizeram seis experimentos em arranjo fatorial para

determinar a influéncia da maturidade e do processamento mecanico na estabilidade
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aerdbia da silagem de milho e na densidade de compactacdo dos silos. Os autores
concluiram que tamanho de particula, densidade de compactacdo e estabilidade
aerébia sdo variaveis inter-relacionadas. A densidade de compactacdo tende a
aumentar quando o tamanho de particula diminui. Os autores concordaram que a
maior densidade de compactagéo faz com que menos oxigénio penetre na silagem
durante o armazenamento, 0 que proporciona maior estabilidade aerébia durante o
descarregamento da silagem, provavelmente pelo menor desenvolvimento de
microrganismos aerobicos espoliadores na fase de armazenamento. Os autores
também encontraram menor densidade de compactacdo a medida que o estadio de
maturacdo do milho avangava (parcialmente devido ao aumento no teor de MS e

parcialmente porque a planta fica mais fibrosa com o avango da maturidade).

2.5.3 Impacto do tamanho de particula

Associado ao teor de MS no momento da colheita, o tamanho de particula é
outro fator a ser considerado. Forragens mais secas e grosseiramente picadas
apresentam dificuldade de compactacdo, pois as estruturas fibrosas tendem a
reassumir a posicao inicial apés a passagem do trator. A compactacao deficiente,
aléem de aumentar a quantidade de ar residual no silo, reduz a capacidade de
armazenamento do mesmo, o0 que € econdmica e ambientalmente inviavel. Silos mal
compactados apresentam maior porosidade, 0 que aumenta a taxa de infiltracao de
ar atmosférico pela face exposta do silo resultando em maiores perdas de MS
durante a fase de descarregamento (Pitt, 1986), e também durante o
armazenamento, uma vez que a lona plastica é permeavel ao oxigénio. Se, por outro
lado, a forragem for picada em particulas muito pequenas (<10 mm), o principal
ponto de perda € no ambito nutricional, principalmente se a silagem for a Unica fonte
de fibra longa da dieta dos ruminantes. O tamanho reduzido diminui a efetividade da
fibra, reduzindo a ruminacédo, o que leva a acidose e queda no teor de gordura do
leite (Mertens, 1997).
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2.5.4 Impacto do tempo de enchimento e vedacao

O tempo de enchimento do silo deve ser o menor possivel,
preferencialmente nédo ultrapassando 1 ou 2 dias. A vedagédo deve ser realizada logo
apos o enchimento, pois o atraso prolongado (>10 h) na vedacao causa conhecidos
efeitos deletérios na qualidade da silagem (Kim e Adesogan, 2006). A lona utilizada
na vedacdo e/ou revestimento do silo (normalmente constituida de polietileno ou
outro polimero) é fonte importante de residuo, pois sdo materiais provenientes de
petréleo, de longo periodo de decomposicao, pequena durabilidade e normalmente
nao sao reaproveitados mais que uma vez. A qualidade da lona tem importancia
fundamental na preservacdo da silagem, pois lonas pretas comuns podem rachar
devido a incidéncia de raios solares, expondo o material a deterioracdo aerobia.
Lonas dupla-face com protecédo contra raios ultravioleta sédo de maior qualidade, e
séo usadas por 77,7% das fazendas de leite no Brasil, enquanto que 18,8% ainda
utilizam a lona preta comum (Bernardes e do Régo, 2014). Uma lona de poliamida,
com permeabilidade ao oxigénio dez vezes menor que a lona comum, foi avaliada
por Borreani et al. (2007) em dois silos de fazendas diferentes: um silo com silagem
de milho ndo aditivada, com taxa de remocéo de silagem de 19 cm dia™; e um silo
com silagem de milho aditivada com Lactobacillus buchneri, com taxa de remocao
de 33 cm dia™’. Na primeira fazenda (considerada como uma situacgéo de desafio), a
lona barreira de oxigénio reduziu drasticamente as perdas de MS da silagem
préxima a lona. Ja na segunda fazenda, ndo houve diferenca entre lonas, mas as
perdas em geral foram pequenas. Isso mostra que o bom manejo ainda € o melhor
investimento. Lonas de baixa permeabilidade ao oxigénio estdo disponiveis no
Brasil, e seu uso pode ser considerado, embora 0 preco possa ser restritivo.

Considerando o impacto ambiental das lonas de polietileno como residuos
nao-degradaveis e de dificil reciclagem, Borreani e Tabacco (2015) avaliaram duas
lonas de origem vegetal, completamente biodegradaveis, obtendo resultados
promissores na ensilagem de milho em ensaio laboratorial durante até 6 meses de
armazenamento. No entanto, sdo necessarios estudos de campo para avaliar a
durabilidade dessas lonas quando expostas a intempéries climaticas. Com o avanco
da pesquisa, lonas biodegradaveis devem gradualmente substituir as lonas

derivadas do petréleo, na medida em que o custo permitir.
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Além de utilizar uma lona de qualidade, deve-se prezar pela integridade da
mesma até o término do uso da silagem, protegendo a superficie do silo de animais
(tanto pequenos animais selvagens como as proprias vacas) através de cercamento
da area em que se encontra o silo. Convém utilizar algum material sobre a lona,
como terra ou sacos de areia, para evitar a entrada e propagagdo do ar pela

superficie do silo.

2.6 ASPECTOS RELACIONADOS A FERMENTACAO E A UTILIZACAO DA
SILAGEM

Logo apés a vedagdo do silo, inicia-se uma nova fase no processo de
ensilagem. O oxigénio remanescente entre as particulas de forragem é consumido
por enzimas respiratorias da planta e por microrganismos aerobios, tornando o
ambiente dentro do silo livre de oxigénio. Neste momento inicia-se a fermentacao,
processo em que bactérias anaerObias consomem substratos da planta
(principalmente carboidratos soluveis) e produzem acidos organicos, sendo o acido
latico o mais importante. Estes acidos levam a reducédo de pH no meio, até que a
concentracdo de acido iniba o crescimento de todas as bactérias, inclusive as
bactérias acido-laticas (BAL), que o produzem.

A fermentacéo dos carboidratos ndo € um processo 100% eficiente, ou seja,
ele gera perdas. As perdas fermentativas ocorrem principalmente na forma de gases
e efluentes, mas também na forma de compostos organicos volateis (COV). Os
efluentes produzidos durante o processo estao entre os residuos da agricultura mais
poluentes e mais estudados, de forma que serdo abordados com mais detalhes na
secdo 2.6.3. Da mesma forma que qualquer perda durante todo o processo, as
perdas fermentativas aumentam o impacto ambiental relativo, ja que uma menor
guantidade de matéria seca permanece no silo; com a implicacdo de que os
“produtos perdidos” também podem oferecer impacto ao meio. O impacto da perda

de MS sera discutido nos capitulos 3 a 6 desta dissertacao.

2.6.1 Emissao de gases

Dentre os gases liberados durante o processo fermentativo, 0 metano e o

oxido nitroso sdo gases do efeito estufa (GEE) e apresentam potencial de
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aquecimento global de 21 e 310 vezes o do gas carbonico (MCT, 2013). Porém,
estdo presentes em quantidade insignificante quando comparados ao gas carbdnico
(capitulo 6, vide Tabela 6.2). Como todo o carbono presente na silagem é
proveniente da fixagcdo por fotossintese na planta, o gas carbdnico liberado na

fermentagdo nao agrava o efeito estufa.

2.6.2 Emisséo de compostos organicos volateis

O ozobnio, quando na ozonosfera, tem funcdo de proteger a terra de raios
solares prejudiciais; mas, quando presente no nivel do chdo, é um dos principais
componentes da poluicdo do ar (EPA). Alguns compostos organicos volateis (COV)
reativos podem formar ozbnio através de reacgOes fotoquimicas (CARB, 2006).
Segundo Alanis et al. (2010), os compostos organicos volateis emitidos pelas
silagens parecem ser pouco reativos na atmosfera, mas em grandes fluxos podem
impactar os niveis de 0zonio regionais. Essa preocupa¢do motivou pesquisadores a
avaliarem o potencial poluente da silagem no que tange a emissao de compostos
volateis. Alanis et al.(2008) avaliaram as emissées de COV em um confinamento de
gado leiteiro na Califérnia (EUA) e constataram que o maior volume de emissdes
provém da silagem, seguida pela racédo total misturada (RTM), que € composta
predominantemente por silagem. As emissdes provenientes de dejetos dos animais
foram substancialmente menores do que as emissdes provenientes dos alimentos.
Nesse estudo, o acido acético foi o COV predominante, presente concentracdes de
uma a duas ordens de grandeza superior as dos demais compostos avaliados
(acidos propandico, butandico, pentandico, hexandico e 3-metil butandico).

O mesmo padrdao de resultados foi confirmado em estudo posterior
envolvendo seis instalacbes de gado leiteiro (Alanis et al., 2010), porém, a
magnitude média das emissdes foi menor. Nesse ultimo estudo, os autores também
avaliaram por analise multivariada o efeito de cinco parametros do alimento (silagem
ou RTM) em relacdo a emissdo de acido acético: teor de &cido acético, teor de
nitrogénio amoniacal, umidade, pH e temperatura da amostra. Em ambos o0s
alimentos, a emissdo de acido acético esteve positivamente correlacionada ao teor
de &cido acético e a temperatura da amostra. Quando os dados de RTM foram
analisados isoladamente, o fluxo de emissdo também se correlacionou

negativamente com teor de nitrogénio amoniacal, umidade e pH. Baseados nas
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correlacbes de teor de acido acético e temperatura, os autores elaboraram uma
equacéo de predicdo do fluxo de emissao de acido acético, mas reconheceram que
a equacao nao capta todas as fontes de variacdo, como a incidéncia de radiacao
solar e a velocidade do vento.

Hafner et al. (2013) revisaram 35 estudos, publicados no periodo de 1974 a
2012, que avaliaram teores de COV em silagens. Com o objetivo de avaliar quais
COV sao mais importantes para a formagao de ozonio, foram calculados quatro
indices para cada composto avaliado em cada silagem: |; — concentracdo do COV
em base seca; |, — produto normalizado da concentracdo e da volatilidade do COV;,
I3 — produto da concentracéo e da reatividade do COV e I, — produto normalizado da
concentragdo, volatiidade e reatividade do COV. A reatividade representa a
capacidade de o composto gerar 0zonio em reacdo na atmosfera. Os indices que
contém o fator volatilidade (I, e l;) sdo condizentes com um cenario em que a
silagem fica pouco tempo exposta, de forma que a deplecdo do COV néao limite a
emissdo. Ja os outros dois indices sao condizentes com um cenario de longa
exposicao da silagem, até a deplecdo completa do COV (caso em que a volatilidade
nao alteraria a emissdo). Os autores apontam que, na maioria dos casos, 0 cenario
real é intermediario a esses dois extremos. De forma geral, os alcodis foram
identificados como o0 grupo que mais contribui para a emissdo de COV e
subsequente formacao de ozénio. Aldeidos e ésteres, embora mais volateis que os
alcodis, estdo presentes em concentracdes muito baixas na silagem, o que reduz
seu potencial na formacao de ozb6nio. Os acidos, por terem menor volatilidade que
os alcodis, e esta depender do pH, foram identificados como improvaveis
contribuintes significativos para a formacéao de ozoénio. Os autores sugerem que uma
combinacdo de aditivo quimico para inibir o crescimento de leveduras em
combinag¢do com um aditivo homolatico para reduzir a producdo de etanol e acido
acético parecer ser uma abordagem promissora para a reducdo da emissao de
COVv.

2.6.3 O problema dos efluentes

A producao de efluentes na producao de silagens foi bastante estudada no
passado, principalmente na ensilagem de capins, em que h& maior potencial de

producéo desse residuo. H4 muito tempo, o efluente de silagem é considerado uma
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das fontes mais perigosas de poluicdo de cursos de agua (Barry e Colleran, 1984).
Sabe-se que o volume de efluente produzido esta inversamente relacionado ao teor
de MS da forragem ensilada (Foy et al., 1994). Estes pesquisadores fizeram analise
de correlagdo entre diversas variaveis e a taxa de incidentes de poluicdo por
silagem. O teor de MS esteve correlacionado (R?> = 0,29) com a reducdo dos
incidentes, sendo que cada ponto percentual de aumento de MS esteve associado a
reducédo de incidentes de contaminacao (menos 9,5 incidentes por megatonelada de
silagem). As perdas por efluente normalmente sdo poucas quando o teor de MS
excede 25%, mas podem chegar a mais de 200 L t* de capim ensilado quando o
teor de MS é menor que 15% (Bastiman, 1976 apud Foy et al., 1994).

O parametro mais usual para avaliar o potencial poluente de efluentes é a
demanda quimica de oxigénio (DQO). A DQO é uma estimativa da quantidade de
compostos organicos presentes no liquido, expressa em miligramas de O
necessarios para oxidar completamente a gas carbdnico e agua 1 L da solucéo
(Gutiérrez-Capitan et al., 2015). Galanos et al. (1995) encontraram valores de DQO
para efluentes de silagens de capim entre 54.600 e 72.500 mg L™, mas sabe-se que
este valor pode ultrapassar 80.000 mg L™ (Foy et al., 1994; Arnold et al, 2000). Em
efluentes de cana-de-acucar, foi encontrado DQO médio de 568.000 mg L*
(Novinski et al., 2011), valor 1000 vezes superior ao encontrado em esgoto
domestico por Peralta-Zamora et al. (2005). Foi estimado que um silo de 200 t de
silagem de capim pode produzir uma carga de poluicdo equivalente a poluicédo diaria
de uma cidade de 75 mil habitantes (National Rivers Autority, 1993 apud Stephens et
al., 1997). Uma forma de determinar o potencial de contaminacdo por efluentes é
através do uso das reacdes de glicose oxidase e lactato oxidase para detectar a
presenca de glicose e lactato (provenientes de efluentes de silagens) em agua
fluvial. O sensor de lactato foi capaz de detectar efluente de silagens maduras em
diluicdes de 1/1000, enquanto que o sensor de glicose foi mais eficiente para
detectar efluentes de materiais recém ensilados, que apresentam maior
concentracdo de glicose que efluentes de silagens estocadas por mais tempo
(Stephens et al., 1997).

Razak et al. (2012) analisaram uma série de experimentos com silagens de
sub-produtos com alto teor de umidade com ou sem absorventes de umidade.
Através de andlise de regressao, determinaram valores tedricos para que a

producéo de efluente fosse zerada: 61,9% de umidade e capacidade potencial de
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retencdo de Agua de 82,9 g 100 g’ de MF. Apesar disso, Deans e Svoboda (1992)
argumentam que, na prética, ndo € possivel evitar completamente a producdo de
efluente, devendo-se, portanto, proceder com coleta deste residuo para prevenir a
poluicdo de cursos de agua locais.

Varios pesquisadores avaliaram possiveis destinagcbes e até mesmo
utilidades para os efluentes, que sdo ricos em nutrientes, motivo pelo qual séo tao
poluentes. Um dos possiveis destinos que se pode dar ao efluente produzido na
silagem é a fertirrigacdo. Apesar de esta pratica necessitar de monitoramento
ambiental, o impacto certamente € menor do que simplesmente deixar que o
efluente seja levado por aguas de chuva até os cursos de agua ou lencéis freéaticos
superficiais. Espalhar o efluente no solo tem, porém, suas limitacdes, pois pode
ocorrer queima das folhas da pastagem ou de outras culturas (Burford, 1976, apud
Arnold et al., 2000). Além disso, havia a preocupacdo de que a alta demanda
biologica de oxigénio (DBO) dos efluentes pudesse causar deplecdo de oxigénio a
ponto de prejudicar a microbiota aerobia do solo. A fim de investigar essa hipoétese,
Bardgett et al. (1995) realizaram um ensaio laboratorial para avaliar o efeito de
diferentes taxas de aplicacdo de efluente na microbiota do solo. A avaliacdo
periodica de até 32 dias poOs-aplicacdo mostrou que o tratamento do solo com
efluente proporcionou aumento temporario (observado apenas nos dias 2 e 4 ap0s
aplicacdo) na biomassa microbiana e na atividade microbiana mensurada por
producdo de CO,. Este aumento pode estar associado a imobilizacdo biologica
temporaria de N e P provenientes do efluente, reduzindo os riscos de lixiviacdo
desses nutrientes. Esta pesquisa indica que, em taxas de aplicacdo de até 5L m?2, o
efluente de silagem ndo parece ter atividade inibitoria, ou esta é superada pelo
grande aporte de nutrientes proporcionado pela aplicacdo desse residuo. Patterson
e Walker (1979) estudaram a possibilidade de inclusdo de efluente na dieta de
porcos em terminacgao, e concluiram que 10% MS de inclusédo supriria praticamente
todos os requerimentos protéicos e minerais estabelecidos pelo NRC.

Leidmann et al. (1994) avaliaram o potencial de remocédo de metais pesados
de solos contaminados através de lixiviacdo por efluente de silagem de capim. Os
testes, feitos em coluna e em batelada, mostraram taxas variadas de remoc¢ao para
cada metal pesado avaliado (Cd 74,7%; Zn 55,7%; Cu 53,5%; Ni 38,9%, Cr 12,7% e

Pb 8,9%). Vale observar, no entanto, que a dita remoc¢é&o nao faz desaparecer esses
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metais pesados; apenas os muda de lugar. O destino do efluente “carreador” ainda
seria um problema.

Além da possibilidade de uso ou destinacédo alternativa dos efluentes, alguns
pesquisadores avaliaram seu tratamento, em vistas de reduzir o potencial poluente e
facilitar seu descarte. Arnold et al. (2000) investigaram a habilidade das leveduras
em purificar efluentes de silagens. Nesse estudo foram avaliados diferentes
efluentes, diluidos em agua a 50 e 25%, com duas espécies de leveduras (Candida
utilis e Galactomyces geotrichum). O tratamento com leveduras proporcionou altas
taxas de remocdo de carbono organico total (60 a 87%), DQO (74 a 95%), acido
latico (50 a 100%), AGV (90 a 100%) e fosfato (82 a 99%), proporcionando notavel
grau de purificagdo dos efluentes. A producdo de biomassa no efluente tratado
chegou a 8,6 g L™ para o G. geotrichum em 50% de diluicio. A remocdo de
componentes nao foi suficiente para que o efluente fosse dispensado com
seguranca diretamente nos cursos de agua, mas reduziu fortemente os riscos de
espalhar o efluente no solo. A biomassa produzida provavelmente néo seria segura
para ser utilizada na alimentacédo animal, mas os autores consideram sua utilizacao
como fertilizante e condicionadores de solo. Deans e Svoboda (1992) avaliaram o
tratamento aerobico de efluentes n&o diluidos em reatores laboratoriais. Os
efluentes tratados tiveram 50% de reducdo na DQO e os sobrenadantes dos
efluentes tratados tiveram mais de 90% de remocao de DQO em relacéo ao efluente
nao tratado. O custo da aeracédo foi estimado pelos autores e representou ca. 1% do
valor de 100 t de silagem, desconsiderando-se o investimento inicial em reator e
aerador.

Sistemas de tratamento vegetal foram avaliados para o tratamento efluentes
de silagem. Faulkner et al. (2011) avaliaram a remoc¢ao de nutrientes do efluente da
silagem em trés areas de tratamento vegetal em solos glaciais com camada restritiva
(fraguipd) através de balanco de massa. A remocdo de massa atingida foi bem
variada: aménio 63 a 79%; nitrato 0% ou 86% de remocdo ou aumento de 200%;
fésforo soluvel reativo 39 ou 88% de remocdo ou aumento de 533%. N&o foi
detectada contaminagado nas aguas subterraneas a 1,65 m de profundidade.

A gama de possibilidade de destinos e tratamentos para os efluentes
gerados na producdo de silagens € grande. O problema ainda permanece na
realidade de campo. Mesmo que algumas medidas de tratamento apresentem

otimos resultados em escala laboratorial, normalmente as estacdes de tratamento
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requerem plantas complexas de custo elevado. Deans e Svoboda (1992) apontam
gue, apesar da sazonalidade na producédo de efluentes (0 que deixaria a planta
inativa, aumentando os custos), as estacdes de tratamento poderiam ser adaptadas
para outros residuos, como dejetos do gado. A sazonalidade também representa um
problema na destinacdo dos efluentes para outros fins, uma vez que O
armazenamento dos mesmos nem sempre € higiénico ou viavel. Dessa forma,
operacdes de manejo que visem reduzir ao maximo as perdas de matéria seca e
producéo de efluentes ainda s&o a melhor opgédo, considerando que podem ser
implementadas no tempo presente, sem depender de grandes investimentos ou de

medidas impostas pela legislacao.

2.6.4 Perdas apo0s a abertura do silo

Quando o silo é aberto para utilizacdo da silagem, o contato com o ar
atmosférico promove a multiplicagdo de microrganismos aerobicos que até entao
estavam dormentes, causando a deterioracdo da silagem (McDonald et al., 1991).
As leveduras, juntamente com bactérias aerObias, sdo 0s microrganismos que
iniciam o processo de degradacédo aerObia (McDonald et al., 1991), pois ja estado
presentes na forragem. Elas permanecem vivas, mas normalmente com baixa
atividade durante a fermentacado e, ao entrar novamente em contato com o oxigénio,
multiplicam-se consumindo o acido latico produzido na fermentacdo. O consumo do
acido eleva o pH, o que proporciona um meio favoravel para a multiplicacdo de
diversos outros microrganismos aerobios, que deterioram o material. As reducdes na
gualidade e na quantidade de silagem (no caso de descarte de material podre) sédo
as principais fontes de impacto dessa etapa.

Estabilidade aerobia é a resisténcia de um material a degradacéo microbiana
na presenca de oxigénio (Jobim et al., 2007). Como a atividade microbiana libera
calor, a temperatura € normalmente utilizada como indicativo de degradacdo. A
maioria dos pesquisadores considera que houve quebra de estabilidade quando a
temperatura da silagem é elevada em 2°C em relacdo a temperatura ambiente (e.g.
Ranjit e Kung Jr., 2000; Kung et al., 2007; Wang e Nishino, 2009; Novinski et al,
2012). Essa metodologia foi validada por Moran et at. (1996).

A fermentacdo homolatica no processo de ensilagem é a via de maior

eficiéncia, ja que converte um acgucar de seis carbonos em duas moléculas de acido
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latico, com trés carbonos cada, isto é, ndo h& perda de carbono na forma de CO;
(McDonald et al., 1991). Apesar disso, silagens resultantes de fermentagao
predominantemente homolatica apresentam tendéncia de serem menos estaveis na
presenca de oxigénio. O padrdo de fermentacdo heterolatico, por sua vez,
teoricamente € menos eficiente, pois envolve perda de carbono na forma de gas
carbodnico (McDonald et al., 1991). Porém, os produtos desse tipo de fermentacéao,
além do acido latico, incluem outros acidos, como o acético, propidnico e butirico,
gue promovem aumento na estabilidade aerébia da silagem, devido a sua
propriedade fungicida (Woolford, 1990). Utilizando este mecanismo, aditivos
microbianos sdo adotados com o objetivo de direcionar a rota fermentativa por uma
dessas vias: homolética ou heterolatica, e podem apresentar efeito positivo, negativo
ou neutro sobre a estabilidade aerobia.

O método de descarregamento do silo e o capricho durante a execucao
dessa tarefa diaria também influencia as perdas apdés a abertura do silo. Silos
descarregados com garfo manual, fresa ou serra de blocos tendem a manter um
painel bem estruturado. Ja os silos descarregados com concha de trator tendem a
ter um painel mais irregular, com prejuizo a uniformidade do silo. O tipo de silo
também influencia a qualidade do painel, pois silos de superficie tendem a ser mais

instaveis do que silos de trincheira.

2.6.5 Uso de aditivos para reducado de perdas

Diversos pesquisadores buscam estudar os fatores que podem interferir em
recuperacdo de MS, nutrientes, energia, qualidade e estabilidade aerobia das
silagens. O uso de aditivos tem sido o recurso mais estudado nas ultimas décadas,
mas variaveis como hibridos, maturidade e teor de MS continuam a ser avaliadas.
Rabelo et al. (2012) avaliaram cinco estadios de maturidade na ensilagem de milho
com ou sem inoculantes bacterianos. A inoculacdo reduziu as perdas de MS em 1,7
pontos percentuais, porém, a variacdo maior foi entre estadios de maturacdo: as
silagens feitas de milho nos estadios “leitoso”, “1/3 da linha do leite” e “1/2 da linha
do leite” apresentaram quase o dobro (8,96; 8,17; 7,56%, respectivamente) das
perdas de MS observadas nas silagens das plantas colhidas nos estadios “2/3 da
linha do leite” ou “camada negra” (4,86; 4,31%, respectivamente). Estes dois ultimos

estadios de maturagcédo também proporcionaram menores perdas por efluentes (3,37
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e 1,64 kg t* MV) do que os trés estadios menos maduros (26,1; 22,3; 11,6 kg t*
MV). Jones e Jones (1996) revisaram o efeito dos absorventes de umidade na
producéo de efluentes. Os autores encontraram 0 uso dos mais diversos materiais
absorventes em inclusdo de 20 a 80 kg t*, normalmente resultando em reducéo de
20 a 85% da producéo total de efluentes. Os autores dao destaque para o uso de
aditivos que também fornecem substratos de fermentacdo, como a polpa de
beterraba (no Brasil, este subproduto ndo € comum, mas pode ser comparado a
polpa citrica), pois possuem efeitos adicionais de melhoria na fermentacdo e
reducdo de perdas totais. Apesar dos beneficios da utilizacdo de absorventes de
umidade, as dificuldades devido a mao de obra, recursos e requerimento de espaco
no silo também foram apontadas.

Recentemente Schmidt et al. (2014) revisaram a literatura publicada nos
ultimos 10 anos a fim de discorrer sobre o uso estratégico de aditivos em silagens.
Nessa revisao, ficou evidente que, na maioria dos trabalhos, os aditivos nao
proporcionaram resultados positivos expressivos, de forma que plantas como o
milho e o sorgo, por apresentarem caracteristicas adequadas para fermentacao,
possam dispensar o uso de aditivos, se bem manejadas. O uso de aditivos na
ensilagem de cana-de-acucar, por outro lado, foi considerado obrigatorio devido a
grande perda de MS observada em silagens em que ndo se buscou um controle da
populacdo de leveduras. Esses microrganismos sdo responsaveis pela fermentacao
de acucares e acido latico a etanol e gas carbdnico, ambos produtos indesejaveis e
causadores de perdas em forma de gases e volatilizacdo de compostos organicos.
Segundo revisdo de Schmidt (2009), na ensilagem de cana-de-acgUcar, essas perdas

podem chegar a 30% do total de MS ensilada.

2.7 CONSIDERACOES FINAIS

Muitas medidas aqui discutidas, principalmente as relativas ao manejo,
apresentam beneficio tanto econémico como ambiental. Essa caracteristica aumenta
as possibilidades de que as silagens sejam produzidas com menor impacto relativo.
A reducao de perdas de campo, mecanicas e fermentativas, bem como a producéo
de efluentes devem ser minimizadas através de boas praticas de manejo. A rapidez
entre a colheita e a vedacédo do silo; o cuidado na colheita e transporte para evitar

perdas mecanicas; a ensilagem com teor de MS adequando e néo inferior a 25%; a
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manutencdo da anaerobiose durante todo o periodo de armazenamento e o uso de
aditivos que comprovadamente reduzem perdas fermentativas ou melhoram a
estabilidade aerdbia sdo algumas dessas praticas que devem ser adotadas.

A sustentabilidade da producéo de silagens, no sentido de possibilidade de
continuidade, hoje estd condicionada a disponibilidade de petréleo, assim como
praticamente toda a producdo agropecuaria do mundo. A questdo a ser considerada
no momento presente é: qual é a alternativa ao uso da silagem? Se a silagem for
usada para reduzir a incluséo de concentrado na dieta de animais de alta producéo,
tanto melhor. Porém, se a regido e a lotacdo da propriedade permitem o cultivo de
culturas de verdo e inverno para pastejo, mantendo produtividade aceitavel, o uso de
silagem certamente ndo seria a op¢do de menor impacto. Alternativas sustentaveis
para alimentacdo animal sdo mais restritas em grandes propriedades, devido a

grande quantidade de alimento necessaria e a alta produtividade exigida.
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3 PERDAS FERMENTATIVAS NA ENSILAGEM DE CAPIM-ELEFANTE
(Pennisetum purpureum) AVALIADAS POR DIFERENTES METODOLOGIAS

Resumo: A metodologia convencional de avaliacdo de perdas fermentativas por
estimativa em silos laboratoriais foi comparada com uma nova metodologia de
avaliacdo direta da producédo de gases e de efluentes na fermentacdo. Cada silo de
PVC (50 cm comprimento x 15 cm diametro) foi equipado com dispositivo coletor de
efluente (DCE) e dispositivo coletor de gases (DCG). Quinze silos foram
confeccionados com 4,48 + 0,34 kg de capim-elefante pré-secado e alocados em um
dentre os tratamentos: C — controle, R — inoculante & base de bactérias
homofermentativas ou F — aditivo composto de bactérias homofermentativas e
benzoato de sodio. O volume de gas produzido (Gprod) foi avaliado durante o
periodo de 65 dias de armazenamento. O teor de matéria seca (MS), a composi¢cao
bromatolégica, o pH e a concentracdo de compostos orgéanicos volateis (COV) das
silagens foram determinados. As perdas de MS (PMS) e as perdas por gases (PG)
foram calculadas com base no teor de MS em estufa e no teor de MS corrigido para
volateis (MScorr). A perda por gases calculada por diferenca bruta do peso do silo e
a producéao de efluente (PE) foram calculadas pela metodologia convencional. Todas
as variaveis foram relacionadas por correlacdo de Pearson. A PE foi desprezivel,
tornando as variaveis PMS e PG proximas e fortemente correlacionadas. Gprod nao
se correlacionou com PG ou PMS, mas esteve correlacionada com massa especifica
(-0,69) e pH (0,56). Diferenca entre tratamentos foi observada para Gprod, mas nao
para PMS, PG e PE. O tratamento F reduziu o volume de gas produzido em relagéo
ao controle. Ambos os aditivos reduziram as concentracbes de leveduras e
aumentaram a estabilidade aerdbia das silagens.

Palavras-chave: compostos organicos volateis, efluente, gases, perda de matéria

seca, silagem
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3.1 FERMENTATIVE LOSSES OF ELEPHANT GRASS (Pennisetum purpureum)
ASSESSED BY DIFFERENT METHODOLOGIES

Abstract: The conventional methodology of estimating fermentative losses in lab silos
was compared with a new method of gas production assessment. Fifteen PVC silos
(50-cm length x 15-cm diameter) equipped with effluent and gas collection device
(ECD and GCD) were filled up with 4.48 + 0.34 kg of wilted elephant grass with no
additive (C), a inoculant composed by homofermentative lactic acid bacteria (LAB)
(R) or a mixed additive composed by homofermentative LAB and sodium benzoate.
Gas production (Gprod) was recorded during the 65-day storage period, after which
silage pH, dry matter content (DM), chemical composition, fermentation
end-products, and aerobic stability were measured. The DM losses (DML) and gas
losses (GL) were calculated through oven DM content as well as through DM content
corrected for volatile compounds losses (DMcorr). Effluent production (EP) and gas
losses calculated by difference between silo weights (PGtrad) were estimated
through traditional methodologies. All variables were related by Pearson correlation.
Treatments were compared by Tukey test (0.05). The EP was negligible, whereas
DML and GL were close and strongly correlated. The Gprod had no correlation with
GP or DML, but correlated with bulk density (-0.68) and pH (0.55). Treatments
differed for Gprod but not for DML, GL and EP. The F treatment reduced Gprod when
compared to control. Both additives reduced yeasts counts and improved aerobic
stability of elephant-grass silages.

Key words: effluent, gas, dry matter losses, silage, volatile organic compounds
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3.2 INTRODUCAO

A avaliacdo de perdas fermentativas no processo de ensilagem é foco da
pesquisa na conservacao de forragens. Quando o objetivo da pesquisa é comparar
tratamentos, os silos laboratoriais sdo técnica de escolha, pois permitem que 0s
efeitos aleatérios de ambiente sejam minimizados. As avaliagbes em silos
laboratoriais sdo vantajosas também por serem mais baratas e de facil execucéo,
permitindo ao pesquisador avaliar um maior nimero de tratamentos, com mais
repeticdes, do que o que seria viavel em silos de grande escala. A desvantagem
desta metodologia é que os resultados por ela obtidos ndo sdo necessariamente
extrapolaveis para silos de grande escala, jA que, em condi¢cdes de campo, 0s
efeitos aleatdrios dificultam a observacéo de diferenca estatistica entre tratamentos.
Rodrigues et al. (2002) compararam diferentes silos experimentais com um silo em
trincheira na ensilagem de capim-elefante sem aditivos, concluindo que silos em
balde ou saco plastico proporcionam maior qualidade fermentativa que o silo em
trincheira. No entanto, a metodologia em silos laboratoriais pode ser considerada um
bom método de triagem, que permite aos pesquisadores selecionar tratamentos para
ensaios de grande escala.

As metodologias de pesquisa estdo em constante aperfeicoamento. No
intuito de padronizar as avaliacdes de silagem, Jobim et al. (2007) revisaram as
principais metodologias utilizadas para avaliagcdo de perdas em silagens. Todas as
equacdes descritas pelos autores prevéem o calculo de perdas por diferenca ou
relacéo, caracterizando uma estimativa. As perdas totais durante a fermentacdo da
silagem podem ser divididas em duas categorias: perdas por efluentes e perdas por
gases. Weinberg et al. (1988) estimaram a perda por gases pela diferenca de peso
entre a perda total de peso do silo e o peso do efluente produzido. Uma das formas
mais comumente utilizadas para estimativa de perdas por gases € a diferenca do
peso bruto do silo na ensilagem e na abertura — equacédo (4), secdo 3.3.7 (e.g.
Andrade et al.,, 2010; Mota et al., 2011). Esse método “tradicional” desconsidera
variacbes no teor de matéria seca (MS) da forragem durante a fermentacao,
considerando que toda a diferenca de peso corresponde a producdo de gas.
Schmidt (2006) demonstrou que este método subestima a perda por gases, e propds
outra equacao para determinacdo dessa variavel, levando em consideragéo o teor

de MS da forragem (vide equacao (2); secéo 3.3.7).
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As medidas indiretas de perdas fermentativas sdo dependentes de
amostragem e determinacao de teor de MS em estufa. A amostragem pode ser fonte
de erro, se mal executada; mas a secagem da silagem em estufa provoca um erro
intrinseco devido a perda por volatilizacdo de compostos organicos volateis (COV).
Esse efeito ja € conhecido ha muito tempo. Em artigo publicado na revista Analyst
h& mais de 70 anos, Burns e Smith (1943) relataram que o procedimento laboratorial
normal de pré-secagem das amostras em estufa causa a perda de matéria volatil. A
determinacdo do teor de MS pelo método do tolueno foi uma opgédo para controlar
esse problema, mas, por ser este um reagente carcinogénico, esse método nao é
mais téo utilizado. Deste modo, a maioria dos pesquisadores continua a utilizar a
secagem em estufa sem qualquer correcao, subestimando o teor de MS da silagem
(mas ndo da forragem fresca), consequentemente superestimando as perdas
fermentativas. Este erro pode ser ainda mais problematico quando o objetivo do
experimento €& avaliar bactérias acido-laticas como inoculantes. Um aditivo
microbiano eficiente promovera maior conversdo de carboidratos soluveis em
acidos, como produtos da fermentacdo. Com a volatilizacdo dos acidos na estufa, o
tratamento com aditivo podera aparentar menor recuperacdo de MS, embora seu
efeito tenha sido positivo.

Weissbach (2009) propés um meétodo de correcdo do teor de MS
determinado em estufa, baseado na concentracdo e na taxa de volatilizacdo dos
COV analisados (vide equacéo (5); secado 3.3.7). A necessidade de avaliacdo dos
COV é uma limitacdo no Brasil para uso dessa correcdo, pois poucos laboratorios
estdo preparados para realizar essas analises, que também possuem alto custo.

A producéo de CO; ja foi avaliada de forma especifica, ainda que indireta,
por uma metodologia que posiciona o silo experimental virado para baixo, fechado
com rolha porosa imersa em um becker com 100 mL de solu¢cdo KOH 20%. O CO,
produzido durante o armazenamento é fixado na solucdo basica, e a determinacao
da perda por CO, é feita por titulacdo de uma aliquota diluida daquela solucao
(Weinberg e Chen, 2013).

Em vista das conhecidas falhas da metodologia convencional, faz-se
necessario o desenvolvimento de metodologias complementares ou alternativas, em
busca de exatiddo e confiabilidade dos resultados obtidos. Nossa proposta € a

avaliagdo direta do volume de gas produzido no silo como um recurso de
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comparacao de tratamentos em escala laboratorial. Essa avaliagao, por ser direta,
nao esta sujeita ao acumulo de erros que ocorre nas etapas da avaliacao indireta.

O objetivo neste estudo foi comparar as metodologias de avaliacdo de
perdas na fermentacdo de capim-elefante (Pennisetum purpureum) em silos
laboratoriais; e avaliar o efeito de tratamento com aditivos quimico e biolégico sobre

a qualidade, fermentacao e estabilidade aerdbia das silagens.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Construcéo dos silos

Os silos foram construidos a partir de tubos de PVC (150 mm diametro x 50
cm comprimento) colados a tampa de fundo com adesivo de PVC. As tampas
superiores de cada silo foram perfuradas na regido central, onde foi acoplado um
pino metélico vazado (4 mm de diametro) para fixacdo de um segmento de 10 cm de
mangueira de silicone acoplada em uma torneira de trés vias na outra extremidade.

O dispositivo coletor de gases (DCG) foi construido a partir de uma proveta
graduada (1000 mL) de polietileno de baixa densidade conectada a uma mangueira
de silicone (70 cm) pelo fundo (mediante pino metéalico) e acoplada a torneira de trés
vias na outra extremidade. Esta proveta foi mantida com a abertura voltada para
baixo, imersa em agua dentro de outro tubo de PVC (100 mm diametro), para evitar

0 escape de gases (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Esquema do silo com dispositivos coletores de gas (DCG) e efluente (DCE).
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O dispositivo coletor de efluente (DCE), constituido de uma plataforma
plastica vazada (2 cm altura) sobreposta com uma tela plastica e um pano de
algodao, foi posicionado no fundo de cada silo, proporcionando um espaco interno
para armazenamento do efluente produzido. O volume util do silo para
armazenamento da forragem foi de 8,48 L.

A fixacdo dos pinos metdlicos nos orificios foi feita com adesivo selante
elastico, e todas as conexdes das mangueiras foram fixadas com abracadeiras
plasticas. Os conjuntos vazios (silo + tampa completa + DCE) foram identificados e
pesados. Cada silo foi acoplado ao seu DCG somente ap6s o0 enchimento e a

vedacao.

3.3.2 Ensilagem

O capim-elefante (Pennisetum purpureum) foi colhido manualmente na
Fazenda Experimental Canguiri da Universidade Federal do Parana em 28/01/2014,
com idade de rebrota de 90 dias, aproximadamente. Apds um periodo de pré-
secagem de 24 h em galpao coberto, a forragem foi picada em ensiladeira acoplada
ao trator e separada em trés pilhas sobre lonas de polietiieno. Cada pilha de
forragem foi alocada em um dentre os tratamentos: controle — sem aditivos (C), Sil-
All 4x4 a 10 g t* MV (R) ou Sil-All Fireguard a 150 g t* MV (F). Os aditivos
apresentam a seguinte composicdo: R — Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (concentracéo teorica total
de 2 x 10° ufc g™ forragem) e enzimas amilase, celulase, hemicelulase e xilanase; F
— Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus
(concentracéo tedrica total de 1 x 10° ufc g™ forragem) benzoato de sédio e enzimas
amilase, xilanase e beta-glucanase. As proporcdes dos componentes dos aditivos
estdo protegidas por segredo comercial. Todos os tratamentos foram diluidos em 1 L
de agua ndo clorada t* MV. Os tratamentos foram aplicados uniformemente sobre a
forragem espalhada por meio de borrifadores manuais. A forragem tratada foi
homogeneizada e foram coletadas duas amostras por tratamento para determinagao
do teor de MS, composicao quimica e pH (processamento igual ao da silagem,
descrito nas proximas secfes). Todo material que entrou em contato com a silagem

foi descartado ou desinfetado entre tratamentos, para evitar a contaminagao
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cruzada. Quinze silos (cinco por tratamento) foram enchidos manualmente com 4,48
+ 0,34 kg de forragem, compactados com auxilio de pildo de madeira com capa
plastica descartavel. Os silos foram hermeticamente fechados com as respectivas
tampas, pesados, vedados com adesivo selante elastico e acoplados aos
respectivos DCG.

3.3.3 Producéao de gases

A producao de gases (Gprod) foi aferida e registrada manualmente durante
todo o periodo de armazenamento (65 d), a temperatura ambiente média de 29,2 +
2,0°C. O reservatorio de gas era esvaziado apés as leituras, conforme a
necessidade. A torneira de trés vias possibilitou a remocéo de gas do reservatorio
sem entrada de ar atmosférico nos silos. Para comparacdo com as estimativas de
perdas, a producao total de gas no periodo de armazenamento foi expressa em L de

gas kg™ MS ensilada.

3.3.4 Abertura e processamento de amostras

Apoés o periodo de armazenamento de 65 dias, os silos foram pesados e
abertos para remocdo da silagem e pesagem do conjunto vazio Umido (para
estimativa de efluentes). A silagem removida foi homogeneizada em sacos plasticos.
Foram coletadas duas amostras (ca. 250g) por silo para secagem em estufa de
circulacdo forcada a 65°C por 72 horas, e trés amostras de ca. 50 g para
determinacdo de pH, concentracdo de compostos organicos volateis (COV) e
contagem microbioldgica.

As amostras para avaliacdo de pH foram mantidas refrigeradas para
processamento no mesmo dia (25 g de silagem com 225 mL de agua destilada,
leitura com pHmetro digital (PG 1400, Gehaka, Brasil) apés 1 minuto), e as amostras
para andlise de COV foram imediatamente congeladas para processamento
posterior por extrato aquoso. Os extratos foram obtidos pela adicdo de 25 g de
silagem a 225 mL de agua destilada, homogeneizacdo em liquidificador por 1 minuto
e posterior filtragem em gaze e em filtro Wattman 54. Estes extratos foram

armazenados em “eppendorfs” e congelados para envio ao Laboratério de
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Bromatologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade
de S&o Paulo. Neste laboratorio, as amostras foram novamente filtradas (Minisart
RC25; 0,45 um, Sartorius ®) e analisadas para 18 COV conforme a metodologia
utilizada por Daniel et al. (2013)

Para contagem microbiolGgica, os extratos foram preparados pela adicao de
25 g de silagem a 225 mL de solucdo Ringer estéril em saco plastico para
homogeneizacdo em homogeneizador de amostras tipo Stomacher (MA440/CF,
Marconi, Brasil). Cada amostra foi homogeneizada por 4 minutos a 150 RPM e
fillrada em trés camadas de gaze. A partir do extrato, foram feitas diluicbes
sequenciais de base 10 em solucdo Ringer para contagem de leveduras e mofos e
em caldo MRS (MRS Broth ACC — Rogosa e Sharpe, Merck, Alemanha) para
contagem de bactérias acido-laticas (BAL). As diluicdes 102, 10 e 10 em solucéo
Ringer foram plaqueadas em Petrifilm para contagem de mofos e leveduras (YM,
3M, EUA). As placas foram armazenadas em estufa de cultura (MA415/mini,
Marconi, Brasil) a temperatura média de 23,5°C. As contagens de leveduras e mofos
foram realizadas apds 72 e 120 h de incubac&o, respectivamente. As diluicdes 107,
10° e 10 em caldo MRS foram plaqueadas em Petrifilm (AC, 3M, EUA). As placas
foram armazenadas em jarra de anaerobiose contendo disco gerador de
anaerobiose (Anaerobac, Probac, Brasil). A jarra foi armazenada em estufa entre 30

e 35°C, e a contagem foi realizada apos 48 h de incubacéo.

3.3.5 Avaliacao de estabilidade aerobia

Apés a coleta de amostras, 3 kg de silagem foram acondicionados em
baldes plasticos sem compactacdo, e um data-logger (EL-USB, Lascar, Inglaterra)
foi posicionado no centro geométrico da massa em cada balde. A temperatura foi
aferida a cada cinco minutos durante o periodo de 120 horas, em ambiente de
temperatura controlada (24,8 + 0,7°C). A estabilidade aerdbia (EA) foi calculada
como o0 tempo necessario para a temperatura da silagem superar em 2°C a
temperatura ambiente (Moran et al., 1996). A temperatura acumulada (Tac) foi
calculada pela soma das diferencas positivas entre a temperatura da silagem e a
temperatura ambiente (O’Kiely, 1993). A temperatura maxima (Tmax) da silagem

durante o periodo de avaliacdo também foi registrada.
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No mesmo ambiente foram mantidos recipientes com o restante da silagem
de cada unidade experimental para amostragem e avaliagdo de pH nos dias 0, 2,4 e

5 apos a abertura.

3.3.6 Analises bromatoldgicas

As amostras pré-secas a 65°C foram moidas em moinho tipo Willey com
peneira de 1 mm. As andlises bromatoldgicas foram realizadas no Laboratério de
Bromatologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da USP.

O teor de MS definitivo foi determinado por secagem de 2 g de amostra em
estufa de 105°C durante 12 h. Os teores de fibra em detergente neutro com sulfito
de sodio (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram determinados pelo método
sequencial ANKON. O teor de proteina bruta (PB) foi obtido pela multiplicacdo do
fator 6,25 pelo teor de nitrogénio (N) da amostra, determinado pelo método de
DUMAS em analisador de nitrogénio (FP-528, Leco, EUA)

3.3.7 Estimativas de perdas fermentativas e na estabilidade

Para os calculos de perdas durante a fermentacdo, foram utilizados os
valores de MS definitivos, apds a secagem a 105°C. A perda de MS durante a
exposicao aerdbia (PMSest) foi calculada com base no teor de MS obtido em estufa
a 65°C. As estimativas de perda total de MS (PMS), perda por gases (PG) e
producédo de efluentes (PE) foram realizadas conforme descrito por Jobim et al.
(2007).

A equacao (1) foi utilizada para estimativa de PMS (% MS).

(SCen—Cen)xMSen]—[(SCab —Cab)xMSab |

_ I
PMS = [(SCen —Cen)xMSen |

x 100% (1)

em que: SCen e SCab = massa (kg) do silo cheio na ensilagem e na abertura,
respectivamente; Cen = massa (kg) do conjunto vazio (silo + DCE + tampa) na
ensilagem; MSen e MSab = teor de MS (%) da forragem na ensilagem e da silagem
na abertura, respectivamente; Cab = massa (kg) do conjunto Uumido na abertura,

apos a retirada da silagem (silo + DCE + tampa + efluente).
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A equacéo (2) foi utilizada para estimativa de PG (% MS).

_ [(SCen—Cen)xMSen]—[(SCab—Cen)xMSab ] 0
PG = [(SCen —Cen)xMSen] X 100% (2)

em que: SCen e SCab = massa (kg) do silo cheio na ensilagem e na abertura,
respectivamente; Cen = massa (kg) do conjunto vazio (silo + DCE + tampa) na
ensilagem; MSen e MSab = teor de MS (%) da forragem na ensilagem e da silagem
na abertura, respectivamente.

A equacio (3) foi utilizada para estimativa de PE (kg t™ MV).

Cab — Cen
PE = ——"
SCen — Cen

x 100% (3)
em que: SCen = massa (kg) do silo cheio na ensilagem; Cen = massa (kg) do
conjunto vazio (silo + DCE + tampa) na ensilagem; Cab = massa (kg) do conjunto
umido na abertura, apés a retirada da silagem (silo + DCE + tampa + efluente).

Para efeito de comparacdo, foi utilizada a férmula “tradicional” para

estimativa de perdas por gases, mostrada na equacao (4).

SCab —SCen
— 0,
PGtrad = SCon—Com)xM3en X 100% (4)

As equacbes (1) e (2) foram utilizadas para calcular as perdas com base no
teor de MS obtido por secagem em estufa, mas também foram aplicadas ao teor de
MS corrigido para compostos volateis (MScorr) de acordo com a equacao (5)

proposta por Weissbach (2009) para silagens de capins:

MScorr = MS + (1,05 — 0.059 pH)AGV + 0,08 AL + 0,77 PD + 0,87 BD + 1,00 0C (5)

em que: MS = teor de matéria seca obtido em estufa (% MV); pH = pH da silagem;
AGV = soma das concentra¢des dos acidos formico, acético, propiénico, butirico,
isobutirico, valérico e isovalérico (% MV); AL = concentracdo de acido latico (% MV);
PD = concentracdo de 1,2-propanodiol (% MV); BD = concentracdo de 2,3-
butanodiol (% MV); OC = soma das concentracfes de acetona, acetato de etila,
acetato de propila, lactato de etila, metanol, etanol, 1-propanol, 2-butanol, alcool

isopropilico (% MV).
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A perda de MS ap06s 120 horas de exposicao da silagem ao ar atmosférico

(PMSest, % MS) foi estimada através da equacéao (6):

(BF—T)XMSF—(BI—T)XMSI 0
BT M5 x 100% (6)

PMSest =
em que: B, e B = massa (kg) do balde de silagem no inicio e ao final do periodo de
exposicao ao ar, respectivamente; T = tara do balde (kg); MS, e MSg = teor de MS da
silagem no inicio e ao final do periodo de exposicao ao ar. Todas as amostras foram
coletadas apés homogeneizacao de todo o contedudo do silo ou balde em saco

plastico.

3.3.8 Anadlises estatisticas

A normalidade das variaveis foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk (PROC
UNIVARIATE) e a homogeneidade de variancia foi avaliada e corrigida pela
metodologia de Box-Cox, utilizando-se transformacdes e soma de unidade quando
necessario (PROC TRANSREG). As variaveis que apresentaram diferenca
significativa a 5% na analise de variancia (ANOVA) foram submetidas ao teste de
Tukey para comparacdo de médias (PROC GLM). Diferencas foram consideradas
significativas quando P<0,05.

Todas as variaveis foram relacionadas pelo coeficiente de correlacdo de
Pearson (PROC CORR). As correlacbes foram consideradas significativas quando
P<0,05.

As analises estatisticas foram realizadas através do programa SAS 9.3.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH, o teor de MS e a composicao quimica da forragem pré-secada estéao
apresentados na Tabela 3.1. A composicdo quimica foi semelhante a obtida por
Carvalho et al. (2007) em capim-elefante emurchecido. Em estagios de maturacao
mais avancada, como no caso do presente experimento, os teores de fibra se

elevam e o teor de proteina diminui.
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Tabela 3.1. Caracteristicas do capim-elefante pré-secado antes da ensilagem.

Variavel* Média DP Minimo  Maximo EPM?
pH 6,19 0,02 6,19 6,21 0,01
MS (g kg™) 228 4,3 222,1 234,7 1,8
Cinzas (g kg™ MS) 107 1,6 104,9 109,3 0,7
FDN (g kg™ MS) 693 7.1 682,1 702,1 2,9
FDA (g kg™ MS) 405 7,9 393,0 416,7 3,2
PB (g kg™* MS) 85,8 6,0 78,4 95,1 2.4

* MS = teor de matéria seca; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente
acido; PB = proteina bruta. * Erro padrdo da média.

Os teores de MS obtidos em estufa e corrigidos para a perdas de compostos
organicos volateis, a composi¢cdo quimica e o pH das silagens apds 65 dias de
fermentacdo estdo apresentados na Tabela 3.2. O pH encontrado indica que as
silagens fermentaram adequadamente, mesmo com o teor de MS da forragem
abaixo da faixa normalmente recomendada de 30 a 35%. Os aditivos ndo alteraram
significativamente a composi¢ao quimica ou o pH das silagens.

As perdas de matéria seca (PMS), perdas por gases (PG), perdas por

efluente (PE) e volume de gas produzido (Gprod) estdo apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.2. Composicao quimica de silagens de capim-elefante tratadas com
Sil-All 4x4 (R) e Sil-All Fireguard (F).

Variavel C R F EPM*
pH 4,35 4,34 4,31 0,02
MS (g kg™) 225 227 226 11
MScorr (g kg™) 229 231 230 11
Cinzas (g kg™ MS) 111 112 111 0,5
FDN (g kg™ MS) 691 683 688 2,2
FDA (g kg™* MS) 423 415 412 2,5
PB (g kg’ MS) 76,1 76,5 72,0 1,3

" MS = teor de matéria seca; MScorr = MS corrigida para perda de compostos volateis em
estufa; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido; PB = proteina
bruta. > EPM = erro padrdo da média. As médias dos tratamentos n&o diferiram pelo teste de
Tukey (P>0,05).

As perdas de forma geral foram muito baixas, o que pode estar relacionado
a compactacao suficiente e a vedacao adequada obtida em todos os silos. Sabe-se
gue o teor de MS da forragem esta negativamente relacionado a perda por
efluentes, apesar de esta relacdo ser influenciada por outros fatores relacionados a
planta e ao processo de ensilagem (Jones e Jones, 1995). Na ensilagem de capim-
elefante (MS = 19,8%) aditivado ou ndo com BAL, Ferreira et al. (2013) encontraram
PMS de 6,1 a 19,4%, PG de 3,0 a 5,7% da MS e PE de 53,2 a 64,5 kg t* MV, sendo
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as maiores perdas encontradas no tratamento controle. Na ensilagem de capim tifton
85 (Cynodon spp.) sem aditivo, com teores de MS de 22,0 e 30,5%,
respectivamente, foram encontradas PMS de 13,3 (Adesogan et al., 2004) e 8,65%
MS (Dean et al., 2005). Perdas de MS despreziveis (0,32% MS) foram encontradas
em silagens de capim-elefante com 35,0% de MS, fortemente compactadas (950 kg
MV m™) (Itavo et al., 2010).

Tabela 3.3. Perdas fermentativas de silagens de capim-elefante tratadas com
Sil-All 4x4 (R) e Sil-All Fireguard (F).

Variavel® C R F EPM?
PMS (g kg™ MS) 12,8 4,0 7,2 4,6
PMScorr (g kg™ MS) -6,0 14,4 -11,4 4,6
PG (g kg™ MS) 11,5 2,5 5,9 4,6
PGcorr (g kg™ MS) 7,4 -16,0 -12,8 4,6
PGtrad (g kg™ MS) -23,0 -31,3 10,8 10,3
PE (kg t* forage) 1,34 1,55 1,35 0,12
GProd (L kg™ MS) 5,872 4,91% 4,14° 0,26

*PMS = perda de matéria seca; PMScorr = PMS calculada com base no teor de MScorr; PG =
perda por gases; PGcorr = PG calculada com base no teor de MScorr; PGtrad = perda por
gases calculada pela equacao “tradicional”; PE = perda por efluente; GProd = gas produzido
durante o armazenamento. > EPM = erro padrdo da média. Médias com letras sobrescritas
diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

A producéao de efluentes (PE) em silagens de capim-elefante pode ser muito
grande, principalmente quando a forragem apresenta baixo teor de matéria seca.
Andrade et al. (2010) e Faria et al. (2010) obtiveram PE de 145 kg t* MV e 243, 1 L t
! MV em silagens ndo aditivadas, com teores de MS de 159% e 12,7%,
respectivamente. Essa perda de grande magnitude pela producdo de efluentes
normalmente é reduzida pela adicdo de um material absorvente de umidade no
momento da ensilagem, como a casca de café (Faria et al., 2010), ou pela pré-
secagem do capim até a obtencdo de teores de MS mais altos. Esta pratica foi
avaliada por Loures et al. (2005), que aumentaram o teor de MS do capim-tanzania
de 16,75 para 25,73, obtendo uma reducédo na producéo de efluentes de 250 para 3
L t* MV. No presente ensaio, a PE foi desprezivel em todas as unidades
experimentais, de forma que esta variavel ndo apresentou correlacédo significativa
com nenhuma outra. Devido a esta producéo reduzida, as estimativas de perdas por
gases foram muito proximas as de perdas totais de MS. Todas as correlacdes entre
as variaveis PMS, PMScorr, PG e PGcorr foram positivas e fortes (0,99 a 1,00).

A correcao do teor de MS (calculada pela equacéo (5), secao 3.3.7) elevou

em média 4,3 g kg'. Como as perdas de MS estimadas foram pequenas, essa
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correcdo aumentou a incidéncia de valores negativos para a estimativa de perdas. A
perda negativa (ganho de MS), embora seja frequente, normalmente é considerada
erro experimental e excluida dos dados. Optamos por manter os valores negativos,
j& que o objetivo principal é comparar os resultados obtidos por cada uma das
metodologias. Um fato interessante, observado neste e em outros ensaios
realizados por nosso grupo é que, ao periodo de producao de gases (primeiros 3 a 7
dias), sucede-se uma fase de absorcdo de gas pelo silo, que parece durar ou
estabilizar, formando uma pressao negativa que pode ser percebida até o momento
da abertura dos silos. Ainda ndo sabemos a magnitude dessa pressao negativa,
nem o processo (quimico ou biolégico) que a produz. Existe a possibilidade de haver
um microrganismo na silagem capaz de fixar algum elemento gasoso, seja carbono,
nitrogénio ou outro. Nesse caso, a “perda negativa”, ou seja, o ganho de MS nao
seria tdo absurdo como parece. Mas, por enquanto, iSSo € apenas especulacao

cientifica.

Tabela 3.4. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre as variaveis de perdas,
o teor de MS da silagem e a producao de gases (abaixo da diagonal) e
correspondentes valores de P! (acima da diagonal).

Var.* MS PMS PMScor PG PGtrad PE Gprod
MS <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,38 0,74 0,26
PMS -090 T <0,0001 <0,0001 0,61 0,74 0,47
PMScor  -0,88 099 T <0,0001 052 0,80 0,52
PG -0,90 0,99 099 061 0,81 0,46
PGtrad 0,24 0,14 0,18 015 068 0,09
PE -0,09 0,09 0,07 0,07 012 T 057
Gprod -0,31 0,20 0,18 0,21 -0,45 -0,16

* Valores negritados ressaltam correlacdes significativas; NS = néo significativo (P>0,05). * MS =
teor de matéria seca da silagem; PMS = perda de MS; PMScor = PMS calculada com base no
teor de MS corrigido da silagem; PG = perda por gases; PGtrad = perda por gases calculada pela
equacéo “tradicional”; PE = perda por efluente; Gprod = gas produzido durante o
armazenamento.

As correlacGes de Pearson entre o teor de MS das silagens, as variaveis de
perdas e a producdo de gases estdo apresentadas na Tabela 3.4. Os teores de MS
(corrigido ou nao) estiveram negativamente correlacionados com as estimativas de
perdas totais (PMS) e por gases (PG), mas ndo se correlacionaram com producao
de gases (Gprod), perda por efluentes (PE) ou pH da silagem. Todo o gas
guantificado neste ensaio foi produzido nos primeiros trés dias apos a ensilagem. Ao
contrario do esperado, Gprod néo esteve correlacionado com PMS, PG ou perda de

gases calculada pela equacado “tradicional” (PGtrad). Ao invés disso, Gprod
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correlacionou-se negativamente com a massa especifica (ME; -0,69) e com a
estabilidade aerdbia (EA; -0,88); e positivamente com a perda de MS na estabilidade
(PMSest; 0,75), com a temperatura maxima na estabilidade (Tmax; 0,77), com as
concentracbes de BAL e leveduras (0,86 e 0,77, respectivamente), com o pH da
silagem nos dias 0, 2, 4 e 5 pés abertura (0,56; 0,68; 0,82 e 0,82, respectivamente) e
com os teores de FDN e FDA (0,52 e 0,60, respectivamente). Dentre 0os compostos
volateis, Gprod ainda correlacionou-se significativamente com alcool isopropilico
(-0,60), etanol (0,93), butanol (0,89) e 2,3-butanodiol (0,76). De forma geral, os silos
gue tiveram maior producdo de gases durante o periodo de fermentacdo estiveram
associados a uma maior degradacéo aerobia.

A massa especifica ndo se correlacionou significativamente com as
estimativas de perdas, mas esteve correlacionada com Gprod (-0,69); pH (-0,66); EA
(0,57); Tmax (-0,59) e concentracdes de acido latico (0,76), acetato de etila (-0,57),
etanol (-0,61), butanol (-0,57), BAL (-0,58) e FDN (-0,55). A reducdo do ar
aprisionado nos poros das silagens mais compactadas favoreceu a fermentacao
homolatica, preservando a qualidade das silagens, e possivelmente limitando a
multiplicacdo de microrganismos aerdbicos deterioradores, o que resultou em maior

estabilidade aeroébia.

Tabela 3.5. Contagens microbianas® em silagens de capim-elefante tratadas
com Sil-All 4x4 (R) e Sil-All Fireguard (F).

Variavel C R F EPM’
BAL? (log ufc g 7,55 7,49 7,67 0,29
Leveduras (log ufc g™ ) 3,35° 1,76° 1,82° 0,32
Mofos (log ufc g™*) 1,76 1,70 1,70 0,02

* As unidades experimentais que apresentaram contagem nula em todas as diluicbes, foi
atribuido o valor referente & metade da contagem minima detectavel. 2 BAL = bactérias &cido-
laticas. ® EPM = erro padrdo da média. Médias com letras sobrescritas diferentes na mesma
linha diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).

Ambos os aditivos reduziram a concentracdo de leveduras nas silagens
guando comparadas as silagens nao aditivadas, porém, nao alteraram a
concentracdo de mofos ou bactérias acido-laticas (Tabela 3.5). A reducdo da
concentracdo de leveduras promovida pelo tratamento F foi coerente devido a
presenca de benzoato de sédio nesse tratamento; porém a reducao de leveduras no
tratamento R foi inesperada, ja que a inoculacdo com BAL homofermentativas
normalmente aumentam a concentracdo de leveduras. N&o foi encontrada

explicagéo para esse efeito. A menor concentracdo de leveduras promoveu maior
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estabilidade aerdbia das silagens aditivadas, e menores perdas no periodo de
exposicdo aerdbia (Tabela 3.6). E consensual a opinido de que as leveduras
possuem papel principal na degradacdo aerobia das silagens (Woolford, 1990).
Nenhuma repeticdo dentre as silagens aditivadas, e apenas duas repetices dentre
as silagens controle, ultrapassaram 2°C em relacdo a temperatura ambiente, de
forma que foram atribuidos valores préximos ao periodo de exposicdo (120 h) para a
variavel estabilidade aerdbia. A grande variabilidade entre repeticbes fez com que
ndo fosse detectada diferenca estatistica para a temperatura acumulada (Tac).
Alguns autores realizam a avaliacdo de EA por quanto tempo for necessario até a
guebra de estabilidade ocorrer em todas as unidades experimentais. Esse foi 0 caso
de Guo et al. (2013), que avaliaram a EA de silagens de festuca pré-secadas a
quatro teores de MS, em dois cortes diferentes. A EA variou de 242 a 523 horas (10
a ca. 22 dias), e foi maior nas silagens aditivadas com L. plantarum sozinho ou

combinado com L. buchneri quando comparada as silagens controle.

Tabela 3.6. Teste de estabilidade aerdbia em silagens de capim-elefante
tratadas com Sil-All 4x4 (R) e Sil-All Fireguard (F).

Variavel' C R F EPM?
Pea 3/5 0/5 0/5 -
EAt(h) 50,4 - - 13,4
EA (h) 78,3 120,0® 120,02 7.8
Tac (°C) 1085 22,1 23,5 2206
Tmax (°C) 27,9 23,4 23,7 0,9
PMSest (g kg™ MS) 40,62 -3,2° -0,5° 6,7

* Pea = Proporcéo de silos em que houve quebra de estabilidade aerdbia no periodo de 120 h;
EAt = estabilidade aerébia média, considerando apenas os silos em que houve quebra de
estabilidade no periodo de 120 h; EA = estabilidade aerdbia média, considerando valor de 120
h para os silos em que ndo houve quebra de estabilidade; Tac = temperatura acumulada
excedida a temperatura ambiente; Tmax = temperatura maxima alcancada na silagem no
periodo de 120 h de exposicdo aerdbia; PMSest = perda de matéria seca apés 120 h de
exposi¢ado aerdbia. 2 EPM = Erro padrdo da média. Médias com letras sobrescritas diferentes
na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

O pH da silagem esteve positivamente correlacionado as concentracées de
BAL (0,60) e leveduras (0,52) e negativamente correlacionado a concentracdo de
acido latico (-0,63). Correlacdes semelhantes foram encontradas por Borreani e
Tabacco (2010) em silagens de milho da face exposta do silo. Silagens com maior
pH também estiveram associadas a menor EA (-0,52) e maior Tmax (0,71). Silagens
menos acidas sdo mais suscetiveis a deterioracdo quando contaminadas com

microrganismos indesejaveis (Nishino e Shinde, 2013). A perda de MS durante a
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exposicdo aerdbia (PMSest) esteve positivamente correlacionada ao pH nos dias 2,
4 e 5 (0,74; 0,74 e 0,77; respectivamente); a Tmax (0,71); as contagens de BAL
(0,78), leveduras (0,80) e mofos (0,56) e as concentracbes dos alcoodis etanol (0,81),
butanol (0,85) e propanol (0,55); e inversamente correlacionadas a concentracao de
acetona (-0,54) e a EA (-0,77). Todas essas correlacdes estao alinhadas: durante a
exposicdo aerdbia, a atividade das leveduras eleva o pH da silagem pela conversao
de acido latico em alcodis e gas carbbdnico, promovendo perda de MS e aquecimento
da silagem.

Tabela 3.7. Compostos organicos volateis' de silagens de capim-elefante
tratadas com Sil-All 4x4 (R) e Sil-All Fireguard (F).

Variavel C R F Média EPM?

g kg™ MScorr
Acido latico 52,5 48,7 52,5 51,2 1,4
Acido acético 11,9 12,7 13,4 12,7 0,3
2,3-Butanodiol 2,3% 2,3% 1,4° 2,0 0,2
Etanol 2,02 1,7%® 1,5° 1,7 0,1

mg kg ™ MScorr
Acido propiénico 368° 207" 348% 308 28
Acido butirico 214 90 200 168 25
2-Butanol 2922 78° 106° 159 34
1,2-Propanodiol 1332 50° 77 87 15
1-Propanol 622 19° 502 44 6
Acido valérico 328 13° 352 27 5
Acido isovalérico 332 12° 322 26 5
Alcool isopropilico 17 28 31 25 3
Lactato de etila 29 13 13 18 5
Acetona 11° 232 17° 17 2
Acido isobutirico 23 10 17 17 4
Acetato de etila 5 4 5 4 1

' As concentracdes de acetato de propila estiveram abaixo do limite de detecgdo. Médias com
letras sobrescritas diferentes mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

As médias e concentracdes de compostos organicos volateis por tratamento
estdo apresentadas na Tabela 3.7. Em comparacdo as médias observadas por
Kasmaei et al. (2013) em meta-analise envolvendo 52 artigos que avaliaram silagens
de gramineas, leguminosas ou misturas destas, as concentracfes de etanol, acidos
butirico e propidnico e 2,3-butanodiol no presente ensaio foram baixas e préoximas
ao limite inferior do intervalo observado na meta-analise. As concentracdes de acido
acético estiveram préoximas da média, e as concentracdes de acido latico foram
maiores, mais ainda distantes do limite superior do intervalo observado pelos

autores. Concentragfes similares de &acido latico em silagens de capim-elefante
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foram observadas por Rodrigues et al. (2002) em silos laboratoriais tipo balde (600
kg m) e por Ferreira et al. (2013) também em silos laboratoriais.

Os aditivos ndo afetaram significativamente os teores dos acidos de maior
concentracdo das silagens (latico e acético), mas influenciaram grande parte dos
demais compostos volateis. O tratamento F em relacdo controle reduziu as
concentragdes de 2,3-butanodiol, etanol e 2-butanol e aumentou a concentragéo de
acetona. O tratamento R em relagdo ao controle também aumentou a concentracdo
de acetona e reduziu as concentracbes de &cido propidnico, 2-butanol, 1,2-
propanodiol, 1-propanol e acido isovalérico. Embora nado significativa a 5%, a
reducdo de acido butirico no tratamento R (P = 0,069) pode indicar reducdo na
atividade clostridica.

Os valores médios de pH das silagens nos dias 0, 2, 4 e 5 apés a abertura
estao representados na Figura 3.2. O aumento do pH médio do tratamento controle
no periodo pos-abertura € coerente com a maior PMSest observada neste
tratamento, pois 0s microrganismos envolvidos na deterioragdo de silagens sem
aditivos e bem preservadas consomem principalmente o acido latico para obtencéo
de energia (McDonald et al., 1991). O consumo do &cido latico, que apresenta o
menor pKa dentre os acidos presentes na silagem (com excecao do acido formico),
provoca reducdo na acidez, ou seja, aumento do pH, indicando que houve
degradacdo do material. A atividade de microrganismos deterioradores também
provoca aumento na temperatura da silagem, observado em trés das cinco
repeticdes do tratamento controle (Tabela 3.6). Silagens mais umidas ndo aquecem
com tanta facilidade devido a alta capacidade térmica da agua, ou seja, mais calor &
necessario para aquecer a agua do que seria necessario para aquecer uma

forragem mais seca (Woolford, 1990).
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Figura 3.2. pH médio das silagens de capim-elefante sem aditivos (C) ou aditivadas com Sil-All 4x4
(R) ou Sil-All Fireguard (F). Barras verticais equivalem a um erro padr&o.

A analise geral dos dados indica que os aditivos avaliados foram eficientes
em melhorar o perfil fermentativo das silagens, quando comparados ao tratamento
controle. Os beneficios, evidenciados pelas menores contagens de leveduras,
reducdo no teor de etanol das silagens e tendéncia de maior estabilidade em
aerobiose, sdo fatores positivos e que podem ser considerados na opcdo pela

aplicacao de aditivos na producao de silagens em fazendas.

3.5 CONCLUSAO

O novo modelo proposto para avaliacdo de producédo de gases foi eficiente
em detectar diferenca entre tratamentos enquanto que o modelo tradicional ndo o
foi, indicando maior sensibilidade do método proposto. O tratamento com aditivo
misto (benzoato de sodio + BAL homofermentativas + enzimas) reduziu o volume de
gas produzido. Nao houve correlacéo significativa entre o volume de gas produzido e
as perdas estimadas pelos métodos tradicionais.

Os aditivos nado alteraram a composicdo quimica, o pH e as perdas
gravimétricas, mas reduziram as contagens de leveduras e aumentaram a
estabilidade aerdbia das silagens. O inoculante homofermentativo reduziu as

concentragfes dos produtos da fermentacao heterolatica.
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4 FERMENTACAO E ESTABILIDADE AEROBIA DE SILAGENS DE AZEVEM
TRATADAS COM ADITIVOS

Resumo: Neste estudo, objetivou-se avaliar a fermentacdo, a estabilidade aerdbia e
as perdas fermentativas avaliadas por diferentes metodologias de silagens pré-
secadas de azevém tratadas ou ndo com aditivos. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com cinco repeticdes e trés tratamentos: controle (C; sem
aditivo); inoculante composto por BAL homofermentativas (R) e aditivo quimico-
biolégico contendo benzoato de sodio e BAL homofermentativas (F). O azevém foi
colhido e pré-secado por 72 horas, atingindo o teor de matéria seca (MS) médio de
289 + 50 g kg'. Apds a aplicacdo dos tratamentos, 15 silos experimentais
equipados com dispositivos coletores de gases e de efluentes foram compactados
manualmente e armazenados por 62 dias. O tratamento R, comparado ao controle,
reduziu (P<0,05) pH, cinzas, FDN, FDA, perda por gas estimada por diferenca de
peso bruto (PGtrad), volume de gas produzido na fermentacdo (Gprod),
concentracdo de bactérias acido-laticas (BAL) e produtos da fermentacao
heterolatica; e aumentou (P<0,05 ) a concentracdo de acido latico, promovendo
fermentacdo mais homolatica. O tratamento F produziu efeitos similares (menos
intensos) aos do tratamento R sobre perdas fermentativas e qualidade das silagens;
porém apresentou perfil fermentativo e pH semelhantes aos das silagens controle,
com concentracdes reduzidas de alguns produtos da fermentacdo. A estabilidade
aerobia ndo foi significativamente alterada pelos tratamentos, mas o tratamento R
manteve o pH mais baixo que o tratamento controle ao longo do periodo de
exposicao aerobia. O inoculante homofermentativo foi o aditivo mais eficiente em
reduzir perdas e melhorar a qualidade e estabilidade de silagens pré-secadas de
azevém. A metodologia de avaliacdo do volume de gas produzido na fermentacéo foi
consistente com os demais resultados.

Palavras-chave: acido latico, BAL homofermentativas, benzoato de sddio, gas
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4.1 FERMENTATION AND AEROBIC STABILITY OF RYEGRASS SILAGES
TREATED WITH ADDITIVES

Abstract: In the present study, we aimed to evaluate the fermentation, aerobic
stability, and fermentation losses of ryegrass silage assessed by different
methodologies. In a completely randomized experimental design with five replicates,
two additives (R and F) and one control (C) treatment were compared. Treatments R
and F were composed, respectively, by homofermentative lactic acid bacteria (LAB)
and by a mixture of sodium benzoate and homofermentative LAB. Ryegrass was
mowed and wilted for 72 hours, after which dry matter (DM) content averaged 289 *
5.0 g kg™. Treatments were applied and homogenized at a rate of 2 L t* to three
piles of non-chopped wilted forage. For each treatment, five 8.5 liter-silos equipped
with gas and effluent collection devices were manually filled and stored for 62 d.
When compared to control silages, R treatment had lower (P<0.05) pH; ash, NDF
and ADF contents; estimated gas losses; gas volume directly measured during
fermentation; LAB concentration; and heterolactic fermentation end-products. The R
treatment also increased (P<0,05) lactic acid content and the homolactic index, which
indicate a shift towards homolactic fermentation. The effects of F treatment on silage
guality and fermentation losses were similar to those of R treatment, but less
pronounced. However, fermentation profile of F-treated silages was closer to those of
control silages, with lower concentrations of some of the fermentation end products.
Aerobic stability was not affected by the additives, but R treatment kept silage pH
lower than control treatment during the 140 hour-aerobic exposure period. The
homofermentative additive was the most effective on reducing fermentation losses
and improving the quality of ryegrass silage. Direct measurement of gas volume
methodology was in line with the fermentation profiles of the silages.

Key words: gas, homofermentative LAB, lactic acid, sodium benzoate
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4.2 INTRODUCAO

As trés caracteristicas de uma forragem ideal para ensilagem, segundo
McDonald et al. (1991) séo: concentracdo adequada de carboidratos solUveis, baixa
capacidade tamp&o e teor de matéria seca (MS) acima de 200 g kg *, embora seja
comum a recomendacao pratica de 300 a 350 g kg . Obviamente, grande parte das
forragens utilizadas na ensilagem ndo cumpre esses pré-requisitos. Os capins, de
forma geral, normalmente ndo apresentam o teor de MS adequado nos estagios de
maturacdo de maior qualidade, tornando necessario o emurchecimento da forragem
(McDonald et al., 1991) ou a adicdo de sequestrantes de umidade.

O desenvolvimento microbiano no inicio do processo de fermentacdo das
silagens é critico para a qualidade do produto final. A fermentagao latica, promovida
pelas bactérias acido-laticas (BAL), € responsavel pela reducao rapida do pH, o que
inibe microrganismos indesejaveis, como clostridios e enterobactérias (McDonald et
al., 1991). No azevém, nem sempre a concentracdo de BAL epifiticas é suficiente
para dominar a fermentacao, resultando em silagens com altas concentracfes de
etanol, 2,3-butanodiol e outros compostos que ndo contribuem para a preservacao
da forragem (Li e Nishino, 2011; 2013a,b).

Com o intuito de contornar essa limitacdo, aditivos compostos de BAL
homofermentativas podem ser utilizados, visando a fermentacdo de carboidratos
soluveis a éacido latico. Por outro lado, a inoculacdo com BAL homofermentativas
pode reduzir a estabilidade aerdbia das silagens, como observado por Conaghan et
al. (2010), devido ao baixo efeito fungicida desse acido, quando comparado aos
acidos produzidos na fermentacéo heterolatica (e.g. acético, propionico, butirico).

Aditivos quimicos também podem ser usados como inibidores da
fermentacdo. O acido benzdico, liberado da dissociacdo do benzoato de saodio,
apresenta efeitos antimicrobianos contra leveduras; mas essa a¢ao € dependente do
pH do meio, sendo mais efetiva em meios mais acidos (Warth, 1988).

Os objetivos neste estudo foram avaliar perdas fermentativas, volume de gas
produzido na ensilagem, composi¢cdo quimica, produtos da fermentacdo, contagem
microbiolégica e estabilidade aerdbia de silagens pré-secadas de azevém tratadas
com dois aditivos homofermentativos, sendo um deles composto também de
benzoato de sodio; e comparar diferentes metodologias de avaliagdo de perdas

fermentativas.
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4.3 MATERIAL E METODOS

Quinze silos com dispositivos coletores de gases e de efluentes (DCG e
DCE) foram construidos conforme descrito na se¢édo 3.3.1. O azevém (teor de MS =
156 g kg™) foi segado com rocadeira costal e alfanje, recolhido manualmente e
espalhado sobre lona de polietileno para pré-secagem durante 72 h. Durante a pré-
secagem, a forragem foi deixada ao ar livre durante o dia e em galpéo fechado
durante a noite ou em caso de chuva.

A forragem pré-secada foi amostrada em duplicata para determinacdo da
concentragdo de BAL e separada em trés tratamentos: controle (C), aditivo Sil-All
4x4 a 10 g t* MV (R) e aditivo Sil-All Fireguard a 150 g t* MV (F). Os aditivos
apresentam a seguinte composicdo: R — Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium e enzimas amilase,
celulase, hemicelulase e xilanase; F — Lactobacillus plantarum, Pediococcus
acidilactici, Pediococcus pentosaceus, benzoato de sodio e enzimas amilase,
xilanase e beta-glucanase. As doses dos aditivos R e F foram suficientes para
promover concentracdes tedricas de 2 x 10°> e 1 x 10> ufc g* forragem fresca,
respectivamente. As proporcdes estao protegidas por sigilo comercial. Na forragem
do tratamento C foram aspergidos 2 L t* de 4gua néo clorada. O mesmo volume foi
utilizado para diluicdo e aspersdo dos aditivos. Os tratamentos foram aplicados a
forragem espalhada sobre lonas de polietiieno por meio de borrifadores manuais.
Todo o material que entrou em contato com a forragem foi previamente limpo e
desinfetado com alcool 70° INPM para evitar contaminacdo. O manuseio da
forragem foi feito com luvas e botas descartaveis.

Apés a aplicacdo dos tratamentos, a forragem foi homogeneizada,
amostrada para determinacdo de pH e composicdo bromatoldgica, e pesada para
confeccdo de cinco silos por tratamento (3,90 + 0,41 kg MV por silo). Foi coletada
uma amostra de aproximadamente 250 g por silo para determinacéo do teor de MS.
Os silos foram compactados manualmente com auxilio de soquetes de madeira
protegidos por capa plastica descartavel. Apés o enchimento, os silos foram
fechados, pesados e vedados com adesivo selante elastico e acoplados aos
respectivos DCG. A producéo de gases foi aferida conforme descrito na secéo 3.3.3,

a temperatura ambiente média de 18,9 + 1,2°C.
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Passado o periodo de armazenamento de 62 dias, a abertura dos silos e o
processamento das amostras para determinacdo de pH, contagem microbioldgica,
concentracdo de compostos organicos volateis (COV) e analises bromatologicas
foram realizados como descrito previamente (secdes 3.3.4 e 3.3.6).

Para o0 ensaio de estabilidade aerébia, 2 kg de silagem foram
acondicionados em baldes plasticos sem tampa, com um data-logger (EL-USB,
Lascar, Inglaterra) posicionado no centro da massa. A temperatura da silagem foi
aferida a cada cinco minutos durante 140 h em sala de temperatura controlada (23,1
+ 0,6°C). A quebra de estabilidade aerdbia foi considerada como a elevacdo da
temperatura da silagem em 2°C em relacdo a temperatura ambiente. A variavel
estabilidade aerdbia (EA) foi calculada como o tempo necesséario para quebra de
estabilidade. A temperatura acumulada (Tac) foi calculada pela soma das diferencas
positivas entre a temperatura da silagem e a temperatura ambiente. A temperatura
maxima da silagem durante o periodo (Tmax) também foi avaliada. Para
determinacdo do pH ao longo do periodo de exposi¢cdo aerbbia, cerca de 650 g de
silagem foram acondicionados em outro recipiente plastico. Estes recipientes foram
mantidos na mesma sala de temperatura controlada. O pH foi determinado nos dias
0, 2, 4 e 6 pos abertura.

As estimativas de perdas e analises estatisticas foram feitas conforme
descrito nas sec¢fes 3.3.7 e 3.3.8, respectivamente. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com trés tratamentos (dois aditivos e um controle) e cinco

repeticoes.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Forragem pré-ensilagem

As caracteristicas da forragem pré-secada logo antes da ensilagem estéo
apresentadas na Tabela 4.1. As concentracdes de FDN, FDA e PB estdo préximos
aos obtidos por Conaghan et al. (2010) em trés cortes sucessivos de dois cultivares
de azevém pré-secado por 24 horas. Os teores de cinzas obtidos por esses autores

foram superiores aos deste experimento.
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A massa especifica média foi de 460 + 48,9 kg MV m™ e néo diferiu entre os
tratamentos (P>0,05). Esse valor foi menor que o desejavel devido a dificuldade de
compactacdo da forragem pré-secada ndo picada, mas esta dentro da faixa
observada por Sun et al. (2010) em fardos embalados de capim pré-secado (entre
400 e 492 kg m®). Em base seca, a massa especifica média foi de 130 + 16,1 kg MS
m, sem diferenca significativa entre tratamentos. A massa especifica expressa em
kg MF m™ esteve correlacionada apenas com a massa especifica expressa em kg
MS m™ (0,57). Esta, porém, esteve negativamente correlacionada com PMS (-0,57),
PG (-0,54) PGtrad (-0,58) e PB (-0,55). Essa correlacado pode significar que maior
compactacdo (em kg MS m™®) resulta em menores perdas fermentativas. Amaral et
al. (2007) observaram reducdo nas perdas de MS e perdas por gases (calculadas
pela formula “tradicional”) ao aumentar de 120 para 140 ou 160 kg MS m? a
compactagao de silagens de capim-marandu. No presente ensaio, foi objetivada a
uniformizacdo de compactacdo, sendo este o principal motivo da auséncia de
correlacdo da massa especifica (em kg MF m™) com as demais variaveis.

A concentracdo média de BAL na forragem pré-secada foi 3,84 log ufc g*
forragem. Este valor € menor do que a concentracdo teorica de BAL aditivadas, e
maior do que os descritos por Li e Nishino (2011; 2013a,b), que encontraram
concentracdes de BAL menores que o limite de deteccéo de 2 log ufc g™ forragem

em azevem pré-secado ou néo.

Tabela 4.1. Caracteristicas do azevém pré-secado antes da ensilagem.

Variavel* Média DP Minimo  Maximo EPM?
pH 7,64 0,16 7,49 7,80 0,09
MS (g kg 288,6 5,0 285,1 204.4 2.9
Cinzas (g kg™ MS) 92,7 1,0 91,2 94,2 0,4
FDN (g kg™* MS) 478,6 9,3 461,0 486,6 3.8
FDA (g kg MS) 268,1 4,1 262,9 274,5 1,7
PB (g kg MS) 196,4 26 193,8 200,2 1.1
BAL (log ufc gt MV) 3,84 0,10 3,77 3,01 0,07

* MS = teor de matéria seca; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente
acido; PB = proteina bruta; BAL = contagem de bactérias acido-laticas.
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4.4.2 Composicdo quimica e perdas fermentativas

Tabela 4.2. Composicdo quimica de silagens de azevém.

Variavel® C R F EPM?
pH 4.64° 4.22° 4.63° 0.06
MS (g kg™) 271,22 285,62 287,52 3,1
Cinzas (g kg™ MS) 106,82 100,0° 103,4% 0,9
FDN (g kg™* MS) 481,6° 460,6" 455,2° 3,8
FDA (g kg™ MS) 290,32 274,0° 272,7° 2,6
PB (g kg™* MS) 198,02 195,4% 190,8° 1,1

* MS = teor de matéria seca; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente
acido; PB = proteina bruta. > EPM = erro padrdo da média. Médias com letras sobrescritas
iguais na mesma linha néo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).

O pH, o teor de MS e a composicao quimica das silagens estédo
apresentados na Tabela 4.2. As perdas estimadas (calculadas com base no teor de
MS em estufa) e a producéo de gases mensurada sdo mostradas na Tabela 4.3. As
perdas de forma geral foram baixas e a producdo de efluentes foi irrisdria. Em
ensaio com ensilagem de azevém perene em diferentes intensidades de pre-
secagem (teores de MS de 18,4 a 44,4%), Krawutschke et al. (2013) encontraram
perdas de MS de 5,0 a 11,9% MS, sendo que a menor perda foi observada nas
silagens de maior teor de MS e vice versa. No referido estudo, a forragem de menor
teor de MS foi colhida em condi¢cdes de clima umido, e a inoculacdo com BAL

homofermentativas foi efetiva, nesse caso particular, em reduzir a PMS para 10,9%.

Tabela 4.3. Perdas fermentativas de silagens de azevém.

Variavel' C R F EPM?
PMS (g kg™ MS) 66.6% 37.3% 2.5° 11.2
PG (g kg™ MS) 65.9° 36.9% 2.3° 11.1
PGtrad (g kg™ MS) 47,6° 25,0° 37,4° 2,8

PE (kg t* MV) 0.77% 0.49° 0.22° 0.16
Gprod (L kg™ MS) 9.14? 3.85" 4.72° 0.79

*PMS = perda de matéria seca; PG = perda por gases; PE = perda por efluente; GProd = gas
produzido durante o armazenamento. > EPM = erro padrdo da média. Médias com letras
sobrescritas iguais na mesma linha ndo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).

Houve tendéncia de maior teor de MS nas silagens aditivadas (P = 0,056). O
aditivo quimico-bioldgico (F) reduziu as perdas de matéria seca e por gases, bem
como o volume de gas produzido (GProd). A reducdo das perdas indica que
provavelmente houve maior preservacdo de carboidratos soluveis, demonstrada

pelas menores concentracées de FDN, FDA e PB nas silagens desse tratamento.
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Foram encontradas correlacdes positivas entre os teores de fibra e as varidveis de
perdas fermentativas, variando de 0,55 a 0,65 (P<0,05). Os menores teores de fibra
também podem estar associados a presenca de enzimas fibroliticas nos aditivos
utilizados. O tratamento R nao reduziu significativamente as perdas estimadas em
relacéo ao tratamento controle; mas ambos os aditivos reduziram o Gprod (P<0,05),
sendo que o tratamento R, numericamente, proporcionou o menor volume de gas. A
producdo de gas por silo esteve concentrada nas primeiras 200 horas pos-vedacao,
mas ainda ocorreu até o 25° dia de armazenamento (Figura 4.1).

As perdas por efluentes (PE) foram despreziveis em todos os tratamentos,
mostrando que a pré-secagem do capim foi suficiente para eliminar esse problema.
Conaghan et al. (2012) ensilaram azevém com teores baixos de MS (107 a 132
g kg') e encontraram PE de até 404 kg t* forragem ensilada. Segundo Jones e
Jones (1995), existe inconsisténcia entre a producdo de efluentes observada em
silos laboratoriais e de grande porte, provavelmente por diferencas na drenagem do
efluente e na consolidacéo dos silos. McDonald et al. (1991) apresentam equacdes
de regressao que prevéem volume ou massa de efluente em funcéo do teor de MS
da forragem. Essas equacdes indicam que teores de MS de 290 a 307 g kg™ s&o
suficientes para zerar a producéo de efluente. O teor de MS da forragem utilizada no

presente ensaio esta proximo dessa faixa.

12

=—C

silo (L)

Volume acumulado de gas produzido por

[/
0 100 200 300 400 500 600 700

Tempo (h)

Figura 4.1. Volume acumulado de gas produzido por silagens de azevém. C = controle; R = Sil-All
4x4; F = Sil-All Fireguard.
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Devido a producdo de efluentes quase nula, essa variavel ndo esteve
significativamente correlacionada com nenhum outra. Dessa forma, as perdas de MS
e perdas por gases (PG) apresentaram correlacdo préxima da unidade (0,999). O
teor de MS esteve negativamente correlacionado com as perdas estimadas (-0,96) e
com Gprod (-0,58), indicando que maiores perdas na fermentacdo produziram
silagens de menor teor de MS. A PGtrad e o Gprod estiveram correlacionados entre
si (0,70), mas nenhuma destas varidveis esteve correlacionada com PMS e PG.
Estas correlagbes diferem das obtidas em silagens de capim-elefante (sec¢do 3.4),
mostrando que a relacédo entre as diferentes metodologias de avaliacdo de perdas é
inconsistente e precisa ser mais estudada.

O teor de MS corrigido para a perda de compostos volateis em estufa
(MScorr; equacao (5) da secdo 3.3.7), a composicdo quimica e as perdas
fermentativas calculadas com base no teor de MScorr estdo apresentados na
Tabela4.4. A elevacdo proporcionada pela correcdo do teor de MS foi
numericamente maior no tratamento controle (16,2 g kg™) do que nos tratamentos F
(11,9 g kg') e R (10,1 g kg™). Essa diferenca provavelmente se deve & maior
concentracdo total de COV nas silagens controle. A elevacdo do teor de MS
proporcionado pela correcdo aumentou a incidéncia de valores negativos das perdas
estimadas, incorrendo em médias negativas para PMScorr e PGcorr no tratamento
F. Esses valores negativos associados a alta variabilidade dos dados fizeram que
nao fosse detectada diferenca significativa a 5% nessas variaveis (P = 0,09); mas
elevando o nivel de significancia para 10%, o tratamento F teria proporcionado as
menores perdas corrigidas.

Podemos agrupar as diferentes metodologias de avaliacdo de perdas por
semelhanca na comparacao entre os tratamentos da seguinte forma: (i) PMS e PG
estimadas com base no teor de MS em estufa; (i) PMScorr e PGcorr estimadas com
base no teor de MScorr e (iii) PGtrad, estimada por diferenca bruta do peso do silo
antes e depois da ensilagem e Gprod, medido diretamente durante a fermentacdo. O
primeiro grupo de variaveis indica que as perdas no tratamento F foram menores
que as do tratamento controle, e que o tratamento R apresentou perdas
intermediéarias. O segundo grupo indica que ndo houve diferenca entre tratamentos,
mas se comporta numericamente de maneira semelhante ao primeiro grupo. O
terceiro grupo indica que as perdas foram menores no tratamento R do que no

tratamento controle e que o tratamento F apresentou perdas menores que O
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controle, semelhantes a ou maiores que as do tratamento R. Como discutido no
capitulo anterior, o teor de MS corrigido supostamente representa um valor mais
préximo do verdadeiro, ja que a perda de compostos volateis em estufa € um fato
conhecido e muitas vezes desconsiderado. Porém, o perfil fermentativo das silagens
(apresentados a seguir) nos leva a acreditar que as variaveis do terceiro grupo
acima mencionado sado as que representam melhor a diferenca real entre os
tratamentos. A composi¢cdo quimica em relacdo ao teor de MS obtido em estufa
(Tabela 4.2) estd mais alinhada aos demais resultados apresentados do que a
composicao apresentada na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Composicéo quimica e perdas fermentativas de silagens de
azevem calculadas com base no teor de MS corrigido para perda de compostos
volateis em estufa.

Variavel* C R F EPM?
MScorr (g kg™) 287 296 299 2,7
Cinzas (g kg™ MScorr) 101 96,6 99,3 1,0
FDN (g kg™* MScorr) 454 445 437 3,8
FDA (g kg™ MScorr) 274 265 262 2,4
PB (g kg™ MScorr) 187 189 183 1,6
PMScorr (g kg™ MS) 11,0 3,44 -38,9 10,3
PGcorr (g kg™~ MS) 10,2 2,95 -39,2 10,2

" MScorr = teor de matéria seca corrigido para perda de compostos volateis em estufa; FDN =
fibora em detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido; PB = proteina bruta; PMScorr =
perda de MS calculada com base em MScorr; PGcorr = perda por gases calculada com base
no teor de MScorr. > EPM = erro padréo da média. As médias por tratamento nao diferiram pelo
teste de Tukey (P>0,05).

4.4.3 Contagens microbianas e perfil fermentativo

As contagens de bactérias acido-laticas (BAL), leveduras e mofos nas
silagens estdo apresentadas na Tabela 4.5. A menor concentracdo de BAL no
tratamento R esteve associada a fermentacdo homolatica, como evidenciado pelas
correlacdes significativas entre BAL e pH (0,85), concentracdo de acido latico
(-0,74), indice homolatico (-0,94) e proporcéo acido latico:produtos da fermentacéo
(-0,92). A competicdo por substrato entre as BAL inoculadas e epifiticas, bem como
a producéo de substancias inibitorias pelas BAL inoculadas podem justificar a menor
concentragcdo de BAL no tratamento R, ja que as bacteriocinas normalmente inibem
bactérias similares aquelas que a produziram (Klaenhammer, 1988). A contagem de

BAL também esteve positivamente correlacionada com as concentracbes de
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acetona, acetato de etila, metanol, etanol, 2-butanol, 1-propanol, &cido acético, acido
férmico, &cido propiénico, acido butirico, acido isobutirico, 1,2-propanodiol e 2,3-
butanodiol.

Houve reducdo numérica ndo significativa das contagens de leveduras nas
silagens aditivadas. A concentracdo média de leveduras foi aproximadamente
20.000 vezes menor que a concentragdo de BAL, indicando que a participagao
daquelas na fermentacao foi modesta.

Tabela 4.5. Contagens microbianas’ (log ufc g™*) em silagens de azevém.

Variavel C R F Média EPM®
BAL? 8.09% 7.31° 7,972 7,79 0.10
Leveduras 3.97 3.00 3.42 3,46 0.29
Mofos 2.28 2.20 2.24 2,24 0.15

* As unidades experimentais que apresentaram contagem nula em todas as diluicdes, foi
atribuido o valor referente & metade da contagem minima detectavel. > BAL = bactérias &cido-
laticas. ° EPM = erro padrdo da média. Médias com letras sobrescritas diferentes na mesma
linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

O perfil fermentativo das silagens esta apresentado na Tabela 4.6.
Conaghan et al. (2010) utilizam um sistema de classificacdo para avaliar o padréao de
fermentacdo de silagens pré-secadas de azevéem: 1 — muito ruim; 2 — ruim ; 3 —
médio; 4 — bom e 5 — excelente. Essa classificacdo é baseada na propor¢cao de
acido latico em relacdo a soma dos produtos da fermentacdo (AL:PF; g g™). Silagens
com AL:PF <0,50 e concentragdo de acido butirico 225 g kg™ MS recebem escore 1;
silagens com AL:PF <0,50 e concentracdo de acido butirico <25 g kg™* MS recebem
escore 2; silagens com AL:PF entre 0,50 e 0,60 recebem escore 3; silagens com
AL:PF entre 0,61 e 0,70 recebem escore 4 e silagens com AL:PF >0,70 recebem
escore 5. De acordo com essa classificacao, o tratamento controle produziu silagens
com padréao de fermentacdo médio (n = 4) a bom (n = 1); o tratamento F produziu
silagens com padrdo de fermentacdo médio (n = 5) e o tratamento R produziu
silagens com padréao de fermentacdo excelente (n = 5).

O inoculante homofermentativo (R) aumentou a concentracdo de acido
latico e reduziu as concentracdes de etanol e acido acético, resultando em
fermentacdo mais homoléatica, como demonstrado pelo maior indice homolatico
(Tabela 4.6) e pelo menor pH (Tabela 4.2). As concentracfes de acido butirico
podem ser consideradas baixas em todos os tratamentos, mas a redugcao promovida

pelo tratamento R foi marcante, indicando reducdo na atividade clostridica. As
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bactérias homofermentativas inoculadas (tratamento R) foram capazes de dominar a
fermentacdo, superando a populacao epifitica da forragem. Rooke et al. (1985)
avaliaram doses crescentes (de 2 x 10% a 1 x 10 ufc g™* forragem) de Lactobacillus
plantarum na inoculacdo de azevém pré-secado. Os autores observaram efeitos
dose dependentes no aumento das concentracdes dos acidos latico e formico e da
concentracdo de carboidratos solUveis, e na reducdo das concentracbes de acido
acético. No presente ensaio, a concentracdo de &cido férmico foi reduzida pelo
inoculante homolatico. Selwet (2008) obteve aumento das concentracdes dos acidos
latico e acético (embora em pequena magnitude) e reducdo das concentracdes de
acido butirico e etanol em silagens mistas de alfafa e azevém (1:1) inoculadas com
mistura de bactérias acido-laticas homofermentativas.

Tabela 4.6. Compostos organicos volateis® de silagens de azevém tratadas
com Sil-All 4x4 (R) e Sil-All Fireguard (F).

Variavel C R F Média EPM
g kg™* MScorr

Acido latico 73,4° 91,72 61,1¢ 75,4 3,6
Acido acético 25,62 15,8° 26,32 22,6 1,4
2,3-Butanodiol 15,02 2,0° 9,92 9,0 1,6
Etanol 7,82 3,4° 5,3% 5,5 0,6
Acido férmico 3,42 0,9 2,0% 2,1 0,4
mg kg * MScorr

1,2-Propanodiol 15642 205° 14422 1069 192
Acido propiénico 13532 516" 778% 883 133
Acido butirico 12762 216° 5322 675 161
Acido valérico 833% 91°¢ 231° 385 115
Metanol 382 329 371 361 11
Acido isovalérico 7112 114° 227° 351 95
Acido isobutirico 6902 69°¢ 241" 333 89
Acetona 64 46 73 61 5
1-Propanol 912 19° 55% 55 11
Acetato de etila 752 18P 542 49 7
Lactato de etila 34° 472 25° 36 3
2-Butanol 822 oP 21° 34 11
Alcool isopropilico 72 62 72 7 1
iH2 2,24° 4,86% 1,93° 3,01 0,37

" As concentracées de acetato de propila estiveram abaixo do limite de detecgao. ° IH = Indice
Homolético, calculado pela razéo entre a concentragdo de acido latico e a soma das
concentracdes de etanol e acido acético. Médias com letras sobrescritas diferentes na mesma
linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

A reducéo pronunciada da concentracdo de 2,3-butanodiol promovida pelo

tratamento R pode indicar que a populacdo de enterobactérias e de clostridios foi
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limitada pela rapida queda de pH promovida pelo inoculante. Uma das vias de
producdo desse é&lcool € a fermentacdo de duas moléculas de &cido pirGvico a
acetoina, posteriormente reduzida a 2,3-butanodiol, com liberacdo de duas
moléculas de CO;, (McDonald et al.,, 1991). A reducao da concentracdo de &cido
acético indica que houve inibicdo de outras vias heterolaticas, que também liberam
CO, a partir da fermentacdo de hexoses. A inibicdo das vias heterolaticas de
fermentagdo promovida pelo aditivo R foram consistentes com os menores Gprod e
PGtrad desse tratamento.

O aditivo quimico-biolégico (F), cuja composicdo microbiolégica é
semelhante a do aditivo R, ndo apresentou o0 mesmo efeito sobre a fermentagéo. As
silagens desse tratamento apresentaram menores concentracdes dos &cidos latico,
valérico, isovalérico e isobutirico e de 2-butanol em relacdo as silagens controle. A
diferenca de efeito pode ter sido ocasionada pela menor concentracdo de unidades
formadoras de colonias por grama de forragem no aditivo F (correspondente a
metade da concentracdo proporcionada pelo tratamento R), ou por interferéncia do
benzoato de sodio. O acido benzodico (liberado na dissolugcdo do sal de sédio) tem
acao contra bactérias formadoras de esporos, leveduras e mofos; mas essa acao é
reduzida em pH mais elevado (Woolford, 1975 apud Knicky e Spérndly, 2011), pois
apenas a forma nédo dissociada do acido € capaz de atravessar a membrana
plasmatica daquelas células (Warth, 1988). O perfil fermentativo das silagens do
tratamento F sugere que houve inibicdo ndo especifica da fermentacdo, jA que
nenhum COV esteve em maior concentracdo que o tratamento controle. Esse
resultado concorda com McDonald et al. (1991), que classificam o benzoato de sédio
como inibidor de fermentacdo. O acido sérbico a dose de 0,1% foi utilizado como
aditivo de azevém ensilado diretamente (MS = 186,5 g kg™) por Shao et al. (2007). O
aditivo quimico, que tem modo de acao similar ao acido benzdico, reduziu o pH e as
concentracfes de etanol e &cidos acético, propidnico e butirico; e proporcionou
maior teor de MS das silagens em relacdo ao tratamento controle. Os autores
concluiram que a fermentacdo heterolatica foi inibida e que as concentracfes de
acido latico ndo foram maiores que a do tratamento controle devido a baixa

contagem de BAL na forragem original (2,91 x 103 ufc g* forragem).
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4.4 .4 Estabilidade aerdbia

Os resultados do teste de estabilidade aerbbia estdo apresentados na
Tabela 4.7. J& que em muitas unidades experimentais a temperatura da silagem néo
se elevou acima de 2°C em relacdo a temperatura ambiente, est4 apresentada na
mesma tabela a proporcdo dos silos em que houve quebra de estabilidade (Pea).
Considerando-se dois eventos (houve ou nédo houve quebra de EA) com as mesmas
chances de ocorréncia, as propor¢coes observadas diferem das esperadas pelo teste
de Chi-Quadrado (P<0,01); ou seja, ha associacdo entre oS grupos para esta
variavel. Para possibilitar a analise estatistica paramétrica da EA, assumiram-se
valores de 140 + 1 h para os silos em que ndo houve quebra de estabilidade. Apesar
da auséncia de diferenca estatistica nesta variavel, a propor¢cdo dos silos que
aqueceram sugere um efeito positivo dos aditivos (mais pronunciado no tratamento
R) sobre a estabilidade das silagens. A EA média considerando apenas os silos que
aqueceram também é apresentada (EAt). A temperatura acumulada (Tac) € uma
medida de degradacdo aerdbia (maior valor quanto maior a degradacdo). Essa
variavel foi inferior no tratamento R, quando comparado ao tratamento C,
confirmando o efeito do aditivo homolatico na preservacdo da silagem durante a
exposicao aerdbia. A perda de MS durante a fase de exposicao aerébia (PMSest) foi
negativa em dez silos, resultando em médias negativas para os tratamentos C e R.
Este erro experimental foi decorrente da dificuldade de homogeneizacéo da silagem
nao picada apdés o periodo de exposicdo aerObia, que resultou em grande

variabilidade no teor de MS da silagem pds-estabilidade.

Tabela 4.7. Teste de estabilidade aerébia em silagens de azevém.

Variavel' C F R EPM?
Pea 5/5 3/5 1/5 -
EAt(h) 67.2 84.6 58.3 11.41
EA (h) 67.2 106.8 123.7 11.13
Tac (°C) 4032° 2247 1226° 697
Tmax (°C) 28.2 26.5 25.5 0.73
PMSest (g kg MS) -70.1 41.5 -30.5 22.4

* Pea = Proporcéo de silos em que houve quebra de estabilidade aerdbia no periodo de 140 h;
EAt = estabilidade aerébia média, considerando apenas os silos em que houve quebra de
estabilidade no periodo de 140 h; EA = estabilidade aerdbia média, considerando valor de 140
h para os silos em que ndo houve quebra de estabilidade; Tmax = temperatura maxima
alcancada na silagem no periodo de 140 h de exposi¢do aerébia; PMSest = perda de matéria
seca apos 140 h de exposicdo aerdbia. Médias com letras sobrescritas diferentes na mesma
linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)
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O pH das silagens no periodo de exposicao aerbbia esté ilustrado na Figura
4.2. Houve tendéncia de diferenca entre tratamentos no dia 2 (P = 0,067). A grande
variabilidade entre repeticdes no dia 6 fez com que néo fosse detectada diferenca
estatistica entre tratamentos (P = 0,12), mesmo com a grande diferenca numérica
entre as médias. Da mesma forma que os demais resultados do ensaio de
estabilidade, estes indicam uma tendéncia de maior estabilidade das silagens
aditivadas, com efeito mais provavel do tratamento R.

A tendéncia de maior estabilidade aerdébia promovida pelo tratamento R
discorda dos resultados descritos por Conaghan et al. (2010), que encontraram
menor estabilidade aerdbia de silagens de azevém inoculadas com BAL
homofermentativas. Nao foi encontrada explicacao logica para o efeito positivo de

bactérias homolaticas sobre a estabilidade aerdbia das silagens no presente ensaio.
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Figura 4.2. pH das silagens de azevém no periodo de exposicao aerdbia. Barras verticais equivalem a
um erro padrao.

A estabilidade aerébia (EA) correlacionou-se negativamente com:
temperatura maxima (Tmax; -0,94), contagem de leveduras (LEV; -0,76) e pH nos
dias 4 e 6 (-0,68 e -0,85, respectivamente). LEV também esteve positivamente
correlacionada com Tmax (0,78) e pH no dia 6 (0,62). Essas correlacdes corroboram
a associacao entre a populacdo de leveduras e a deterioracdo aerébia (McDonald et
al., 1991).

O uso de aditivos na ensilagem de gramineas temperadas € uma opcéao que

deve ser considerada para melhorar o padréo de qualidade das silagens, ja que as
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plantas n&o sdo naturalmente ideais para a fermentacdo. O efeito do aditivo
composto de BAL homofermentativas e benzoato de sbédio parece ter sido
proporcionado apenas pelo componente quimico, uma vez que inibiu a fermentagéo
de forma inespecifica, provavelmente preservando mais carboidratos sollveis e
reduzindo as perdas. J4 o efeito do aditivo homofermentativo foi marcante na
melhoria do padrdao de fermentagcdo, nitidamente proporcionado pelas vias
homoléticas, o que reduziu perdas e produziu silagens com tendéncia a maior
estabilidade aerébia. O aditivo Sil-All 4x4, portanto, proporcionou os melhores
resultados e pode ser recomendado em condi¢cdes semelhantes.

4.5 CONCLUSAO

Ambos os aditivos reduziram o volume de gas produzido durante a
fermentacdo. Dentre as metodologias utilizadas para avaliacdo de perdas
fermentativas, o volume de gas produzido e a perda estimada por diferenca de peso
bruto do silo antes e apdés a ensilagem estiveram mais alinhados com o perfil
fermentativo das silagens. Com base nessas variaveis e na composi¢cao quimica das
silagens com base no teor de MS obtido em estufa, conclui-se que o inoculante
homolatico (tratamento R) foi o aditivo mais eficiente em reduzir perdas
fermentativas, promovendo silagens de maior qualidade, com excelente padrao de
fermentacdo. O aditivo quimico-biolégico (tratamento F) teve os mesmos efeitos
sobre perdas e qualidade, embora mais modestos, mas néo alterou de forma
expressiva o perfil fermentativo, produzindo silagens de padrdo médio de
fermentacéo.

A analise de estabilidade aerébia apresentou resultados com alta
variabilidade, mas houve tendéncia de maior estabilidade das silagens tratadas com

o aditivo R em relacéo as silagens controle.

4.6 REFERENCIAS

AMARAL, R. C.; BERNARDES, T. F.; SIQUEIRA, G. R.; REIS, R. A. Caracteristicas
fermentativas e quimicas de silagens de capim-marandu produzidas com quatro
pressdes de compactacdo. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 36, p. 532-539,
2007.



87

CONAGHAN, P.; OKIELY, P.; MARA, F. P. O. Conservation characteristics of wilted
perennial ryegrass silage made using biological or chemical additives. Journal of
Dairy Science, v. 93, p. 628-643, 2010.

CONAGHAN, P.; OKIELY, P.; OMARA, F. P. Possibilities of increasing the residual
water-soluble carboidrates concentration and aerobic stability of a low dry-matter
perennial ryegrass silage through additive and cultivar use. Grass and Forage
Science, v. 67, p. 177-198, 2012.

JONES, D. I. H.; JONES, R. The effect of crop characteristics and ensiling
methodology on grass silage effluent production. Journal of Agricultural
Engineering Research, v. 60, p. 73-81, 1995.

KLAENHAMMER, T. R. Bacteriocins of lactic acid bacteria. Biochimie, v. 70, p. 337-
349, 1988.

KNICKY, M. SPORNDLY, R. The ensiling capability of a mixture of sodium benzoate,
potassium sorbato, and sodium nitrite. Journal of Dairy Science, v. 94, p. 824-831,
2011.

KRAWUTSCHKE, M.; THAYSEN, J.; WEIHER, N.; TAUBE, F.; GIERUS, M. Effects
of inoculants and wilting on silage fermentation and nutritive characteristics of red
clover—grass mixtures. Grass and Forage Science, v. 68, p. 326-338, 2013.

LI, Y.; NISHINO, N. Bacterial and fungal communities of wilted Italian ryegrass silage
inoculated with and without Lactobacillus rhamnosus or Lactobacillus buchneri.
Letters in Applied Microbiology, v. 52, p. 314-321, 2011.

LI, Y.; NISHINO, N. Changes in the bacterial community and composition of
fermentation products during ensiling of wilted Italian ryegrass and wilted guinea
grass silages. Animal Science Journal, v. 84, p. 607-612, 2013a.

LI, Y.; NISHINO, N. Effects of ensiling fermentation and aerobic deterioration on the
bacterial community in Italian ryegrass, guinea grass and whole-crop maize silages
stored at high moisture content. Asian-Australian Journal of Animal Sciences, v.
26, p. 1304-1312, 2013b.

McDONALD, P.; HENDERSON, A. R.; HERON, S. J. E. The biochemistry of
silage. 2. ed. Marlow: Chalcombe Publications, 1991.

ROOKE, J. A.; BELL, S. L.; ARMSTRONG, D. G. The chemical composition of grass
silage prepared with and without pre-treatment with inoculants containing
Lactobacillus plantarum. Animal Feed Science and Technology, v. 13, p. 269-279,
1985.

SELWET, M. Effect of a preparation containing lactic fermentation bacteria on the
hygienic status and aerobic stability of silages. Polish Journal of Veterinary
Sciences, v. 11, p. 35-39, 2008.



88

SHAO, T.; ZHANG, L.; SHIMIJO, M.; MASUDA, Y. Fermentation quality of Italian
ryegrass (Lolium multiflorum Lam.) silages treated with encapsulated-glucose,
glucose, soérbico acid and pre-fermented juices. Asian-Australian Journal of
Animal Sciences, v. 20, p. 1699-1704, 2007.

SUN, Y.; BUESCHER, W.; LIN, J. et al. An improved penetrometer technique for
determining bale density. Biosystems engineering, v. 105, p. 273-277, 2010.

WARTH, A. D. Benzoic acid on growth yield of yeasts differing in their resistance to
preservatives. Applied and Environmental Microbiology, v. 54, p. 2091-2095,
1988.



89

5 AVALIACAO LABORATORIAL DE PERDAS EM SILAGEM DE CANA-DE-
ACUCAR TRATADA COM DIFERENTES ADITIVOS

Resumo: Tendo em vista as perdas de matéria seca (PMS) elevadas observadas em
silagens de cana, é continua a busca por aditivos capazes de reduzir a fermentacéo
alcodlica de leveduras. Neste estudo, objetivou-se comparar o efeito de aditivos
microbioldgicos, quimico e combinado sobre composi¢cdo quimica, fermentacao,
perdas, efluente e estabilidade aerdbia de silagens de cana-de-agucar em silos
laboratoriais. A cana foi colhida com teor de MS de 296 + 4,2 g kg™ e 24,2°Brix,
picada e separada em cinco tratamentos: controle (C), inoculante a base de
bactérias homofermentativas (R), mistura de bactérias homofermentativas com
benzoato de sddio (F), inoculante heterofermentativo a base de Propionibacterium
(A) e Natamicina (N). A PMS foi inferior no tratamento F (189), quando comparada
ao tratamento R (272). As perdas por gases (PG) representaram cerca de 90% da
PMS. O volume médio de gas produzido (Gprod) foi 29,1 L kg™ MS e foi inferior nos
tratamentos F (20,9) e A (23,8) quando comparados ao tratamento R (41,0), mas
todos foram semelhantes ao tratamento controle (30,9). A perda por efluentes (PE)
média foi 24,9 kg t* MV, e ndo diferiu entre tratamentos. A demanda quimica de
oxigénio (DQO) média dos efluentes foi 333 mil mg L™. O etanol foi o composto
volatil presente em maior concentracdo média (84,1 g kg™* MScorr). O tratamento R
elevou a concentracdo de etanol (112 g kg™* MScorr) em relacdo ao tratamento
controle (72,3 g kg™ MScorr). A concentracdo de &cido latico foi maior no tratamento
N, quando comparado aos tratamentos C e A. Os aditivos a base de
Propionibacterium (A) e Natamicina (N) ndo tiveram efeito significativo sobre as
silagens de cana-de-acucar. Silagens inoculadas com bactérias homolaticas (R)
tiveram maiores perdas que as tradadas com aditivo misto de BAL e benzoato de
sédio (F), mas nenhum aditivo diferiu significativamente das silagens controle.

Palavras-chave: BAL, benzoato de sodio, DQO, efluente, etanol, Propionibacterium
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5.1 LABORATORY ASSESSMENT OF FERMENTATION LOSSES IN
SUGARCANE SILAGES TREATED WITH DIFFERENT ADDITIVES

Abstract: Dry matter (DM) losses during sugarcane fermentation are expressive.
Thus, the search for additives capable of limiting alcoholic fermentation promoted by
yeasts and reducing DM losses remains. In the present study, we aimed to compare
the effects of chemical and microbiological additives on sugarcane silages quality,
fermentation, losses, effluent and aerobic stability. Sugarcane was harvested with a
DM content of 296 + 4.2 g kg™ and 24.2°Brix. Forage was chopped and separated in
five treatments: C — control; R — inoculant consisting of homofermentative lactic acid
bacteria (LAB); F — mixed additive composed of sodium benzoate and
homofermentative LAB; A — heterofermentative inoculant consisted of
Propionibacterium; N — Natamycin. The DM losses differed across treatments
(P<0.05), being lower in F-treated silages (189) when compared to R-treated silages
(272). Gas losses (GL) represented approximately 90% of total DM losses and
differed similarly to the previous variable. Gas volume directly measured during
fermentation (Gprod) was lower (P<0.05) in F (20.9 L kg™* DM) and A (23.8 L kg™
DM) treated silages when compared to R-treated silages (40.97), but all treatments
were similar to control silages (30.9 L kg™ DM). Effluent losses (EL) averaged 24.9
kg t* ensiled forage and did not differ across treatments. The mean chemical oxygen
demand of effluents was high (333 x 10 mg L™) and not affected by treatment.
Ethanol was the main fermentation product, averaging 84.1 g kg™ DMcorr. It was
present in higher (P<0.05) concentrations in R-treated silages (112 g kg™ DMcorr)
when compared to control silages (72.3 g kg DMcorr). Lactic acid content was
higher in N-treated silages when compared to control and A-treated silages.
Propionibacterium based additive and Natamycin did not alter sugarcane silages.
Homofermentative LAB treated silages (R) had higher fermentation losses when
compared to mixed additive (F) treated silages, but were similar to control silages.

Key words: COD, effluent, ethanol, LAB, Propionibacterium, sodium benzoate
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5.2 INTRODUCAO

A cana-de-acUcar € uma forragem rica em carboidratos solUveis, e possui
teor de matéria seca (MS) adequado para a ensilagem no ponto Otimo de
maturidade. Porém, a populacao epifitica de leveduras faz com que as perdas de
matéria seca (PMS) durante a ensilagem sejam muito elevadas, principalmente em
silagens nao aditivadas (Schmidt, 2009). A via de fermentacdo das leveduras que
converte uma molécula de glicose em duas moléculas de etanol e duas moléculas
de gas carbbnico gera perda de 48,9% de MS (McDonald et al., 1991).

O uso de aditivos na ensilagem de cana-de-agucar tem por objetivo inibir o
crescimento ou reduzir a atividade das leveduras, reduzindo a PMS proporcionada
pela fermentacdo alcodlica (Schmidt, 2009; Siqueira et al., 2014). Em silagens de
cana-de-acucar nao aditivadas, foram encontradas PMS variando de 14,4 (Schmidt
et al.,, 2011) a 36,5% MS (Siqueira et al., 2011), com valor médio de 26,5% MS
(Pedroso et al., 2007; Siqueira et al., 2007; Santos et al., 2008; Balieiro Neto et al.,
2009; Rezende et al., 2011). No entanto, vale ressaltar que todos esses valores de
PMS foram determinados com base na secagem em estufa. As grandes
concentracdes de etanol e outros compostos volateis na silagem de cana fazem com
gue o teor de MS determinado em estufa seja consideravelmente subestimado, o
gue superestima a PMS em aproximadamente 2,8 pontos percentuais (Daniel et al.,
2013).

O uso de inoculantes homofermentativos, tais como o Lactobacillus
plantarum, ndo é recomendavel em silagens de cana-de-agucar, pois podem ser
ineficientes ou prejudiciais ao processo fermentativo, ja que o acido latico produzido
nao é eficiente no controle de leveduras, e ainda serve de substrato para as mesmas
(Schmidt, 2009), correndo o risco de elevacédo da producéo de etanol (Daniel et al.,
2013). No presente estudo, um inoculante homofermentativo foi utilizado como
controle negativo para compara¢do com os demais tratamentos.

Recentemente, iniciou-se uma frente de pesquisa sobre a inoculagdo com
bactérias heterofermentativas para reducdo das perdas durante a fermentacdo de
silagens de cana-de-acuUcar. Segundo revisao realizada por Schmidt et al. (2014), o
Lactobacillus buchneri é a espécie heterolatica mais pesquisada em silagens de
cana-de-acgUcar, e sua funcdo € aumentar a producdo de &cido acético, que tem

efeito no controle de leveduras. Schmidt (2009) revisou 19 trabalhos que avaliaram o
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uso de L. buchneri em silagens de cana-de-acucar. A reducdo de PMS e teor de
etanol, e o aumento do teor de Acido acético ocorreram em 8, 9 e 12 dos 19
trabalhos, respectivamente. O aumento da estabilidade aerdbia ocorreu em 6 dos 15
trabalhos que avaliaram essa varidvel. A auséncia da resposta esperada em parte
dos experimentos pode estar associada a baixa dose de aplicagdo do inoculante
(menor que 10° UFC g* forragem), comumente aplicada em ensaios brasileiros.
Reis et al. (2008) avaliou doses de Lactobacullis buchneri de 1 x 10* a 4 x 10° ufc g*
em silagens de grdo umido de milho, e encontrou aumento da estabilidade aerdbia a
partir da dose de 1 x 10° ufc g**, sem melhora significativa em doses maiores.

O é&cido propibnico também possui efeito no controle de leveduras em
silagens. Inoculante contendo uma mistura de Propionibacterium acidipropionici e
Lactobacillus plantarum foi avaliado por Siqueira et al. (2007). Esse inoculante nédo
foi capaz de reduzir perdas fermentativas, mas proporcionou aumento na
estabilidade aerdbia de 32 para 60 h e foi capaz de manter o pH abaixo de 4,0 ap0s
5 dias de exposicao aerodbia.

Dentre os aditivos quimicos que potencialmente controlam a populacédo ou
atividade de leveduras estdo o benzoato de sédio e a Natamicina. O mecanismo de
acao do acido benzaico (liberado na dissolucdo do benzoato de sodio) € similar ao
dos demais acidos fracos (e. g. acético, propibnico): a membrana celular das
leveduras é permeavel a forma nao dissociada do acido, devido a suas propriedades
lipofilicas. Como o pH do meio intracelular é superior a constante de dissociacdo do
acido (pKa), o ion H" € liberado, e a célula precisa constantemente gastar energia
para equilibrar o pH por transporte ativo desses ions, resultando em reducédo no
crescimento ou morte celular (Warth, 1988). Ja a Natamicina atua formando
complexos com o ergosterol presentes na membrana celular de fungos, o que altera
a permeabilidade desta, levando a morte celular por vazamento de ions inorganicos
e metabdlitos (Oostendorp, 1981).

Em estudo realizado por Siqueira et al. (2010), tanto o benzoato de sdédio
como o L. buchneri foram capazes de reduzir PMS e perdas por gases (PG) e
aumentar a estabilidade aerdbia de silagens de cana-de-aclucar. O uso de
Natamicina como aditivo em silagens ainda esta em fase inicial de pesquisa, mas ja
foi verificado efeito de aumento na estabilidade aerdbia de silagens de milho
(Novinski et al., 2012b).
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O objetivo do presente ensaio foi avaliar qualidade, produtos da
fermentagao, perdas fermentativas avaliadas por diferentes metodologias, volume de
gas produzido, caracteristica do efluente e estabilidade aerdbia de silagens de cana-
de-acUcar em silos laboratoriais tratadas com aditivos microbiolégicos, quimico ou

combinado.

5.3 MATERIAL E METODOS

Vinte e cinco silos com dispositivos coletores de gases e de efluentes (DCG
e DCE) foram construidos conforme descrito anteriormente (secdo 3.3.1). A cana-de-
acucar clone RB036606 foi colhida manualmente no dia 25/08/2014 na Fazenda
Experimental da UFPR em Paranavai/PR e transportada até o Centro de Pesquisas
em Forragicultura (CPFOR), em Curitiba, para montagem do experimento no dia
27/08/2014.

A forragem foi picada por ensiladeira acoplada ao trator e amostrada para
determinacdo do teor de sélidos soluveis no caldo (graus Brix) por refratometria. A
forragem picada foi separada em cinco tratamentos: controle (C), Sil-All 4x4 a 10 g t
1 MV (R), Sil-All Fireguard a 150 g t* MV (F), Sil-All Cana a 2 g t* MV (A) e
Natamicina a 8 g t* MV (N). Os aditivos microbiolégicos apresentam a seguinte
composicdo: R — Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus
acidilactici, Enterococcus faecium e enzimas amilase, celulase, hemicelulase e
xilanase; F — Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus
pentosaceus, benzoato de sddio e enzimas amilase, xilanase e beta-glucanase; A —
Propionibacterium acidipropionici e enzima celulase. As doses dos aditivos R, F e A
proporcionaram as concentracdes teéricas de 2 x 10°% 1 x 10° e 1 x 10° ufc g*
forragem fresca, respectivamente. Na forragem do tratamento controle foram
aspergidos 2 L t* de agua ndo clorada. O mesmo volume de &gua nao clorada foi
utilizado para diluicdo e asperséo dos aditivos nos demais tratamentos. As forragens
de cada tratamento foram homogeneizadas de forma asséptica e amostradas para
determinacdo de MS, composicao quimica e pH.

Foram utilizados 5,45 + 0,09 kg de forragem por silo na confeccéo de cinco
silos por tratamento. A forragem foi compactada manualmente com auxilio de
soquete de madeira. Apés o enchimento, os silos foram fechados, pesados e

vedados com adesivo selante elastico e acoplados aos respectivos DCG. A
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producdo de gases foi aferida conforme descrito na se¢do 3.3.3, em sala de
temperatura controlada durante todo o periodo de armazenamento de 65 dias
(temperatura média de 24,8 £ 0,5°C).

Na abertura dos silos, o processamento das amostras para determinacao de
pH, contagens microbiolégicas e compostos organicos volateis (COV), as
estimativas de perdas e as analises bromatoldgicas foram realizados conforme
descrito anteriormente (secbes 3.3.4; 3.3.6 e 3.3.7). Foi determinado o teor de
solidos soluveis (em graus Brix) no fluido das silagens, obtido por prensagem. Do
efluente produzido foram coletadas duas amostras de 5 mL, que foram
imediatamente congeladas em tubos tipo “eppendorf” para determinacdo da
demanda quimica de oxigénio (DQO) segundo a metodologia descrita por Peralta-
Zamora et al. (2005). Apos avaliagédo do valor em graus Brix, o restante do efluente
foi pesado para determinacéo de MS a 65°C durante sete dias.

Para o ensaio de estabilidade aeroObia, aproximadamente 3 kg de silagem
foram acondicionados em baldes plasticos, com um data-logger (EL-USB, Lascar,
Inglaterra) posicionado no centro da massa. A temperatura foi aferida a cada 30
minutos durante um periodo de 120 h em sala de temperatura controlada (23,5 +
1,1°C). A quebra de estabilidade aerobia foi considerada como a elevagcdo da
temperatura da silagem em 2°C em relacdo a temperatura ambiente. A variavel
estabilidade aerdbia (EA) foi calculada como o tempo necessario para quebra de
estabilidade. A temperatura acumulada (Tac) foi calculada pela soma das diferencas
positivas entre a temperatura da silagem e a temperatura ambiente. A temperatura
maxima da silagem durante o periodo (Tmax) também foi avaliada.

Cerca de 650 g de silagem foram acondicionados em outro recipiente
plastico para determinacdo do pH ao longo do periodo de exposicdo aerdbia. Estes
recipientes foram mantidos na mesma sala de temperatura controlada. O pH foi
determinado nos dias 0, 4 e 5 pos abertura.

As analises estatisticas foram feitas como descrito na secdo 3.3.8. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos

(quatro aditivos e um controle) e cinco repeticées.
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5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A massa especifica atingida na ensilagem foi 643 + 11,0 kg m™ e nao diferiu
entre tratamentos. As caracteristicas da forragem fresca logo antes da ensilagem e
da silagem ap6s 65 dias de armazenamento estdo apresentadas nas Tabelas 5.1 e
5.2, respectivamente. Os teores de cinzas estiveram abaixo dos valores encontrados
por Santos et al. (2008) e Novinski et al. (2012a). Os teores de componentes
fiborosos (FDN e FDA) e proteina bruta (PB) da forragem estiveram abaixo dos
observados por Pedroso et al. (2007), Ribeiro et al. (2010), Schmidt et al. (2011) e
Novinski et al. (2012a). A menor participacdo desses componentes na forragem
indica que a concentracdo de carboidratos sollveis (principalmente sacarose) foi
alta. O teor de solidos soluveis (TSS; °Brix) no caldo da cana-de-agucar fresca indica
gue a planta foi colhida em estadio maduro (Schmidt et al., 2011), e esta de acordo

com as médias da composi¢cao quimica da forragem.

Tabela 5.1. Caracteristicas da cana-de-acucar antes da ensilagem.

Variavel Média DP Minimo  Maximo EPM?
pH 5,92 0,03 5,89 5,94 0,01
TSS (°Brix) 24,2 0,7 23,5 25,2 0,4
MS (g kg™ 296,0 4,2 285,5 301,4 13
Cinzas (g kg™ MS) 9,4 0,9 8,2 11,1 0,3
FDN (g kg MS) 438,1 13,6 417,7 460,9 43
FDA (g kg™t MS) 276.,6 12,0 261,4 293,8 3.8
PB (g kgL MS) 15,2 11 13,9 17,2 0.4
LEV (log ufc g) 5,49 0,10 541 5,56 0,07

* TSS = teor de sélidos sollveis no caldo; MS = teor de matéria seca; FDN = fibra em
detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido; PB = proteina bruta; LEV = contagem de
leveduras. 2 Erro padrdo da média.

Todos os autores que avaliaram a composi¢cdo quimica da cana-de-agucar
antes e depois da ensilagem observaram aumento da participacdo de componentes
fiborosos, em decorréncia da perda de MS, que ocorre principalmente por
fermentacéo de carboidratos solluveis. No presente ensaio, o TSS médio no caldo da
silagem foi quase 40% inferior ao da forragem, e esteve negativamente
correlacionado com todas as variaveis de perdas fermentativas (-0,74 a -0,62;
P<0,05). A ensilagem da cana-de-acUcar sem aditivos efetivos, portanto, reduz a

digestibilidade da forragem original. A reducdo do teor de MS (em média de 59,3 g
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kg™') apos a ensilagem também é comum e condizente com os altos valores de

perdas fermentativas (Tabela 5.3).

Tabela 5.2. Composi¢cdo quimica e pH médios das silagens de cana-de-agucar.

Variavel' C F R A N Média EPM?*
pH 3,34> 3,39° 337 336® 337 337 0,02
TSS (°Brix) 15,5 16,5 15,0 16,0 16,2 158 0,2
MS (g kg™) 241 252%  232° 244%™  243® 242 1,9
MScorr (g kg?) 268"  282%  271®  274* 277 274 1,6
(g kg™ MS)
Cinzas 10,8° 13,0* 125* 11,6® 11,3 11,8 0,2
FDN 554 551 576 547 541 554 5,9
FDA 363 361 375 348 341 357 4,9
PB 18,5 18,6 19,9 18,6 189 189 0.3

* TSS = teor de soélidos solveis no caldo; ME = massa especifica; MS = teor de matéria seca;
FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente &cido; PB = proteina bruta. * Erro
padrdo da média. Médias com letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste
de Tukey (P<0,05).

Tabela 5.3. Perdas de matéria seca e por gases (g kg MS) e volume de gas
produzido (L kg™ MS) na fermentacéo de silagens de cana-de-aclcar sem
aditivo (C) ou tratadas com Sil-All 4x4 (R), Sil-All Fireguard (F), Sil-All Cana (A)
ou Natamicina (N).

Variavel' C F R A N Média EPM?
PMS 2343 189° 2722 238% 236%° 234 7.5
PMScorr 1472 93,6° 148? 143% 126%® 132 6,4
PG 2182 164° 2552 2162 217%® 214 7.9
PGcorr 1292 65,4° 1282 1182 105%® 109 6,7
PGtrad 137% 115° 1532 131%® 129% 133 4,1
GProd 30,9%  20,9° 41,02 238> 239® 29,1 2,08

*PMS = perda de matéria seca; PMScorr = PMS calculada com base no teor de MScorr; PG =
perda por gases; PGcorr = PG calculada com base no teor de MScorr; GProd = gas produzido
durante o armazenamento. > EPM = erro padrdo da média. Médias com letras sobrescritas
iguais na mesma linha néo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).

De forma geral, as maiores perdas foram proporcionadas pelo tratamento R,
e as menores perdas, pelo tratamento F. Os tratamentos A e N proporcionaram
perdas de magnitude intermediaria, normalmente semelhantes ao tratamento
controle.

A utilizacdo do teor de MS corrigido para a perda de COV mostra que a PMS
calculada com base no teor de MS em estufa esta superestimada, em média, em
77%. A perda por gases (PG) representa cerca de 90% da PMS. Utilizando os

valores médios de perda por efluentes (PE) e teor de MS dos efluentes (vide Tabela
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5.5), calcula-se que a perda de MS ocasionada pelo efluente responde por 4,9% da
PMS e 8,7% da PMS corrigida (PMScorr).
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Figura 5.1. Volume de gés produzido na ensilagem de cana-de-aglcar sem aditivo (C) ou tratadas
com Sil-All 4x4 (R), Sil-All Fireguard (F), Sil-All Cana (A) ou Natamicina (N), durante 65 dias de
fermentacao.

Nos experimentos com silagens de capim-elefante, azevém e milho
(capitulos 3, 4 e 6) o volume médio de gas produzido (Gprod) na fermentacao foi de
5,07 + 1,69 L kg* MS, e esteve concentrado, em média nos primeiros cinco dias
apos a vedacédo dos silos. Nas silagens de cana-de-acgucar, o Gprod chegou a ser
oito vezes maior que essa média (tratamento R), e ndo cessou durante todos os 65
dias de armazenamento (Figura 5.1). Pedroso et al. (2005) observaram estabilizac&o
da PG de silagens de cana apos 45 dias de fermentacdo. Os autores opinam que a
estabilizacdo de silagens de cana decorre da alta concentracéo de etanol, e ndo por
baixo pH (que reduziu a 3,90 em trés dias de fermentacdo) nem por falta de
substrato, que sdo muito abundantes na cana-de-acUcar. Nas primeiras 24 h de
fermentacdo do presente experimento, foram realizadas nove leituras de gases. A
frequéncia foi reduzindo progressivamente até permanecer diaria do 42° ao 46° dia
de fermentacdo. ApOs este dia, as leituras foram feitas com intervalos de dois até
cinco dias, na ultima leitura. A curva de volume acumulado (Figura 5.1) tem sua

inclinacdo bastante reduzida nos ultimos dias de fermentacdo, mas nao foi
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observada estabilizagdo. Possivelmente, a fermentagdo alcodlica prosseguiria em
pequena intensidade durante periodos mais prolongados de armazenamento,

aumentando as perdas fermentativas.

Tabela 5.4. Coeficientes de correlagéo de Pearson entre variaveis® de perdas
de silagens de cana-de-acUcar.

PMS PMScorr PG PGcorr PGtrad Gprod PMSest

PM S **kk*k **kk*k **kk*% *kkk *kkk *%*
P Mscorr 0 , 85 **kk*%k **kk*% *kkk *%* *
PG 0199 0183 **kk*% *kkk *kkk *%*
PGcorr 0,85 0,98 0,86 Fohkk *k *
PGtrad 0,91 0,75 0,92 0,79 FxkK *x
Gprod 0,76 0,51 0,78 0,55 0,84 *x

PMSest -0,61 -0,48 -0,59 -0,46 -0,55 -0,56

* PMS = perda de matéria seca; PMScorr = PMS calculada com base no teor de MS corrigido;
PG = perda por gases; PGcorr = PG calculada com base no teor de MS corrigido; PGtrad =
perda por gases calculada por diferenca bruta de peso do silo; Gprod = volume de gas
produzido na fermentacédo; PMSest = perda de MS durante 120 h de exposicédo aerdbia. *
P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; **** P<0,0001.

Dentre os quatro experimentos realizados (capitulos 3 a 6), o presente
ensaio foi o Unico que apresentou correlacdes significativas entre todas as variaveis
de perdas (Tabela 5.4). Isso pode ser explicado pela grande magnitude das perdas,
gue supera as variacbes provocadas por erros nas diferentes metodologias

utilizadas.

Tabela 5.5. Caracteristicas do efluente de silagens de cana-de-acucar sem
aditivo (C) ou tratadas com Sil-All 4x4 (R), Sil-All Fireguard (F), Sil-All Cana (A)
ou Natamicina (N).

Variavel* C F R A N Média EPM?
PE 19,86 29,24 22,09 27,18 26,25 24,87 1,33
(kg t* MV)

pH 2,94 2,88 2,97 2,87 2,95 2,92 0,02
TSS 15,1 14,2 14,4 15,2 14,7 14,7 0,2
(°Brix)

MSeflu 138,8 133,2 131,8 143,7 1354 136,6 2,4
(9 kg™)

DQO (10° 335 329 325 347 328 333 11
mg L™)

* PE = perda por efluente; TSS = teor de sdlidos sollveis; MSeflu = concentracdo de MS no
efluente; DQO = demanda quimica de oxigénio. > EPM = erro padrdo da média. N&o foram
verificadas diferencas estatisticas entre as médias de tratamentos (P=0,05).
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A perda por efluente (PE) nao foi alterada pelos tratamentos (Tabela 5.5) e,
apesar de nao representar muito em termos da perda total de MS, foi muito superior
as encontradas nas silagens de capim-elefante, azevém e milho (capitulos 3, 4 e 6).
A alta acidez dos efluentes (pH médio de 2,92) é um dos fatores de impacto desse
residuo. A média da demanda quimica de oxigénio (DQO) dos efluentes (333 x 10°
mg L™) foi inferior & observada por Novinski et al. (2011) em efluentes de silagens de
cana-de-acicar (568 x 10®° mg L™), mas superior aos valores descritos para
efluentes de silagens de capim, que podem variar de 54.600 a 72.500 mg L*
(Galanos et al., 1995). Como discutido na secéo 2.7, os efluentes de silagem sé&o
considerados os residuos mais poluentes da agricultura. Apesar de muito poluentes,
a quantidade produzida é irriséria quando técnicas adequadas de ensilagem séo
aplicadas. De qualquer forma, ndo se pode ignorar o impacto ambiental provocado
pela producdo de efluentes, principalmente se a localizacdo do silo permite

contaminacao de cursos de agua proximos.

Tabela 5.6. Contagens microbianas (log ufc g™) em silagens de cana-de-acutcar
sem aditivo (C) ou tratadas com Sil-All 4x4 (R), Sil-All Fireguard (F), Sil-All
Cana (A) ou Natamicina (N).

Variavel* C F R A N Média EPM?
BAL 6,38 5,95 6,40 6,33 5,76 6,16 0,19
Leveduras 5,54 5,69 5,62 5,67 5,87 5,68 0,04
Mofos? 2,76 3,54 3,22 2,70 3,48 3,14 0,15

" BAL = bactérias acido-laticas. ° As unidades experimentais que apresentaram contagem nula
em todas as dilui¢Bes, foi atribuido o valor referente & metade da contagem minima detectavel.
® EPM = erro padrdo da média. Nao foram verificadas diferencas estatisticas entre as médias
de tratamentos (P=0,05).

Apesar de nao ter sido detectada diferenca entre tratamentos na composicao
microbiolégica das silagens (Tabela 5.6), a fermentacéo foi alterada (Tabela 5.7). O
aditivo (R) composto de bactérias homolaticas provocou aumento na concentracao
de etanol e 2,3-butanodiol, 0 que esta alinhado com as maiores perdas observadas
nesse tratamento. Este aditivo também reduziu as concentracfes de produtos de
fermentacdo heterolatica (acidos propidnico, butirico, valérico e isovalérico) em
relacdo ao tratamento controle. Contrariamente ao esperado, o tratamento A, a base
de Propionibacterium, reduziu as concentracdo de acido propiénico em relacdo ao
tratamento controle. Os demais aditivos ndo produziram alteracdes importantes no
perfil de COV em relagéo ao tratamento controle. O indice homolético (IH), calculado

pela razdo entre a concentracdo de &cido latico e a soma das concentragfes de



100

acido acético e etanol, foi inferior no tratamento R quando comparado aos

tratamentos F e N; mas todos os tratamentos foram semelhantes ao controle.

Tabela 5.7. Compostos organicos volateis® de silagens de cana-de-aclicar sem
aditivo (C) ou tratadas com Sil-All 4x4 (R), Sil-All Fireguard (F), Sil-All Cana (A)
ou Natamicina (N).

Variavel® C F R A N Média EPM
g kg™ MScorr
Etanol 72,3°  68,9° 1122 782° 89,0 84,1 4,3
Acido latico 27,0° 32,7% 33,7% 308" 37,8 324 1,0
Acido acético 2000 23,1 20,1 213 224 213 0,7
2,3-Butanodiol 6,1 54° gg* 71> 7.1° 6,9 0,3
Acido férmico 30° 89* 52% 543 g12 6,1 0,6

mg kg ™ MScorr
Lactato de etila 398 366 574  394% 439 434 28
Acido propiénico 440  622®  174° 241° 307 353 41
1,2-Propanodiol 196 153 95 207¢ 71 142 26

Acido butirico 180% 2562 19° 68 543 113 27
Acetato de etila  116* 66"  132* 110° 99° 105 6
Acido valérico 153% 1902 g 513  38% 85 21
Acido isobutirico 89 135 30 38 48 67 13
Acido isovalérico  111% 1532 7° 36  25% 65 17
1-Propanol 542 33P 62% 55% 59¢ 53 2
Metanol 23 20 28 23 26 24 1
Acetona 112 202 7° 132 gab 12 2
2-Butanol o° 12 o° o° o° 0 0
IH 0,29% 0,36* 0,26° 0,31* 0,34® 031 0,01

* As concentracdes de alcool isopropilico estiveram abaixo do limite de deteccédo e foram
detectados apenas tracos de acetato de propila. % |H = indice homolatico, calculado pela razéo
entre a concentracdo de Acido latico e a soma das concentracdes de etanol e &cido acético.
Médias com letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey
(P<0,05).

O principal composto organico volatil (COV) produzido na fermentacdo da
cana-de-acucar foi o etanol. A concentracdo média esteve proxima a observada por
Pedroso et al. (2005) em silagens de cana-de-acucar ndo aditivadas, com 45 dias de
armazenamento (79,2 g kg™ MS). O &cido latico foi o segundo COV presente em
maior concentracdo, como observado por Novinski et al. (2012a) e Cavali et al.
(2010), porém, Pedroso et al. (2011) e Daniel et al. (2013) identificaram o acido
acético como o segundo COV presente em maior concentracdo. A concentracdo de
2,3-Butanodiol foi quase 20 vezes superior a relatada por Daniel et al. (2013). Estes
autores encontraram correlacdo inversa entre 2,3-butanodiol e &cido latico e etanol.

No presente ensaio, porém, o 2,3-butanodiol esteve positivamente correlacionado
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com etanol (0,86) e acido latico (0,42). O acido latico e o etanol estiveram

positivamente relacionados (0,54), conforme observado por Daniel et al. (2013).

Tabela 5.8. Teste de estabilidade aerdbia em silagens de cana-de-agucar sem
aditivo (C) ou tratadas com Sil-All 4x4 (R), Sil-All Fireguard (F), Sil-All Cana (A)
ou Natamicina (N).

Variavel' C F R A N Média EPM?
Pea 3/5 2/4 0/5 1/4 0/4 6/22 -
EAt(h) 83,2 53,0 - 80,0 - 72,6 9,1
EA (h) 97,9 86,5 1200 110,0 120,0 107,1 5,2
Tac (°C) 208*  261*  44,7° 240* 71,6® 161 32,1
Tmax (°C) 26,5 26,5 24,8 27,3 25,1 26,0 0,4
PMSest 82,6 107,0 412 66,0 22,6 63,7 11,5
(g kg’ MS)

" Pea = Proporcao de silos em que houve quebra de estabilidade aerébia no periodo de 120 h;
EAt = estabilidade aerébia média, considerando apenas os silos em que houve quebra de
estabilidade no periodo de 120 h; EA = estabilidade aerdbia média, considerando valor de 120
h para os silos em que ndo houve quebra de estabilidade; Tac = temperatura acumulada
excedente a temperatura ambiente; Tmax = temperatura maxima alcangada na silagem no
periodo de 120 h de exposicdo aerobia; PMSest = perda de matéria seca apds 120 h de
exposicdo aerObia. Médias com letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo
teste de Tukey (P<0,05)

Dentre os 22 silos que passaram pelo teste de estabilidade aerébia, 16 nao
aqueceram 2°C acima da temperatura ambiente durante as 120 h de exposi¢do. Na
Tabela 5.8 sdo apresentadas as proporcdes dos silos em que houve quebra de
estabilidade no periodo de 120 h (Pea). Para possibilitar a analise estatistica do
tempo para quebra de estabilidade aerobia (EA), foram atribuidos valores préximos
a 120 £ 1 h as repeticdes que ndo aqueceram; mas a média considerando apenas
os silos que aqueceram também € apresentada (EAt). Apesar da auséncia de
diferenca estatistica para a estabilidade aerdbia, observa-se que as silagens
controle tiveram maior Pea, seguidas pelo tratamento F. A degradacdo aerobia,
avaliada pela temperatura acumulada (Tac), foi inferior no tratamento R quando
comparado aos tratamentos C e F. As silagens do tratamento F também
apresentaram pH significativamente maior que todos os demais tratamentos nos
dias 4 e 5 pOs abertura (Figura 5.2). Apesar de a magnitude da diferenca ser
consideravel, o pH no tratamento F ainda estava proximo de 4,0, mesmo no 5° dia
pos-abertura. Nenhuma silagem apresentou aspecto deteriorado ap6s 120 horas de
exposicao aerobia. A estabilidade aerébia das silagens foi superior as descritas por

Mendes et al. (2008) e Balieiro Neto et al. (2009), para silagens nao inoculadas, de
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56 e 53 h, respectivamente. A temperatura acumulada foi inferior no tratamento R
guando comparado aos tratamentos C e F.

A perda de MS no periodo de exposicdo aerébia (PMSest) foi
numericamente superior no tratamento F, que foi o tratamento que produziu
menores perdas durante a fermentacdo. A PMSest esteve inversamente
correlacionada com todas as variaveis de perdas fermentativas (Tabela 5.4),
indicando que, as silagens mais preservadas durante a fermentacéo estiveram mais

suscetiveis a degradacgao por contato com oxigénio.

4,1
4
3,9

3,8 : —_—
pH 3,7
3,6
3,5
3,4 +
3,3

Dias pds-abertura

Figura 5.2. pH de silagens de cana-de-acucar sem aditivo (C) ou tratadas com Sil-All 4x4 (R), Sil-All
Fireguard (F), Sil-All Cana (A) ou Natamicina (N) apds exposi¢ado aerobia. Barras verticais equivalem
a um erro padrdo.

Os resultados, de forma geral, sdo suficientes para contra-indicar o uso do
inoculante homolatico em silagens de cana, uma vez que este proporcionou
aumento da fermentacdo alcodlica e, portanto, das perdas fermentativas. O aditivo
composto de benzoato de soédio e BAL homofermentativas reduziu as perdas
significativamente ou ndo em relacdo ao tratamento controle, dependendo da
metodologia de avaliacdo de perdas; embora ndo tenha alterado de forma
expressiva o perfil fermentativo das silagens. Dada a similaridade entre os
componentes microbiolégicos dos aditivos R e F, o efeito benéfico do dltimo foi
proporcionado provavelmente pelo benzoato de sédio, mas seria necessario outro

ensaio para comparar o aditivo com um tratamento com dose equivalente do
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composto quimico. A Natamicina e o aditivo a base de Propionibacterium néo

alteraram a conservagao das silagens, tornando seu uso desnecessario.

5.5 CONCLUSAO

Os aditivos a base de Propionibacterium (A) e Natamicina (N) ndo tiveram
efeito significativo sobre as silagens de cana-de-acucar. Silagens inoculadas com
bactérias homolaticas (R) tiveram maiores perdas que as tradadas com aditivo misto
de BAL e benzoato de sédio (F), mas nenhum aditivo promoveu diferencas
significativas em relacao as silagens controle.

As metodologias de avaliacdo de perdas fermentativas foram semelhantes
entre si e permitiram as mesmas conclusbes em relacdo aos tratamentos. Em
silagens de cana-de-acucar, em que as perdas séo elevadas, qualguer uma das
metodologias pode ser utilizada para comparacao de tratamentos.

As perdas expressivas de matéria seca na ensilagem de cana, a redugéo da
gualidade apds a ensilagem e a producao de efluentes com alto potencial poluente
faz questionavel o uso desse alimento, sob o ponto de vista ambiental. As vantagens
operacionais da ensilagem da cana-de-acucar em detrimento do fornecimento da
forragem picada fresca devem ser balanceadas em cada condicdo, levando em

conta os riscos ambientais das duas formas de manejo.
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6 EFEITOS DO INFLUXO DE AR NA FERMENTACAO E NA ESTABILIDADE
AEROBIA DE SILAGENS DE MILHO ADITIVADAS OU NAO COM NATAMICINA

Resumo: A injecdo de ar atmosférico durante a ensilagem de milho foi avaliada. Foi
utilizado um delineamento inteiramente casualizado com 5 repeticdes, em esquema
fatorial, com 3 tratamentos (C — controle, N4 — Natamicina a 4 g t* e N8 —
Natamicina a 8 g t*) e 2 condi¢des (“com ar” e “sem ar”). Nos silos da condigdo com
ar, foram injetados 40 mL dia™ de ar atmosférico, totalizando 2,6 L de ar injetado por
silo. Trinta silos de PVC (8,48 L) equipados com dispositivos coletores de efluente e
gases foram compactados manualmente com 5,4 kg de milho colhido e picado com
concentracdo de matéria seca (MS) de 254 g kg™. Os silos foram armazenados por
66 dias. Avaliaram-se perdas fermentativas, volume de gas produzido (Gprod),
composi¢cdo do gas, concentracdo de compostos organicos volateis (COV) e
estabilidade aerdbia. A composicao quimica da silagem foi avaliada em dois estratos
(topo e fundo) correspondentes a metade da altura do silo. A Natamicina de forma
geral teve efeito prejudicial sobre perdas e qualidade da silagem, alterou o perfil
fermentativo dos COV de menor concentracdo e nao influenciou a estabilidade
aerobia das silagens. A injecdo de ar teve como principal efeito a redu¢do marginal
da estabilidade aerobia (P<0.05), mas nédo alterou as perdas fermentativas. O teor
de MS e a composicdo das silagens diferiram entre estratos. No estrato topo, as
silagens apresentaram maiores concentracbes de MS e FDN e menores
concentracfes de cinzas e PB do que as silagens do estrato fundo. A injecdo de ar
promoveu maior concentracdo de PB, mas nao influenciou MS, FDN, FDA e cinzas.
O volume de ar injetado nos silos nao foi recuperado, e pode ter sido absorvido pela
silagem. Com base neste estudo, ndo se recomenda o uso de Natamicina como
aditivo para silagem de milho.

Palavras-chave: compostos organicos volateis, estabilidade aerdbia, gas, perdas

fermentativas
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6.1 EFFECT OF AIR INFLUX AND ADDITION OF NATAMYCIN ON CORN SILAGE
FERMENTATION AND AEROBIC STABILITY

Abstract: This study aimed to evaluate air injection during corn ensilage.
Experimental design was completely randomized with five replicates, in a factorial
arrangement with three treatments (C — no additive; N4 — Natamycin at 4 g t* and N8
— Natamycin at 8 g t*) and two conditions (with or without daily air injection of 40 mL
d). The total volume of air injected was 2.6 L silo™. Thirty PVC silos (8.48 L)
equipped with gas and effluent collection device were manually filled with 5.4 kg of
chopped corn, harvested at 254 g kg DM content. Silos were stored for 66 days.
Fermentation losses, volume of gas produced during storage, gas composition,
fermentation end-products and aerobic stability were measured. Silage chemical
composition was determined in two layers (top and bottom), which corresponded to
half of the silo height. The additive generally had detrimental effect on silage quality
and losses; altered trace fermentation products and did not influence the aerobic
stability. Air injection marginally reduced the aerobic stability (P<0.05) but had no
effect on fermentation losses. Dry matter (DM) content and silage composition
differed between top and bottom layers. Top layer silages had higher concentrations
of DM and neutral detergent fiber (NDF) and lower concentrations of ash and crude
protein (CP) than the bottom layer silages. Air injection promoted higher
concentrations of CP, but did not influence fiber and ash contents. The volume of air
injected in the silos was not recovered, and might have been absorbed by the silage.
Based in this study, Natamycin is not recommended as additive for corn silage.

Key words: aerobic stability, fermentative losses, gas, volatile organic compounds

6.2 INTRODUCAO

O grau de anaerobiose atingido e mantido durante a ensilagem é
considerado o fator mais importante para a eficiéncia do processo de conservacao
(Woolford, 1990), pois € a unica forma de as bactérias &cido-laticas (BAL)
dominarem a fermentacdo (McDonald et al.,, 1991). McDonald et al. (1991)
identificam quatro fases em que o oxigénio entra em contato com a silagem: fase de
campo, fase aerdbia inicial no silo, fase de infiltracdo de ar no silo e fase de
deterioracdo aerobia apos a abertura. Nas silagens de milho, a fase de campo néo

costuma ser importante, pois a forragem é ensilada diretamente, sem a necessidade
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de pré-secagem. A fase aerdbia inicial no silo depende principalmente do tempo
decorrido do inicio do enchimento até a vedagdo. O grau de compactagdo obtido no
silo influencia a quantidade de ar aprisionado entre as particulas, pois esta linear e
inversamente correlacionado com a porosidade (Williams, 1994); mas o oxigénio
aprisionado é rapidamente consumido pelos sistemas respiratérios da planta e dos
microrganismos aerobios (McDonald et al., 1991). Ja a fase de infiltracdo de ar no
silo é influenciada pelo tipo de vedacao utilizada, pela manutencdo dessa vedacao
ao longo de todo o periodo de armazenamento e pela porosidade da massa.
Segundo Woolford (1990) a diferenca entre a recomendacgéo técnica de fazer uma
vedacao perfeita e a dificuldade de realmente atingi-la ilustra a eterna diferenca
entre o que se pode realizar na teoria e na pratica. Segundo Green et al. (2012), as
perdas ocasionadas por infiltragdo de ar no silo ainda constituem um dos maiores
problemas que influenciam na qualidade da silagem. A fase de deterioracdo apos a
abertura € influenciada por fatores fisicos, bioquimicos, microbiolégicos e de manejo
(Wilkinson e Davies, 2013). O papel das leveduras, principalmente aquelas que
metabolizam &cidos, como iniciadoras da deterioracdo aerdbia ja é bem
documentado, embora bactérias também possam desempenhar papel importante
(McDonald et al., 1991).

Nos silos tipo trincheira e superficie, a infiltracdo de ar durante o periodo de
armazenamento ocorre através da lona, principalmente se exposta ao sol, e atraves
de furos e avarias, devido ao acesso de animais ou pessoas descuidadas. A
permeabilidade de lonas comuns foi comparada com a de um filme barreira de
oxigénio por Borreani et al. (2007), que correspondeu a 990 e 100 cm® m? d* (23°C
e 85% de umidade relativa), respectivamente. Green et al. (2012) avaliaram a
temperatura e a concentracado de oxigénio em silagens de milho por sensores sem
fio em dois silos de superficie, um dos quais contendo um furo de 1 cm de diametro
no centro da lona. A concentracdo de oxigénio avaliada a 10 cm de profundidade no
centro do silo chegou a zero apds trés dias no silo intacto e permaneceu em torno de
16% durante os 34 dias de armazenamento no silo danificado.

A forma mais comum e mais pratica de avaliar perdas fermentativas e
estabilidade aerdbia é através de silos laboratoriais, pois sdo baratos, permitindo
avaliacdo de mais tratamentos, com mais repeticdes, e sao portateis, permitindo
avaliacdo em varias localidades (Xiccato et al., 1994). O maior controle sobre fontes

externas de variacdo aumenta a sensibilidade do método, mas afasta o modelo das
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condicOes reais dos silos de grande porte, impossibilitando a extrapolacdo de
resultados. Rodrigues et al. (2002) compararam silos laboratoriais com um silo
trincheira amostrado em dois estratos: superficial (30 cm) e profundo (60 cm de
profundidade a partir da superficie) em silagens de capim-elefante. Observaram
diferencas no perfil fermentativo entre os diferentes tipos de silos experimentais,
mas nédo tdo grandes quando as diferencas entre os dois estratos do silo em
trincheira. Xiccato et al. (1994) também avaliaram, em silagens de milho, a diferenca
de silos de grande porte (“bunker”) e quatro tipo de silos laboratoriais em quatro
fazendas. De forma geral, os silos “bunker” apresentaram menor pH e menor
concentragcédo de produtos da fermentacdo do que os silos laboratoriais. Estes silos
foram feitos com diferentes graus de vedacdo, desde vedacdo simples com lona
plastica (ndo hermética) até vedacdo perfeita (hermética); e encontraram uma
fermentagdo mais homolatica quando mais bem vedado fosse o silo. Para avaliar se
a fermentacé&o foi mais homoléatica ou heterolatica, Xiccato et al. (1994) utilizaram o
indice homolatico (IH), calculado pela raz&o entre a concentragéo de acido latico e a
soma das concentragdes de acido acético e etanol.

Praticas de manejo, como dimensionamento correto do silo, colheita
realizada no momento adequado, compactacdo e vedacao eficientes e cuidado no
descarregamento da silagem, sabidamente reduzem a exposicédo da silagem ao ar,
reduzindo a degradacéao aerobia. O uso de aditivos, porém, € um dos fatores mais
pesquisados, por incentivo financeiro das empresas, naturalmente interessadas
nesse apelo comercial. Lactobacillus buchneri, uma espécie heterolatica usada
como inoculante, possui efeito bem documentado de aumento na estabilidade
aerobia de silagens de milho (Kleinschmit et al., 2005; Reich e Kung, 2010; Schmidt
e Kung Jr., 2010; Tabacco et al., 2011). O efeito dessa bactéria é obtido pela maior
producédo de &cido acético, que tem efeito antifingico quando na forma molecular
(ndo dissociada).

Por essa logica, outros compostos com a capacidade de inibir crescimento
de fungos e leveduras também podem apresentar beneficio na qualidade e
estabilidade aerdbia de silagens. A Natamicina é uma bacteriocina produzida por
bactérias do género Streptomyces, como S. chattanovgensis, S. natalensis, S.
gilvosporeus e, mais recentemente, S. lydicus (Lu et al., 2008). Também conhecida

7

como pimaricina, € um polieno macrolideo que age formando complexos com o
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ergosterol da membrana de fungos, o que altera sua permeabilidade e provoca
morte celular por vazamento de ions inorganicos e metabdlitos (Oostendorp, 1981).

Pinto (2014) avaliou o uso de Natamicina e L. buchneri isoladamente ou
combinados em silagens de milho em silos laboratoriais. A combinagéo dos dois
aditivos resultou em reducao de perda de MS e reducao da populacéo de leveduras
até o 3° dia pos-abertura. No entanto, a Natamicina isoladamente nao reduziu a
concentragédo de leveduras em silos trincheira durante a utilizagdo da silagem. Em
outro experimento com silagem de milho em silos laboratoriais, a adicdo de
Natamicina a 8 g t* MV elevou (P<0,05) a estabilidade aerébia de 93,6 (controle)
para 146,4 horas (Novinski et al., 2012). Aparentemente a pesquisa sobre o uso de
Natamicina em silagens esta4 em fase inicial, porém Oostendorp (1981) e McDonald
et al. (1991) ja citavam o uso dessa substancia para melhorar a estabilidade aerdbia
de silagens.

O objetivo neste estudo foi avaliar o efeito da Natamicina sobre perdas
fermentativas estimadas, volume e composi¢cdo do gas produzido na fermentacao,
produtos da fermentacéo, qualidade e estabilidade aerébia de silagens de milho sob
duas condicfes: vedacdo hermética e infiltracdo simulada de oxigénio atraves de

injecéo diaria de ar atmosférico nos silos laboratoriais.

6.3 MATERIAL E METODOS

Trinta silos com dispositivos coletores de gases e de efluentes (DCG e DCE)
foram construidos conforme descrito na se¢éo 3.3.1. O hibrido de milho 2B655HX
(Dow Agrosciences, EUA) foi colhido e picado, por ensiladeira acoplada ao trator,
com teor de MS (corrigido a 105°C) de 254 g kg™. O delineamento experimental
inteiramente casualizado com arranjo fatorial, com trés tratamentos, duas condi¢cdes
e cinco repeticdes. A forragem picada foi separada em trés pilhas para a aplicacéao
dos tratamentos: Controle (C), Natamicina a 4 g t* (N4) e Natamicina a 8 g t* (N8).
A forragem do tratamento controle, foi aplicado o volume de agua n&o clorada
referente a 2 L t* MV. O mesmo volume de agua foi utilizado na diluicdo do aditivo
nos outros dois tratamentos. Os tratamentos foram aplicados asséptica e
uniformemente na forragem espalhada em lonas de polietiieno por meio de

borrifadores manuais.
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ApoOs a aplicacéo, a forragem de cada tratamento foi homogeneizada e
amostrada para determinacdo de MS, pH e composicdo quimica. Foram
confeccionados dez silos por tratamento (com 5,41 + 0,03 kg MV cada), cinco para
cada condicdo: com (CA) ou sem (SA) injecdo diaria de ar no silo. Ap6s o
enchimento, os silos foram fechados, pesados e vedados com adesivo selante
elastico e acoplados aos respectivos DCG. A producdo de gases foi aferida
conforme descrito na secdo 3.3.3, a temperatura ambiente média de 22,9 + 1,0°C.
Nos quinze silos alocados na condicao CA, foram injetados 20 mL de ar atmosférico
por dia até o 20° dia pos-ensilagem, e 40 mL por dia do 21° até o ultimo dia do
periodo de armazenamento (66 dias), totalizando 2,60 L de ar injetados por silo. A
dosagem de ar aplicada (2200 cm® de ar m? d™* em relacéo & area da tampa do silo:
0,0177 m? corresponde, aproximadamente, ao dobro da permeabilidade de uma
lona preta a 25°C (1039 cm® de oxigénio m? d*) determinada experimentalmente
por Amaral (2011).

Ao 14° dia de fermentacao, foi coletada uma amostra de gas de cada silo,
para determinacdo da composicdo gasosa. As amostras de gas foram coletadas
com uma seringa acoplada a uma valvula de trés vias, e injetadas em tubos de
vacuo com tampas de borracha. O volume injetado foi suficiente para criar uma
pressdo positiva dentro dos tubos. As valvulas do silo e da seringa foram
manipuladas de forma a ndo permitir trocas gasosas com o ambiente. As amostras
foram enviadas ao Laboratério de Analise de Solos da UFRGS, e analisadas por
cromatografia gasosa (GC 14-A, Shimadzu, Japdo) para determinacdo das
concentragfes de gas carbonico (CO,), metano (CH,) e 6xido nitroso (N2O).

O pH da 4gua em que a proveta do DCG permaneceu submersa foi aferido
antes e depois do periodo de armazenamento. A reducéo do pH da agua (RwpH) foi
calculada por subtracédo simples (pHiniciat — PHfinal)-

Apés o periodo de armazenamento, os silos foram pesados, abertos e
fotografados. O silo foi virtualmente dividido em dois estratos: topo (T) e fundo (F),
correspondentes a metade da altura util do silo. Os estratos T e F foram retirados e
homogeneizados separadamente. O conjunto foi pesado apds a retirada total da
silagem (tara umida) para estimativa da producédo de efluentes. As silagens do topo
e do fundo do silo foram amostradas para determinacdo de teor de MS, pH e

composicdo quimica; e a concentracdo de compostos organicos volateis (COV) foi
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determinada apenas na silagem do estrato F. O processamento das amostras foi
realizado conforme descrito na sec¢éo 3.3.4.

Para o ensaio de estabilidade aerdbia, as silagens do topo e do fundo do silo
foram misturadas e homogeneizadas, compondo uma unidade por silo. Em baldes
plasticos de 20 L, foram acondicionados 3 kg de silagem, com um data-logger (EL-
USB, Lascar, Inglaterra) posicionado no centro da massa; o restante da silagem foi
armazenado no proprio silo, sem tampa, para determinacdo do pH ao longo do
periodo de exposicdo aerdbia. Os baldes e silos foram mantidos em sala de
temperatura controlada (24,1 + 1,9°C). A temperatura foi registrada a cada cinco
minutos durante 168 horas. O pH foi determinado nos dias 0, 2, 4, 6 e 7 pés-
abertura. A estabilidade aerébia (EA) foi calculada como o tempo necessario para a
temperatura da silagem superar em 2°C a temperatura ambiente. A temperatura
acumulada (Tac) foi calculada pela soma das diferencas positivas entre a
temperatura da silagem e a temperatura ambiente. A temperatura maxima (Tmax) da
silagem durante o periodo de avaliacao também foi registrada.

As analises bromatoldgicas e estimativas de perdas foram realizadas
conforme descrito nas secdes 3.3.6 e 3.3.7, respectivamente; porém, nao foi
calculado o teor de MS corrigido para perda de COV em estufa, uma vez que
apenas a concentracao de COV foi analisada somente nas silagens do estrato fundo
dos silos.

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa SAS 9.3. A
normalidade das variaveis foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk (PROC
UNIVARIATE), e a homogeneidade de variancia foi avaliada pela metodologia de
Box-Cox (PROC TRANSREG). Transformacdes de variaveis e adicdo de unidades
foram utilizadas quando necessario. A composicdo bromatoldgica, o pH e o teor de
MS foram analisados com base em 60 valores (3 tratamentos x 2 condi¢fes x 5
repeticbes x 2 extratos). As demais variaveis foram analisadas com base em 30
valores (3 tratamentos x 2 condicfes x 5 repeticdes). As médias das variaveis com
efeitos significativos na andlise de variancia (P<0,05) foram comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de significancia (PROC GLM). As varidveis com interacoes
significativas foram desdobradas e comparadas da mesma forma. Todas as
variaveis foram relacionadas pela analise de correlacdo de Pearson (PROC CORR).

Correlagtes foram consideradas significativas quando P<0,05.
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6.4 RESULTADOS

O teor de MS, a composi¢cao quimica e o pH da forragem pré-ensilagem
estdo apresentados na Tabela 6.1. As médias séo referentes a seis amostras, duas
por tratamentos.

As médias das variaveis avaliadas nas silagens de milho e os efeitos de
tratamento (T), condi¢cédo (C) e interacdo (T x C) estdo apresentados na Tabela 6.2.
O teor de MS e o pH apresentados nesta tabela foram obtidos pela média dos
estratos topo e fundo de cada silo. As médias por tratamento das variaveis cujo
efeito de tratamento foi significativo estdo apresentadas na Tabela 6.3. As médias
por condicdo das varidveis cujo efeito de condicdo foi significativo estédo
apresentadas na Tabela 6.4.

Tabela 6.1. Caracteristicas do milho antes da ensilagem.

Variavel* Média DP Minimo  Maximo EPM?
pH 5,72 0,08 5,60 5,85 0,03
MS (g kg™) 254 4,3 247 258 1,8
Cinzas (g kg™ MS) 35,5 2,2 32,1 38,2 0,9
FDN (g kg™* MS) 558 21,7 537 591 8,8
FDA (g kg™ MS) 288 13,4 272 308 5,5
PB (g kg™ MS) 73,9 5,9 67,6 82,3 2,4

* MS = teor de matéria seca; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente
acido; PB = proteina bruta. * Erro padréo da média.

Dentre os COV, houve efeito de interacdo para 2,3-butanodiol, acido
propibnico, acido férmico, 1,2-propanodiol, &acido butirico, acido valérico, acido
isovalérico e indice homolatico. Dentro da condicdo com ar, houve diferenca de
tratamento na concentracdo de 1,2-propanodiol (mg kg™ MScorr), que foi maior nos
tratamentos C (179) e N4 (143) em relacdo ao tratamento N8 (100); e no indice
homolatico, que foi maior no tratamento C (2,66) do que no tratamento N8 (2,31).
Dentro da condicdo sem ar, todos os COV mencionados apresentaram diferenca

entre tratamentos (Tabela 6.5).



Tabela 6.2. Silagem de milho. Varidveis referentes ao silo: efeitos de
tratamento (T), condi¢cdo (C) — com ou sem injecdo de ar e interacéo (T x C).

Variavel' Média + DP T C TxC
pH 3,66 £ 0,02 NS NS *
ME (kg m™) 638 + 3,7 NS NS NS
MS (g kg™ 267 +5,6 Hokk NS NS
PMS (g kg* MS) -43,8 + 23,4 ok NS NS
PG (g kg™ MS) 47,6 £22,0 ik NS NS
PGtrad (g kg MS) 17,1£2,0 NS NS NS
PE (kg t™ forage) 3,60 £2,43 *rk NS NS
GProd (L kg™ MS) 4,69 + 0,57 NS NS NS
CO; (%) 34,2 +2,21 NS * NS
CH4 (ppm) 3,04 £0,29 * NS NS
N,O (ppm) 317 + 165 NS NS NS
RwpH 3,49 +0,32 NS *k NS
EA (h) 67,8+5,3 NS * NS
Tac (°C) 3023 £ 404 NS NS NS
Tmax (°C) 36,8+£0,4 NS NS NS
PMSest (g kg™ MS) 95,1 + 21,2 NS NS ok
pH_d2 3,79 £0,05 NS NS NS
pH_d4 6,07 £0,34 NS NS NS
pH_d6 6,04 £0,21 NS NS NS
pH_d7 6,07 + 0,24 NS * NS
(g kg™* MScorr)
Acido latico 73,5+7,6 Fokkk * NS
Acido acético 20,6 +2,4 NS NS NS
Etanol 7910 NS NS NS
(mg kg™ MScorr)
2,3-Butanodiol 523 £ 99 *k NS *k
Acido propidnico 226 + 121 NS NS *
Metanol 221 + 26 Fokkk NS NS
Acido férmico 192 +57 ok * i
1,2-Propanodiol 146 + 54 ok NS *
Lactato de etila 117+ 11 *x NS NS
Acido butirico 79 + 106 ok NS *
Acetato de etila 72 + 23 NS NS NS
Acido isovalérico 50 + 90 ok NS *
Acido valérico 47 + 88 ek NS *
Acido isobutirico 37 + 64 * NS NS
Acetona 30+£18 *x NS NS
Alcool isopropilico 19 +13 * NS NS
2-Butanol 64 NS NS NS
Acetato de propila 00 NS NS NS
indice Homolatico 2,59 + 0,29 NS NS o

* ME = massa especifica; MS = teor de matéria seca; PMS = perda de matéria seca; PG =
perda por gases; PGtrad = perda por gases calculada pela equagao “tradicional”; PE = perda
por efluente; GProd = volume de gas produzido durante o armazenamento; CO,, CH,; e N,O =
concentracdes de gas carbdnico, metano e 6xido nitroso no gas produzido pela silagem; RwpH
= reducdo da pH da 4gua de imerséo do reservatdrio de gas; EA = estabilidade aerbbia; Tac =
temperatura acumulada; Tmax = temperatura méxima da silagem durante exposi¢éo aeroébia;
PMSest = perda de MS durante exposicao aerébia; pH_d2, 4, 6 e 7 = pH da silagem nos
correspondentes dias apos abertura. As concentracdes de 1-propanol estiveram abaixo do
limite de detec¢do. * = P<0,05; ** = P<0,01; *** = P<0,001; **** = P<0,0001; NS = P=0,05.



Tabela 6.3. Silagem de milho. Varidveis referentes ao silo: médias por
tratamento.

Variavel* C N4 N8 EPM?
MS (g kg™ 2732 263° 265° 1,0
PMS (g kg™ MS) -58,3" -16,5° -56,8" 4,3
PG (g kg™ MS) -60,8" -22,4° -59,5° 4,0
PE (kg t* forage) 2,40° 5,822 2,59° 0,44
CH. (ppm) 2,86" 3,05% 3,222 0,05
Acido latico (g kg™ MScorr) 67,4° 80,42 72,7° 1,4
(mg kg™ MScorr)
2,3-Butanodiol 5982 471° 499° 18
Metanol 199° 2432 220° 5
Acido férmico 2382 166° 173° 10
1,2-Propanodiol 2062 132° 98° 10
Lactato de etila 108° 1232 1202 2
Acido butirico 1552 47% 35° 19
Acido isovalérico 1112 23° 16° 16
Acido valérico 1112 202 10° 16
Acido isobutirico 83? 17° 12° 12
Acetona 18° 36° 352 3
Alcool isopropilico 15 272 14° 2

" Siglas descritas na nota de rodapé da Tabela 6.2. © Erro padrdo da média. Médias com letras
sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 6.4. Silagem de milho. Variaveis referentes ao silo: médias por

condicao.

Variavel com ar sem ar EPM?
CO, (%) 33,3 35,12 0,40
RwpH 3,652 3,34° 0,06
EA (h) 65,6° 70,42 1,13
pH_d7 5,97° 6,162 0,04
Acido latico (g kg™ MScorr) 71,6° 75,32 1,4

Acido férmico (mg kg™ MScorr) 173° 2122 10

* Siglas descritas na nota de rodapé da Tabela 6.2. © Erro padrdo da média. Médias com letras
sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 6.5. Concentracdo de COV (mg kg™ MS) e indice homolatico em
silagens de milho dentro da condicdo sem ar: médias por tratamento.

Variavel C N4 N8 EPM*
2,3-Butanodiol 6872 469° 478° 32
Acido propi6nico 3942 177° 201%® 41
Acido férmico 3002 156° 179° 19
1,2-Propanodiol 2332 121° 97° 17
Acido butirico 2592 39° 32° 37
Acido isovalérico 1972 19° 15° 32
Acido valérico 1982 17° g° 31
Acido isobutirico 1422 14° 12° 23
indice homolatico 2,36° 2,862 2,75% 0,05

' Erro padrdo da média. Médias com letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo
teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 6.6. Silagem de milho. Variaveis avaliadas nos estratos topo e fundo:
efeitos® de tratamento (T), condicdo — com ou sem injec&o de ar (C), extrato
(E), interacbes “T xE” e “C x E”.

Variavel® Média + DP T C E TxE CxE
pH 3,66 + 0,04 NS NS NS NS NS
MS (g kg™) 267 +9,5 ke NS NS NS
(g kg™ MS)
Cinzas 353+1,8 ok NS NS NS
FDN 537 + 27,5 * NS i NS NS
FDA 295 + 13,0 NS NS NS NS NS
PB 8013 i 815 **kk*% * *kkk *%* *%*

* Nao houve efeito significativo das interacdes “T x C” e “T x C x E”. ° MS = teor de matéria
seca; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido; PB = proteina bruta.
* = P<(Q,05; ** = P<0,01; *** = P<0,001; **** = P<0,0001; NS = P=0,05.

Além dos COV supracitados, apenas a perda de MS na estabilidade
(PMSest) e o pH da silagem apresentaram efeito da interacdo T x C (Tabela 6.9).
Dentro da condicdo com ar, PMSest foi maior para N8 (113,2 g kg™ MS) em relaco
a N4 (69,1 g kg™ MS), e o tratamento C apresentou valor intermediario, semelhante
aos outros dois tratamentos (97,6 g kg* MS). Nesta mesma condic&o, o pH foi maior
no tratamento C (3,67) em relacdo ao tratamento N8 (3,63), e intermediario no
tratamento N4 (3,66). Ambas as variaveis foram semelhantes entre os trés
tratamentos dentro da condicdo sem ar.

As meédias de teor de MS, pH e composicdo quimica das silagens
amostradas nos estratos topo e fundo, bem como os efeitos de tratamento (T),
condicdo (C), estrato (E) e interacOes estdo apresentadas na Tabela 6.6. As
variaveis que apresentaram efeito significativo (P<0,05) de T e E estdo apresentadas
nas Tabelas 6.7 e 6.8, respectivamente. Dentre as variaveis avaliadas por estrato, a
Unica afetada por condi¢éo foi a concentracdo de proteina bruta (PB), que foi maior
na condicdo com ar (81,2 g kg™ MS) do que na condi¢do sem ar (79,3 g kg™ MS). O
desdobramento dos efeitos de interacdo observados na PB estad apresentado na
Tabela 6.10.



Tabela 6.7. Silagem de milho. Variaveis avaliadas nos estratos topo e fundo:
medias por tratamento.

Variavel' C N4 N8 EPM?
MS (g kg™ 2732 263" 265° 1,2
Cinzas (g kg™ MS) 33,9° 35,72 36,22 0,2
FDN (g kg™ MS) 529° 533% 5492 3,5
PB (g kg™* MS) 77,9 79,8" 83,12 1,1

*MS = teor de matéria seca; FDN = fibra em detergente neutro; PB = proteina bruta. © Erro
padrdo da média. Médias com letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste
de Tukey (P<0,05).

Tabela 6.8. Silagem de milho. Variaveis avaliadas nos estratos topo e fundo:
médias por extrato.

Variavel Topo Fundo EPM?
MS (g kg™) 2742 260° 1,2
Cinzas (g kg™ MS) 34,5° 36,12 0,2
FDN (g kg™ MS) 5462 528° 3,5
PB (g kg™ MS) 72,8 87,7° 1,1

*MS = teor de matéria seca; FDN = fibra em detergente neutro; PB = proteina bruta. © Erro
padrdo da média. Médias com letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste
de Tukey (P<0,05).

Tabela 6.9. Desdobramento das interacdes tratamento (T) x condicéo (C) para a
perda de matéria seca durante a exposicado aerdbia (PMSest) e pH da silagem.
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PMSest (g kg™ MS) pH
Tratamento com ar sem ar com ar sem ar
C 97,6% 99,3 3,67° 3,66
N4 69,1° 106 3,66% 3,66
N8 1132 85,2 3,63° 3,67

Médias com letras sobrescritas diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)

Tabela 6.10. Desdobramento das interacdes significativas para PB (g kg™ MS):
extrato x tratamento e extrato x condicao.

Tratamento Condicao
Extrato C N4 N8 com ar sem ar
Topo 69,7° 71,2° 77,5° 74,8" 70,8°
Fundo 86,1° 88,42 88,72 87,6" 87,8"

Médias por tratamento ou por condi¢cdo com letras sobrescritas diferentes na mesma linha
diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Todo o volume de gas produzido (Gprod) durante a fermentacdo esteve

concentrado nos primeiros cinco dias de armazenamento (Figura 6.1). Apos e

sse

periodo, foram realizadas avaliacdes diarias do nivel de gas medido na proveta, mas

sem a necessidade de esvaziamento do reservatorio. Os niveis médios de gas

aferidos nas condicbes com ar e sem ar, bem como a temperatura ambiente

momento da leitura estéo ilustrados na Figura 6.2. Ao final do pico de producéao

no
de
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gases, as provetas nao foram completamente esvaziadas. O volume residual de 200
mL foi deixado no DCG de cada silo para evitar que a agua fosse sugada por
pressao negativa dentro do silo. Os silos da condicdo sem ar progressivamente
absorveram o volume de gas residual, reduzindo o nivel a zero no 18° dia de
fermentacdo. Apds esse dia, formou-se uma pressdo negativa (magnitude nédo
aferida), que resultava em succdo da agua pela mangueira conectada ao silo. As
valvulas foram verificadas diariamente, através de rapida abertura, para ndo permitir
a entrada de agua nos silos. As valvulas dos silos da condicdo com ar foram
mantidas abertas ou fechadas de acordo com o volume residual do reservatorio,
também com a finalidade de evitar a suc¢do de ar pelo silo. A variacdo de volume
residual pareceu acompanhar a variacao da temperatura ambiente. Do 6° ao 66° dia
de fermentacao, foram injetados 2,3 L de ar atmosférico em cada silo da condicéo
com ar. Porém, o nivel de gas residual no reservatorio variou, em média, de 100
para 167 mL no mesmo periodo.

A composicao média da amostra de gas coletada no 14° dia de fermentacéo

(Tabela 6.2) esta ilustrada na Figura 6.3.
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Figura 6.1. Volume acumulado de gas produzido na ensilagem de milho.
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Figura 6.3. Composicdo média dos gases produzidos na ensilagem de milho no 14° dia de
fermentacéo.

As correlagbes de Pearson entre as variaveis de perdas fermentativas estéo
apresentadas na Tabela 6.11. As varidveis Gprod e PGtrad ndo estiveram

significativamente correlacionadas com as demais variaveis de perda.
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Tabela 6.11. Coeficientes de correlacéo de Pearson entre variaveis® de perdas
de silagem de milho

MS PMS PG PE PMSest
MS _ Fokokk Fokokk * *
PMS -0,74 - Fokkk Kkkk *k
PG -0,75 0,996 - o o
PE -0,37 0,64 0,57 -
PMSest 0,48 -0,60 -0,61 NS -

*MS = teor de matéria seca; PMS = perda de matéria seca; PG = perda por gases; PE = perda
por efluentes; PMSest = perda de MS apds periodo de exposi¢do aerobia. * P<0,05; ** P<0,01;
*** P<0,001; **** P<0,0001.

6.5 DISCUSSAO

6.5.1 Composicdo quimica da forragem

O teor de MS médio da forragem foi menor do que a faixa normalmente
recomendada (300 a 350 g kg™). A composicdo quimica, no entanto, esteve proxima
aos valores encontrados por Velho et al. (2006) e Silva et al. (2005), que utilizaram
forragens com teor de MS em torno de 305 g kg™.

Hibridos modernos de milho apresentam caracteristica staygreen marcante,
onde a planta apresenta senescéncia tardia de folhas e, consequentemente, maior
teor de umidade no momento ideal de corte, com base no enchimento do gréao
(Arriola et al., 2012). Dessa forma, a recomendacéao tradicional do teor de MS para
colheita (30 a 35% de MS) pode estar defasada.

6.5.2 Composicao quimica da silagem

O teor de MS médio das silagens foi superior em 13,2 g kg™ em relacéo ao
da forragem. O aumento no teor de MS apos a ensilagem nao € esperado e pode
ser decorrente de erro amostral da forragem fresca. As concentracbes médias de
cinzas e FDA mantiveram-se proximas as da forragem, mas a concentracdo média
de FDN reduziu de 558 para 537 g kg* MS ap6s a ensilagem. Tanto o aumento no
teor de MS como a reducdo de FDN e manutencdo de FDA também foram
observados por Rodrigues et al. (2004). Essa variagdo na composicao de fibras
corresponde a uma reducdo na concentracdo de hemicelulose, que pode ser

degradada por enzimas (hemicelulases) presentes na planta ou proveniente de
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bactérias, ou mais provavelmente por hidrélise acida promovida pelos produtos da
fermentacao (McDonald et al., 1991).

O tratamento com Natamicina em ambas as doses reduziu os teores de MS
e elevou os teores de cinzas. A dose de 8 g t* produziu silagens com maiores
concentragcbes de FDN e PB, em relagdo ao tratamento C. A composi¢cdo da
silagem, com excecdo da concentracdo de FDA, diferiu entre os estratos topo e
fundo. Como o esperado, o estrato fundo abrigou silagem mais Umida, devido ao
escoamento de liquidos para o fundo do silo. Esse fendmeno também explica as
maiores concentragcbes de PB e cinzas no estrato fundo, ja que minerais e
compostos nitrogenados sollveis sdo carreados com a fase liquida da silagem para
o fundo do silo. A maior concentracdo de FDN no topo do silo pode estar associada
a uma menor concentracdo de carboidratos ndo estruturais, ou a menor hidrélise de
hemicelulose.

A concentragdo de PB foi a variavel com mais efeitos de interagdo. Em
ambos os estratos, PB foi maior no tratamento N8 do que no tratamento C, mas a
diferenca foi mais pronunciada no estrato topo. O tratamento N4 promoveu
concentragOes intermediarias de PB, que foi semelhante a N8 no fundo e a C no
topo. No estrato fundo, a condi¢do (com ar ou sem) néo influenciou a concentracao
de PB. No estrato do topo, a injecdo de ar promoveu maior PB em relacdo a
condicdo sem ar. O ar atmosférico injetado nos silos € composto de 78% de
nitrogénio (N). Como o ar injetado nao foi recuperado, € possivel, embora nao
comprovado, que o N tenha sido fixado por um processo biologico na silagem. A
fixacdo biolégica de N € um fenbmeno bastante conhecido. A fixacdo anaerdbica de
nitrogénio por bactérias celuloliticas isoladas de solo de floresta e de lodo de agua
fresca foi descrita por Leschine et al. (1988) Minamisawa et al. (2004) reportaram a
descoberta da fixacdo anaerébica de N, por bactérias do género Clostridium
isoladas de gramineas. A presenca desse fendbmeno no processo de ensilagem
ainda nao foi estudada, tornando necessario um estudo mais profundo para buscar
cepas fixadoras de nitrogénio nas condi¢des hostis do ambiente fermentativo da

silagem.



123

6.5.3 Produtos da fermentacéo

O &cido latico foi o produto da fermentacdo de maior concentracdo, o que
condiz com o pH médio de 3,66, demonstrando que todas as silagens fermentaram
adequadamente. O efeito de interacdo observado no pH, embora significativo, foi de
pequena magnitude e sem importancia biologica. Dentre os COV mais
representativos (acido latico, acido acético e etanol), apenas o acido latico diferiu
entre tratamentos, sendo maior no tratamento N4 quando comparado aos demais
tratamentos. A concentracdo média de &cido acético foi préxima as encontradas por
Parvin et al. (2010) e Junges et al. (2013), que avaliaram a ensilagem de milho com
teores de MS pré-ensilagem de 34,7 e 30,7%, respectivamente. As concentracdes
de acido latico obtidas por Junges et al. (2013) foram proximas as desde estudo,
mas as obtidas por de Parvin et al. (2010) foram quatro vezes menores,
provavelmente pelo maior teor de MS da forragem. No presente ensaio, o0 teor de
MS da silagem esteve inversamente correlacionado a concentragéo de acido latico
(-0,59).

De forma geral, o uso do aditivo elevou as concentracdes de metanol, lactato
de etila e acetona e reduziu as concentracdes de 2,3-butanodiol, 1,2-propanodiol e
acidos férmico, butirico, isobutirico, valérico e isovalérico. Apesar de néo
significativo, houve tendéncia de efeito de tratamento para o indice homolatico (P =
0,0788), com valores médios de 2,51; 2,73 e 2,53 nos tratamentos C, N4 e N8,
respectivamente. Embora apenas o etanol, o acido latico e o acido acético entrem no
céalculo desse indice, a reducdo de compostos secundarios, como o 1,2-propanodiol
e o0 2,3-butanodiol podem indicar que o aditivo direcionou a fermentacdo no sentido
homolatico.

A injecao de ar reduziu (P<0,05) sutiimente as concentracdes dos acidos
latico e formico. Segundo McDonald et al. (1991), Streptococci, pediococci e alguns
lactobacilli utilizam a via glicolitica em baixas tensdes de oxigénio, produzindo &acido
latico como principal produto; mas conservam a capacidade genética de produzir
etanol, formato e acetato em condi¢cdes de baixa disponibilidade de glucose,

convertendo a fermentacdo homolatica em heterolatica.
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6.5.4 Perdas fermentativas, produgcao e composi¢do de gases

As estimativas de perda de matéria seca (PMS) e perda por gases (PG)
resultaram em valores negativos em todas as unidades experimentais. A ocorréncia
de valores negativos para perdas estimadas € recorrente na pesquisa, mas
normalmente esses ndo sdo apresentados. Optamos por apresentar todos os
valores, pois um dos nossos objetivos é comparar as diferentes metodologias de
avaliacdo de perdas. As possiveis fontes de erro incluem amostragem e secagem
em estufa. O tratamento N4 elevou as perdas quando comparado aos tratamentos C
e N8.

As perdas por gases calculadas pela equacao “tradicional” (PGtrad) foram
pequenas e nao diferiram entre tratamentos. O volume de gas produzido na
fermentacdo (Gprod) também foi pequeno, e similar ao observado no experimento
com capim-elefante (capitulo 3). Assim como no referido experimento, todo o volume
de gas foi produzido em menos de cinco dias apos a vedacao. O fenbmeno relatado
de pressdo negativa resultante nos silos da condicdo sem ar apdés o periodo de
armazenamento ja foi observado em outros experimentos realizados por nossa
equipe (dados n&o publicados), tanto em silos tipo saco a vacuo, como em silos
experimentais em PVC hermeticamente vedados. N&o foram encontrados relatos na
literatura desse fendbmeno. Contudo, a fixacdo anaerdbica de N, (Minamisawa et al.,
2004) e CO; (Hu et al.,, 2013) sado fenbmenos conhecidos e que podem ser
responsaveis pela incorporacdo de gases em silagens. Contudo, a presenca desses
fendmenos em silagens precisa ser mais bem estudada.

A PMS e a PG estiveram altamente correlacionadas, como nos
experimentos anteriores (capitulos 3 a 5). A perda por efluentes, (PE), embora de
peguena magnitude, esteve positivamente correlacionadas com PMS e PG. Gprod e
PGtrad ndo estiveram correlacionados significativamente entre si, mas segundo
essas duas metodologias, ndo houve diferenca de perdas entre tratamentos ou
condicdo. Ao contrario do observado no experimento com silagens de azevém
(capitulo 4), ndo estéa tao claro qual das metodologias representa melhor a realidade.
Ao observarmos apenas o perfil fermentativo das silagens, o aumento na
concentracdo de acido latico e a reducdo nas concentracdes de seis produtos da
fermentacdo heterolatica promovidos pelo tratamento N4 deveriam ter reduzido as

perdas neste tratamento. Numericamente, as perdas por gases das silagens
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aditivadas foram maiores de acordo com PGtrad (P = 0,90) e menores de acordo
com Gprod (P = 0,86), quando comparadas as silagens controle, mas todas
estatisticamente semelhantes. As alteracdes do perfil fermentativo podem ter sido
insuficientes para reduzir as perdas. Dentre as metodologia de avaliacdo de perdas,
PGtrad e Gprod ndo dependem de amostragem da silagem para determinacdo de
MS em estufa como as perdas estimadas PMS e PG, o que torna aquelas
teoricamente mais confidveis do que estas. A PE também ndo depende de secagem
em estufa, mas essa via de perda representa muito pouco em relagcdo a perda total
de MS durante a fermentagdo. A maior PE no tratamento N4, portanto, ndo
necessariamente implica em maior perda total de MS.

A andlise de composicdo da amostra de gas do 14° dia de fermentacéo
(Figura 6.3) foi feita para apenas trés gases (gas carbonico, metano e 0xido nitroso).
Dentre os trés gases analisados, o gas carbdnico representa 99,8%, porém, sua
concentracdo media (342.387 ppm) indica que ele representa apenas 34% do total.
Dessa forma, mais de 65% da composicdo dos gases € desconhecida.
Provavelmente vapor de agua, gas nitrogénio e compostos organicos volateis
compdem essa parcela desconhecida.

A injecdo de ar reduziu a concentracdo de CO, no gas amostrado, mas
também aumentou a acidez da agua em que o reservatorio de gas esteve imerso. A
acidez da agua aumentou o suficiente no periodo de armazenamento para reduzir
em 3,65 e 3,34 pontos de pH nas condicbes com ar e sem ar, respectivamente. Essa
acidificacao pode ser atribuida a solubilizacdo de compostos organicos volateis, e a
reacdo do gas carbénico com a agua, formando acido carbdnico. Aparentemente, a
injecdo de ar deslocou esse equilibrio, pois reduziu a concentracéo de gas carbbnico

no gas amostrado e aumentou a acidez da agua.

6.5.5 Estabilidade aerdbia

E estabilidade aerébia (EA) média esteve proximas das reportadas por Kung
et al. (1998) e Kleinschmit et al. (2005) para silagens de milho sem inoculantes.
Porém, silagens mais estaveis (EA = 153 h) ou menos estaveis (EA = 13 h) foram
observadas por Comino et al (2014) e Kim e Adesogan (2006), respectivamente.

A EA néo foi afetada pelo tratamento, mas foi afetada pela condicdo: a

injecdo de ar reduziu (P<0,05) a EA das silagens. Embora a diferenca seja de
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pequena magnitude (4,8 h), deve-se levar em consideragdo que o volume de ar
injetado foi suficiente para prover ca. 8 mg O, kg™ MS dia™*. Woolford et al. (1970) e
Pahlow (1984), citados por Woolford (1990) afirmam que a concentracdo de 100 a
150 mg O, kg™ MS dia™ é suficiente para reduzir a EA das silagens. Mesmo que a
concentragcado de oxigénio no presente ensaio tenha sido mais de dez vezes inferior
a referida pelos autores, ainda foi possivel detectar reducdo na estabilidade,
indicando que houve provavel multiplicacdo de leveduras na presenca de oxigénio
(McDonald et al., 1991).

O pH médio ao longo dos dias de exposi¢cao aerbbia subiu de 3,79 para 6,07
entre os dias 2 e 4 ap0s a abertura e manteve-se estavel nos dias 6 e 7. A injecdo
de ar afetou apenas o pH no dia 7, mas a magnitude da diferenca a isenta de
significado biolégico. A elevacédo do pH estad de acordo com o tempo médio de EA,
gue indica que o ponto de quebra esteve entre os dias 2 e 3 pds abertura.

A intengdo primaria deste experimento foi simular a infiltragcdo de ar que
ocorre através de lonas utlizadas na vedacdo de silagens no campo, que
normalmente resulta em uma camada superficial de espessura variada de silagem
deteriorada. Porém, nenhum silo apresentou aspectos caracteristicos de silagem
deteriorada, tampouco alteracbes na composi¢cdo bromatologica, mostrando que o
volume de ar injetado ou a frequéncia de uma vez ao dia foram insuficientes para
simular a condicdo de campo. A intencdo secundaria foi verificar se a Natamicina
como aditivo seria mais eficiente em condi¢cfes de anaerobiose total ou de infiltracéo
de ar; porém, o efeito geral do aditivo nao foi positivo.

O fenbmeno observado de absorcdo de ar nos silos foi um achado e néo
estava entre os objetivos do trabalho, mas abre uma discussédo sobre qual processo
foi responsavel por esse efeito. Uma nova frente de pesquisa € necessaria para

estudar quais gases e microrganismos estao envolvidos.

6.6 CONCLUSAO

O uso de Natamicina néo foi efetivo em reduzir perdas fermentativas ou
aumentar a estabilidade aerébia de silagens de milho.
A injecdo de ar nos silos foi insuficiente para alterar a composicdo das

silagens, mas reduziu a estabilidade aerdbia.
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As metodologias de avaliacdo de perdas com base no teor de MS (PMS e
PG) levam a conclusdes diferentes do que as metodologias direta (Gprod) e por
diferenca bruta do peso do silo (PGtrad). N&o foi possivel identificar qual
metodologia foi mais adequada no presente ensaio.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O modelo de avaliagdo de perdas fermentativas em silos laboratoriais €
vantajoso, por seu baixo custo, permitindo ensaios com maior numero de
tratamentos e repeticdes do que seria possivel em silos de grande escala; e por sua
maior sensibilidade, gracas ao isolamento de fontes ambientais de variacdo. No
entanto, os resultados obtidos nos ensaios laboratoriais ndo sao necessariamente
extrapoléveis para a realidade de campo; e devem, portanto, servir como um método
de triagem para selecédo de tratamentos que “merecem” ser avaliados em silos de
grande porte. Com base nos resultados dos ensaios descritos, os aditivos Sill-All 4x4
e Sil-All Fireguard apresentaram resultados promissores em silagens de capins, com
efeito mais pronunciado no de clima temperado.

A metodologia proposta para avaliacdo de perdas fermentativas
correlacionou-se de forma variada com as metodologias tradicionais. A comparacéao
da metodologia proposta (Gprod) com a avaliacdo tradicional por diferenca bruta do
peso do silo (PGtrad) estd apresentada graficamente na Figura 7.1, ambas em
relacdo a perda de matéria seca corrigida para compostos volateis (PMScorr). O
coeficiente de determinacdo da regresséo linear das variaveis foi sensivelmente
maior para Gprod (0,72) do que para PGtrad (0,69). Considerando que as perdas de
matéria seca por efluentes foram muito pequenas em todos 0s experimentos, a
inclinac&o da curva de regressao deveria se aproximar da unidade, como observado

na curva da metodologia proposta.
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Figura 7.1. Volume de gés produzido (Gprod, L kg™ MS) e perda por gases estimada por diferenca
bruta do peso do silo antes e ap6s ensilagem (PGtrad, % MS) em relacdo a perda de matéria seca
corrigida para compostos volateis (PMScorr, % MS)

Todas as metodologias estiveram correlacionadas entre si apenas no ensaio
com cana-de-acucar, provavelmente devido a grande magnitude de perdas. A
auséncia de correlacdo nos demais ensaios pode ser em virtude do numero
pequeno da amostras (n = 15 a 30) associado a baixa magnitude de perdas. As
vantagens da metodologia de avaliacdo direta do volume de gas sdo a néao-
dependéncia de amostragem e secagem em estufa (conhecidas fontes de erro); o
baixo custo (quando comparado a determinacdo de COV para correcdo de MS) e a
visualizacdo da dinamica fermentativa através da plotagem do grafico volume X
tempo, que ndo é possivel pelos métodos tradicionais de estimativas de perdas. As
limitacbes da nova metodologia sédo: a necessidade de manutencdo dos silos em
sala de temperatura controlada para maior confiabilidade dos resultados e a
necessidade de monitoramento em tempo integral no inicio da fermentacéao.

As boas praticas de manejo continuam sendo a forma mais significativa de
reduzir perdas e, portanto, reduzir o impacto ambiental da producdo de silagens. O
uso de aditivos com essa finalidade requer uma andlise cuidadosa da relacdo custo-
beneficio, e pode ser considerado como um ajuste final, desde que as condicbes

basicas de manejo sejam atendidas.



