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RESUMO

Existe uma grande variedade de aditivos indicados para utilizagédo em silagens e
que atuam em diferentes fases do processo de producao desse volumoso. De
maneira geral, os aditivos sdo usados para melhorar a recuperacao de matéria
seca (MS) e energia, aumentar a digestibilidade dos nutrientes e permitir maior
estabilidade da silagem po6s abertura do silo. No que se refere ao
desenvolvimento de aditivos microbianos as pesquisas se concentram na
selecdo de bactérias especializadas na producdo de determinados &cidos,
visando 0s mesmos objetivos supracitados. A inconsisténcia na resposta desses
produtos € devida a inumeras variaveis envolvidas durante a condugdo dos
experimentos que podem alterar completamente os resultados, sobretudo,
quando inoculantes microbianos séo utilizados. Em algumas regiées do mundo,
particularmente em paises de clima tropical, a producéao de silagens apresenta
0s maiores desafios climaticos, principalmente pelas elevadas temperaturas
associadas com alta umidade. Essa condicdo ambiental favorece a proliferacao
de micro-organismos durante o crescimento das plantas ainda lavoura
aumentando a incidéncias de doencas. Quando essas plantas sao ensiladas
muitos desses patdégenos podem afetar o perfil fermentativo da silagem,
elevando as perdas de nutrientes e reduzindo a estabilidade aerdbia. Sabendo
que os inoculantes utilizados no Brasil sdo derivados de cepas bacterianas
selecionadas na Europa e Estados Unidos parte da variacdo dos resultados
pode ser justificada. Raramente os estudos comparam o efeito da temperatura
de armazenamento sobre a fermentacdo de silagens de milho tratadas com
aditivos microbianos. Da mesma forma, pouca ou nenhuma discussao é
realizada para diminuigdo do impacto ambiental, principalmente na emissao de
carbono durante a fermentacdo de silagens. Nao ha relatos de estudos
utilizando ou investigando bactérias capazes de aumentar a recuperacao de MS
e a concentragcado de acidos organicos pela fixagao bioldgica de CO,. Essa tese
tem o objetivo de questionar a utilizacdo de aditivos microbianos sem considerar
os fatores ambientais envolvidos na producao de silagens de milho e fomentar a
discussao na selecdo de novos micro-organismos com conceitos nunca
abordados em silagens. A secao revisao de literatura apresenta informacdes
sobre as bactérias utilizadas como aditivos em silagens e o impacto do
ambiente sobre a atividade desses organismos. A segunda parte, ainda na
revisdo de literatura, € uma investigacdo que tem o objetivo entender e explicar
a pressao negativa no interior dos silos, que vem acontecendo com frequéncias
em nossos experimentos. Com base nas informagbes até o momento tudo
indica que esse efeito possa ser causado pela atividade de bactérias
homoacetogénicas. Para responder os questionamentos dessa tese foram
realizados dois experimentos. No Capitulo | é apresentado um experimento
realizado em 2015 utilizando bactérias heterolaticas facultativas (aditivos
comerciais) em silagens de milho armazenadas em sala com temperatura
controlada com avaliacdo da producédo de gases e pressao interna durante a
fase de estocagem. O Capitulo Il apresenta o segundo experimento realizado
em 2016 que utilizou os mesmos aditivos, porém comparou duas temperaturas
de armazenamento (ambientes quente e frio) sobre as caracteristicas
fermentativas, producdo de gases e pressao interna nos silos.

Palavras-chaves: aditivo, armazenamento, fixacao de carbono, temperatura



ABSTRACT

There is a variety of additives that are recommended to ensiling forages, which
work in a different phase of the production process. Overall, the objective of
using additives is to increase the dry matter (DM) and energy recovery, improve
the nutrients digestibility, and allows better aerobic stability after opening the
silo. In relation to new microbial additives development, the focus of researchers
is on select bacteria specialized in the production of specific acids to reach the
same result mentioned before. However, the results variability and effectiveness
do the silage additives recommendation questionable. The lack of data
consistency of additives occurs by the many factors involved in the experiment
conducting that can affect the end results, especially, when microbial inoculants
are evaluated. In many parts of the world, notably in tropical weather conditions,
the silage production faces several climatic challenges, mainly the factors
related to a high temperature associated with high humid. This condition
predisposes to the growth of microorganisms during the plant-growing season
increasing the disease incidence. When these plants are ensiling those
undesirable microorganisms can affect the fermentative profile, increasing the
nutrient losses and reducing the aerobic stability. Brazilian bacterial inoculants
are derived from strains isolated in Europe and North America, so part of this
inconsistency result can be explained. Scarcely studies examined storage
temperature effects on corn silage fermentation treated with bacterial additives.
In the same way, little or nothing is known about the environmental impact
reduction, especially carbon emission from silage fermentation, using or studying
bacteria who has the ability to increase the DM recovery and acid concentration
by the carbon dioxide sequestration. The aim of the present thesis is to open up
the debate for the inoculants using without considering the environmental factors
on the silage production, and also encourage the discussion about the
microorganism selection, as inoculants, in the views never been mentioned
before. In the literature review section is presented information about bacterias
which are used to making silage and the environmental impact on this
microorganisms. The second part, into the literature review section, is a survey
that has the objective to comprehend and try to explain the negative internal
pressure inside the experimental silos. This phenomenon has been occurring
frequently in our studies. Based on the present information we suppose that this
effects may happen by homoacetogenic bacteria activities. In order to answer
the questions were conducted two experiment. In chapter I, is shown the results
with facultative heterofermentative bacteria (commercial additive) on the corn
whole-plant ensiling assessment. The silos were storage for 91 days in the
controlled-temperature room and the gases production, and the internal pressure
were measured. The chapter Il, is shown the second experiment, ran in 2016,
where the same group of bacterial (commercial additives) was evaluated,
whereas the silos were kept in two different storage temperatures (hot and cool)
and fermentative profile, gases production, and internal pressure were analized.

Key-words: additive, carbon assimilation, temperature, storage
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1.0 INTRODUCAO

O processo de transformacdo da forragem umida em silagem acontece
por uma complexa comunidade de microrganismos. Para que isso ocorra, esses
organismos, além de estarem em um ambiente anaerdbio, precisam converter
acucares soluveis, presentes nas plantas, em &cidos organicos (Woolford,
1990). Como resultado final, o material permanece preservado por longos
periodos, uma vez que o crescimento de agentes deterioradores é inibido pelo
baixo pH (Weinberg e Muck, 1996).

Como forma de acelerar a queda do pH durante o processo fermentativo,
aditivos microbianos sao adicionados a forragem. A grande maioria dos
produtos comerciais utiliza bactérias produtoras de acido latico (BAL), devido a
facilidade de crescimento e metabolismo desses organismos nesse ambiente e
a capacidade que o &cido latico tem em reduzir o pH. Bactérias produtoras de
acidos graxos volateis (AGV), chamadas de heterofermentativas, formam outro
grupo de organismos utilizados de maneira estratégica para manter a qualidade
da forragem e promover o controle de agentes especificos. Driehuis et al. (1996)
relataram que silagens tratadas com Lactobacillus buchneri foram mais estaveis
apoés a abertura do silo do que silagens néo tratadas. Davies (2010), que é
contrario ao uso de bactérias heterofermentativas como aditivos, argumenta que
a producao de acido acético leva a formacao de CO,, ocasionando perdas de
energia € matéria seca, gerando perdas econdmicas e passivo ambiental,
fatores que s&o utilizados para justificar a contraindicacdo desses organismos.
Porém, apesar da formacdo de CO, e perdas de MS quando se utilizam
organismos heterolaticos, os maiores beneficios s&o observados apds a
abertura do silo e no desempenho animal (Driehuis et al., 1999; Schmidt et al.,
2014).

A producao de CO, em silagens e formas de redugéo dessa emissdo ha
anos vém sendo discutidas (McDonald et al., 1991). Os avancos nas pesquisas
nos ultimos anos e o desenvolvimento de aditivos modernos com a descoberta
de novas bactérias (Avila et al., 2014; Santos et al., 2017) e novos aditivos
quimicos (Da Silva et al., 2017), vém possibilitando a reducdo de perdas
durante a fermentagdo. No entanto, esses trabalhos concentram esforcos na
reducdo e combate aos organismos considerados indesejaveis devido a
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producdo de compostos menos nobres como o CO,. Até o momento nao ha
relatos de experimentos para recuperagao e fixacdo do CO; na producédo de
silagens.

O fato € que, na opinido dos especialistas, e os resultados cientificos da
inoculagdo microbiana em silagens sao muito controversos (Weissbach, 2011).
Grande parte das criticas vem em virtude dos resultados inconsistentes quando
se utilizam essas bactérias. Kung Jr. (2009) listou algumas variaveis que podem
justificar tais efeitos. Segundo esse autor, a incorreta aplicagdo do produto
sobre a massa é a principal causa de falha dos aditivos. Adesogan e Kim (2005)
reforcam o argumento anterior afirmando que as condicbes ambientais,
principalmente nos paises tropicais, sao responsaveis por boa parte da reducao
da eficiéncia dos inoculantes, uma vez que a proliferacdo de bactérias e fungos
indesejaveis é beneficiada neste clima. Dessa forma, a resposta do aditivo em
diferentes condi¢cées geograficas deve ser levada em consideracdo para
justificar os resultados dos trabalhos publicados.

Os objetivos desse trabalho foram avaliar os efeitos de diferentes
temperaturas ambientais durante a fermentagcdo, associadas a inoculacao de
aditivos microbianos, em silagens de milho, sobre caracteristicas quimicas,
biologicas e producdo de gases. Ainda, apresentamos um estudo sobre o
comportamento de formacdo e absorcdo de gases no interior dos silos

experimentais durante a fase de armazenamento de silagens de milho.
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais na utilizacdo de inoculantes microbianos na ensilagem de
milho

O armazenamento de forragens umidas em condicoes anaerdbicas
induz alguns microrganismos a utilizarem vias alternativas para oxidacdo de
substrato necessario ao crescimento. Durante o processo fermentativo das
silagens, carboidratos soluveis presentes na planta sdo utilizados como
substrato para crescimento e desenvolvimento de microrganismos. Como
consequéncia, ocorre a producao de &cidos organicos. Se houver
predominancia da fermentacao homolatica, cujo produto final € o acido latico,
boa parte da matéria seca e energia da forragem serao preservadas, mantendo
a qualidade da silagem muito préxima ao da planta que foi colhida.

Os principais carboidratos nao estruturais encontrados na planta de
milho sdo sacarose, glicose e frutose, dos quais a sacarose representa
aproximadamente 65 — 75 % (McAllan e Phipps, 1977). O resultado final da
fermentacdo de hexoses (glicose, frutose) pelos microrganismos homolaticos é
a geracao de 2 lactatos + 2 ATP e 2 H>O . Por outro lado, maiores perdas totais
de MS sao observadas quando ha predominancia de fermentacao heterolatica.
Pois, apesar da elevada eficiéncia desses microrganismos na geracao de ATP
por mol de hexose consumido (equivalente a 4 ATP por hexose), parte do
substrato é transformado em gases que sao liberados para o ambiente,
basicamente na forma de didéxido de carbono, contabilizando as perdas. Os
produtos finais da fermentacdo heterolatica por mol de hexose podem ser
resumidos da seguinte forma: lactato + etanol + AGV + CO, + 4 ATP + HxO
(McDonald et al., 1991).

A preferéncia pela fermentacdo homolatica é justificada pela maior
capacidade do &cido latico em baixar o pH do meio quando comparado com 0s
AGVs produzidos na via heterolatica. Assim, o resultado final € a rapida
paralisacdo da atividade microbiana na massa, com maior preservacao de
compostos e menores perdas de MS (McDonald et al., 1991).

Apesar da variada populagédo microbiana presente na silagem, apenas

um pequeno grupo recebe atencdo nas pesquisas envolvendo microbiologia
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(Quadro 1). Parte desse grupo é intensamente estudada tendo em conta os
beneficios para o processo fermentativo e controle de organismos
deterioradores. Outro grupo diz respeito as bactérias que causam perdas
econdmicas e/ou riscos sanitarios aos animais € as pessoas que entram em
contato com silagens contaminadas.

QUADRO 1: PRINCIPAIS MICRORGANISMOS ESTUDADOS EM SILAGENS DE MILHO E SEUS

EFEITOS ESPERADOS

Microrganismo Interesse Efeito’
Bactérias acido laticas desejavel Acelerar queda do pH
Bactérias acido acéticas desejavel Producao de AGV
Bactérias acido propiénico desejavel Producéo de AGV
Clostridios indesejavel Quebra de proteinas,
Producéao de AGV e outros
compostos
Enterobactérias indesejavel Producéo de endotoxinas,
CO>
Listeria indesejavel Doencas em humanos e
animais
Leveduras indesejavel Producéo de etanol, CO, e
consumo de substrato
Fungos indesejavel Producao de micotoxinas e
COy

1 AGV - 4cidos graxos volateis
Adaptado de McDonald et al. (1991)

Weinberg e Muck (1996) sugeriram novos critérios para pesquisas e
desenvolvimento de inoculantes para silagens. As diretrizes adotadas deveriam
considerar: 1) utilizacdo de bactérias acido laticas (BAL) especificas para
determinadas culturas; 2) inclusdo de bactérias heterofermentativas produtoras
de acidos graxos volateis capazes de inibir o crescimento de leveduras e
fungos; 3) inclusdo de outros organismos diferentes das BAL para controle de
agentes deterioradores; 4) selecdo e modificacao de cepas de BAL para inibir
microrganismos especificos; 5) clonagem e expressado génica, possibilitando a
selecado de cepas de BAL capazes de utilizar polissacarideos em plantas que
apresentam baixo conteddo de carboidratos soluveis. E de fato, a direcao das
linhas de pesquisas com aditivos nos ultimos anos foram no sentido sugerido
pelos autores (Oliveira et al., 2017). Porém, a visdo sobre a utilizagdo
estratégica de microrganismos em silagens nao teve grandes mudancas, e as
discussdes se concentram em diminuicdo de perdas e combate aos agentes

indesejaveis.
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No entanto, questdes fundamentais normalmente n&o sao consideradas
quando novos aditivos sdo desenvolvidos (Weinberg e Ashbell 1994). Um
detalhe importantissimo sobre a selecao de cepas bacterianas € saber como
elas se comportam em condi¢cdes climaticas adversas. Parte importante das
pesquisas e laboratérios que desenvolvem aditivos estdo localizados em
regides de clima temperado. Logo, as bactérias presentes nos inoculantes sao
adaptadas aquelas condigdes climaticas, onde foram isoladas e selecionadas.
Muck et al. (2003) comentam que a temperatura tem papel fundamental
nas caracteristicas da planta e nos processos bioquimicos antes e depois da
ensilagem. Adesogan e Kim (2005) compararam duas temperaturas de
armazenamento (20 e 40 °C) em silagens de milho estocadas por 82 dias.
Esses autores notaram que silagens estocadas em condicbes de temperatura
elevadas (40 °C) tiveram maior estabilidade aerdbica (45,6 horas) quando
comparada com as silagens controle (13,3 horas). Eles atribuiram esse efeito a
baixa concentracdo de &cido latico e carboidratos soluveis que cuminou na
reduzida populacdo de leveduras (4,42 log ufc g' MV), em especial nas
assimiladoras de lactato. Por outro lado, Weinberg et al. (2001) nao
encontraram efeito na estabilidade aerdbia quando compararam silagens
armazenadas em temperaturas distintas (28 e 41°C). Portanto, o
comportamento dos microrganismos em condi¢des desafiadoras (por exemplo,
regides de clima tropical) precisa ser avaliado (Filya, 2003) assim como a

formulacéo de aditivos para essas condi¢des (Weinberg et al., 2001).

2.2 Efeito da temperatura sobre a fermentacao

A produgdo de calor na silagem € um processo normal durante a
fermentacdo. Se a ensilagem seguir as boas praticas de producdo, com
compactacao e vedacado adequadas, a temperatura da massa nao sera maior
que 8 graus em relacao a temperatura ambiente (Ashbell e Kashanchi, 1987).
Entretanto, a temperatura da massa pode atingir valores préximos a 50°C nas
camadas superficiais quando ha atrasos na vedacédo do silo (Novinski, dados
nao publicados), comprometendo seriamente a atividade das bactérias
produtoras de acido latico (BAL).
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Os resultados da utilizagdo de inoculantes em silagens apresentam
grande variagao (Oliveira et al., 2017). Muck e Kung (1997) compilaram dados
de experimentos com inoculantes microbianos entre 1990 e 1995 e relataram
que em mais de 1/3 desses ensaios os aditivos ndo apresentaram beneficios.
As possiveis causas para essa variagao foram apresentadas por Kung et al.
(2003), e entre elas foram destacadas cepas erradas de bactérias para
determinadas culturas, baixa disponibilidade de carboidratos soluveis na
forragem, quantidade excessiva de oxigénio. A acao do conjunto desses fatores
acarreta em aumento da temperatura da massa ensilada e deve ser
consideradas quando se utilizam bactérias como aditivos na silagem. Essa
variavel esta entre as principais causas que afetam a atividade dos
microrganismos, uma vez que temperaturas acima de 40°C podem prejudicar o
crescimento de muitas cepas de BAL (Weinberg e Ashbell, 1994). Neste
contexto, dois pontos devem ser destacados: Primeiro — aumento da
temperatura em razao de erros de manejo durante a producdao de silagem,
principalmente falhas de compactacdo e vedacado; Segundo - fatores
ambientais que levam ao incremento da temperatura da silagem.

O primeiro caso é facilmente contornado com a correta aplicagdo das
técnicas de producéao de silagem como: ponto de colheita, tamanho de particula,
compactacao e vedacdo (Muck e Holmes, 1999). Uma vez finalizada a
fermentacdo a temperatura cai lentamente para valores entre 25 — 30 °C. Silos
menores (bags ou bolas) podem esfriar mais rapidamente, sendo que a
velocidade de resfriamento depende das condi¢des do clima e em alguns casos
as silagens podem permanecer quentes (>40 °C) por mais de 5 semanas
(Ashbell e Kashanchi, 1987).

O segundo ponto apresenta as maiores limitagbes para uso de
inoculantes em silagens produzidas em climas quentes. Nesta hipdtese, as
tomadas de decisao para contornar os problemas sao mais complexas. Modelos
matematicos foram desenvolvidos para estimar a elevacado da temperatura da
massa pela agcdo de microrganismos e os efeitos sobre pardmetros de
qualidade de silagens (Courtin e Spoelstra, 1990), mas a variavel ambiente nao
€ considerada, mesmo que estudos mostrem que o padrao fermentativo de
silagens é fortemente afetado pela temperatura externa ao silo (Weinberg et al.,
2001).
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Ashbell e Kashanchi (1987) demonstraram que silos comerciais tipo
Bunker tiveram forte influéncia da temperatura externa na retencéo de calor,
principalmente nas camadas da superficie. Essas avaliagbes foram feitas em
condicdo de clima subtropical durante 1 ano, com temperatura maxima
registrada de 42,8°C na superficie interna do silo, enquanto que a temperatura
ambiente atingiu 30 °C. Neste mesmo ensaio foi percebida influéncia da
temperatura externa nas camadas mais inferiores do silo (1,4 metros de
profundidade), demonstrando que o ambiente causa interferéncia em grandes
extensdes do silo.

2.3 Efeito da temperatura sobre a atividade de microrganismos

A alteracao na composicdo dos acidos graxos volateis das silagens,
realizada pelo metabolismo microbiano, durante a fase de estocagem, ha
tempos é discutida (McDonald et al., 1991). No entanto, os fatores que podem
influenciar e determinar essas mudancas ainda hoje séo estudados (Zhou et al.,
2016). Uma das formas de avaliar a intensidade da atividade de cada
microrganismo é pela analise do perfil de acidos graxos volateis.

O objetivo na producdo de silagens é proporcionar um ambiente
favoravel para garantir o crescimento e desenvolvimento dos grupos de bactéria
homofermentativas e heterofermentativas facultativas. Como representantes
desse Ultimo grupo temos: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei,
Enterococcus faecium. Silagens tratadas com esses organismos geralmente
apresentam baixo pH, menores concentracdes de acido acético e butirico e
maior conteudo de acido latico em relagdo a silagens néao tratadas (Muck e
Kung, 1997). No entanto, o simples fato de adicionar essas bactérias durante a
ensilagem nao garante os resultados esperados. Isso porque a populacéo de
microrganismos presente na silagem (epifiticos ou inoculados) sofre grande
influéncia do meio onde estdo se desenvolvendo. Fatores como conducédo da
lavoura (Teller et al., 2012), teor de umidade da planta (Adesogan et al., 2005),
condigdes ambientais (Kim e Adesogan, 2006; Ashbell et al., 2002) podem

mudar completamente o resultado final da fermentacao.
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A producao de silagem em regides de clima tropical enfrenta uma série
de desafios para obtencdo de volumoso de boa qualidade. A combinacao de
calor e umidade, fatores caracteristicos nessas regides, € responsavel pela
proliferacdo de fungos e bactérias espoliadoras nas plantas. Quando essas
plantas sdo colhidas e ensiladas, esses agentes podem causar efeitos adversos
durante a fermentacédo e na estabilidade aerdbica das silagens (Garcia et al.,
1989; Muck, 1987).

Silagens produzidas e armazenadas sob altas temperaturas apresentam
menores concentracdes de acido latico (Ashbell et al., 2002) e maiores perdas
de MS, causadas pela alteracdo de fermentacéo latica para butirica (McDonald
et al., 1966). Adesogan e Kim (2005) relataram diferenca na concentracao de
acidos em silagens de milho armazenadas a 40°C por 82 dias. Os teores de
acido latico, acético e AGV total nessas silagens foram de 39, 17 e 110 g kg™
MS, respectivamente, enquanto que nas silagens controle a concentragéo foi de
67, 24, 146 g kg MS, na mesma ordem. Como consequéncia direta da menor
concetragcao de acido latico o pH passou de 3,76, nas silagens controle (20°C),
para 4,23, nas silagens em ambiente quente (40°C).

Estudos com silagens produzidas em temperaturas baixas sao
escassos na literatura. A exemplo das silagens produzidas em altas
temperaturas, o0s mesmo problemas podem ser encontrados quando condi¢des
opostas (ex. regides frias) estdo presentes durante a producao da silagem.
Geralmente esses materiais apresentam baixa concentracdo de acidos,
consequentemente pH mais alto (Kung, 2010), maior concentracdo de
carboidratos soluveis e alta contagem de leveduras (Zhou et al., 2016).

Temperatura ambiente menor (<10°C) pode favorecer indiretamente a
atividade de leveduras na massa ensilada pela redugdo da taxa metabdlica.
Com o metabolismo mais baixo, a retirada de prétons liberados pelos acidos
organicos no interior da célula é otimizado. Além disso, a baixa temperatura
pode reduzir a eficiéncia desses acidos pela redugdo da permeabilidade na
membrana celular das leveduras (Beales, 2004), ou seja, com menos acido
passando para o interior da célula e a maior capacidade de retirada dos protons,
as leveduras sao capazes de sobreviver em silagens em condicées de clima

frio.
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2.4 Efeito da temperatura sobre a composicao bromatolédgica

Temperaturas entre 30 e 40°C podem afetar diretamente a composi¢ao
bromatolégica das silagens. Reducdes na fracao FDN e FDA foram observadas
em silagens estocadas a 40 °C (FDN 420 g kg”' MS) em relacdo as silagens
mantidas a 20°C (442 g kg’ MS) e aumentos no teor de amido (362 g kg”' MS
para 427 g kg™' MS) e digestibilidade in vitro da MS (62 para 65,8 %) (Adesogan
e Kim, 2005). A redugéo na concentracao de fibras e aumento na digestibilidade
em silagens mantidas em altas temperaturas confirmam a afirmacao de hidrélise
da hemicelulose (xilose e arabinose) feita por Dewar et al. (1963), uma vez que
a atividade das enzimas hemicelulases sdo maiores em temperaturas entre 30 e
40°C (Pitt, 1990). No entanto, a elevada temperatura de ensilagem aumentou a
concentracdo de nitrogénio insoluvel em detergente acido (NIDA). A diminuicao
na disponibilidade de proteina é reflexo do aumento da temperatura com a
formacdo de complexos entre esse aminoacido e carboidratos (Muck et al.,
2003). Somado a esse efeito, Kim e Adesogan (2006) encontram aumentos
expressivo no teor de N-amoniacal em silagens armazendas em temperarturas
altas (40°C). Esse efeito & consequéncia da maior atividade proteolitica das
enzimas das plantas e das bactérias em altas temperaturas (Weinberg et al.,
2001; Muck e Dickerson, 1988)

Pensando pelo lado pratico, 0 aquecimento, desde que controlado, pode
favorecer a acdo das enzimas de origens bacterianas e/ou exdégenas. Algumas
cepas de L. plantarum sao capazes de produzir celulases e xilanases
(Scheirlinck et al., 1990), enquanto outras podem expressar atividade de
amilases (Fitzsimons et al., 1994). Assim, muito embora a temperatura ocasione
efeito deletério na qualidade das silagens, parte das perdas pode ser
compensada pela atividade de algumas enzimas sobre o amido e as fibras.

2.5 Efeito da temperatura sobre a estabilidade aerdbia
Além da alteracdo durante a fermentacdo, a temperatura ambiente

continua causando efeitos deletérios apds a abertura do silo e retirada da
silagem (Ashbell et al., 2002), apesar de temperaturas abaixo de 10 e acima de
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40°C tornarem as silagens mais estaveis em aerobiose. Esse efeito &€ explicado
pela forte influéncia da temperatura sobre a atividade de leveduras (McDolnald
et al., 1991). As leveduras apresentam alta atividade metabdlica logo apés a
abertura dos silos, principalmente se a temperatura estiver entre 20 e 30°C
(Ashbell et al., 2002). Por outro lado, Weinberg et al. (2001) mostraram que
silagens de trigo estocadas a 41°C foram menos estaveis em aerobiose em
relacao a silagens armazenadas a 24°C.

Zhou et al. (2016) investigaram o efeito da temperatura de
armazenamento em silagens de milho estocadas a 5, 10, 15, 20, e 25°C. Esses
autores identificaram espécies de BAL nunca antes relatadas em silagens de
milho armazenadas em temperaturas abaixo de 10°C, mostrando que a
temperatura pode favorecer ou prejudicar o desenvolvimento dos
microrganismos. Nesta amplitude de temperatura (10°C) a relagao latico:acético
foi proxima de 1, sugerindo fermentagdo heterolatica com predominancia dos
Lactobacillus sakei e Lactobacillus curvatus. De forma similar Kim e Adesogan
(2006) encontraram diminuicdo na relacao latico:acético, porém as silagens
estavam em temperatura de 40 °C. Weinberg et al. (2001) descreveram
diminuicdo nessa relacdo a medida que a temperatura de armazenamento foi
aumentando (28 > 37 > 41°C) e justificaram esse efeito pela reducdo na
populacdo de BAL. Dessa forma, fica claro a importancia de conhecer as
amplitudes de temperaturas na silagem e seus efeitos sobre a fermentagéo do
material, principalmente quando se utilizam inoculantes microbianos na

ensilagem.

2.6 Novas perspectivas de estudos na microbiologia de silagens

Outro ponto importante que deve ser ressaltado sobre o
desenvolvimento de novos inoculantes para silagens € a possibilidade de
reducado dos possiveis impactos ambientais causados por essa pratica. Souza
(2015) demonstrou o passivo ambiental que esse método de conservacado de
forragem pode gerar, haja vista a producdo de gases do efeito estufa e
compostos organicos volateis (COV). Contudo, a autora relatou um
comportamento desconhecido até entdo, ou ignorado, nos ensaios laboratoriais
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com silagens. Ela apontou, de maneira inédita, a possibilidade de fixagao de
gases pelos microrganismos durante a fase anaerdbia das silagens.

Uma hipétese para o efeito de fixagdo desses compostos (didxido de
carbono, Hp, nitrogénio atmosférico) pode ser explicada pela respiracao
anaerodbia. Esse conceito € muito discutido em nutricdo de ruminantes por estar
envolvido na producdo de metano no rumen. Neste caso, as oxidagbes
bioldgicas para produgdo de energia nao utilizam o O, como aceptor de
elétrons, ou seja, nitrato, sulfato ou carbonato (CO.) séo utilizados para esse fim
(Stanier et al., 1969). O produto mais conhecido da redugédo do CO- é o metano,
porém outros compostos, tais como: acido acético, podem ser gerados a partir
do processo bioldgico por meio de outras bactérias.

A via metabodlica de Wood-Ljungdahl é a forma que as bactérias
produzem acetato a partir de CO,. Esses organismos sdo conhecidos como
acetogénicos e homoacetogénicos e crescem utilizando o H, como doador de
elétrons, e o dibxido de carbono como o aceptor final de elétrons (Ljungdahl,
1994). O metabolismo de bactérias capazes de produzir &cido acético a partir de
gases como CO; e o H, durante a fermentacao de silagens nunca foi estudada
ou descrita até o presente momento. Ainda que as investigacoes iniciais
realizadas no presente trabalho tenham sido superficiais, restam claras as
possibilidades disponiveis para descricao de novas bactérias co-existentes em

silagens, com conceitos nunca antes aplicados na conservagao de forragens.

2.7 Avaliacéao da producao de gases durante a fase fermentativa de silagens

A avaliacao da producao de gases em silos experimentais € uma variavel
utilizada como indicativo do padréo fermentativo em silagens. O conceito &
simples, pois quanto maior a producdo de gases, mais intensa € atividade de
organismos indesejaveis que causam perdas de matéria seca e energia da
silagem. O método normalmente utilizado para essa avaliagdo consiste na
determinacao gravimétrica das perdas, mediante adaptacdo do silo
experimental (baldes, tubos de PVC ou jarras) com uma valvula fixada na tampa
que permite o escape dos gases produzidos durante a fermentacédo para o
ambiente. Teoricamente essa valvula deveria impedir a entrada do ar

atmosférico para o interior do silo, mas durante a abertura dos experimentos é
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comum notar silagem mofada ao redor desse acessoério, mostrando que a
vedacao nao é totalmente eficiente.

Para determinacdo da amplitude de producdo de gases sao utilizadas
equagdes (Jobim et al., 2007) que permitem estimar e caracterizar os tipos de
perdas. Os calculos podem ser divididos em trés categorias: Perdas totais
(gases+efluente), perdas por gases e perdas via efluente. Basicamente esses
célculos levam em consideracao a diferenca de peso em MS inicial quando da
ensilagem e ao final do experimento. Assim, a variacado na quantidade de MS
ensilada é utilizada para estimativa das perdas por gases.

As formas indiretas de avaliacdo das perdas apresentam alguns pontos
que merecem ser debatidos. O primeiro fator € a amostragem para
determinacao do teor de MS. Como dito anteriormente, os calculos sugeridos
por Jobim et al. (2007) sao efetuados todos na base de matéria seca. Dessa
forma, se a coleta de amostra é mal executada, todos os resultados posteriores
podem ser comprometidos. Outra importante questao diz respeito a secagem da
silagem em estufa que provoca a volatilizacdo de alguns compostos que
carregam consigo fracdes de MS. Esse € um efeito discutido ha tempos, mas
que muitos trabalhos ignoram, e ndo fazem a correcdo do teor MS para
determinar as perdas, acarretando em superestimativas. Uma forma proposta
para resolver esse problema € a coleta total dos gases produzidos durante a
fase fermentativa. Até o momento, poucos pesquisadores trabalharam no
desenvolvimento de silos experimentais que permitem esse tipo de avaliagdo
(Schmidt el al., 2012; Souza, 2014; Knicky et al., 2014; Daniel et al., 2015;
Novinski et al., 2016). Muitos desses autores encontraram correlacao positiva
entre producdo de gas e perdas de MS, afirmando ser um método confiavel
para estimativas do padrao fermentativo.

A avaliacdo da produgdo de gases no Centro de Pesquisas em
Forragicultura (CPFOR) da Universidade Federal do Parana, comegou em 2010,
com a adaptacdo dos silos (baldes plasticos de 18 L) e tubos de latex
conectando o silo a uma camara de armazenamento, com mensuracdo do
volume de gas produzido. A evolugdo dessa técnica permitiu observar muitas
falhas que acontecem durante ensaios com silagem. O principio basico para a
obtencao de silagens de alta qualidade é a criagdo de um ambiente totalmente

livre de oxigénio para crescimento de bactérias anaerdbias. O desenvolvimento
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dessa metodologia mostrou que os silos experimentais tradicionalmente usados
para avaliagdo de silagem n&o sao eficientes em evitar a entrada de ar
atmosférico para o interior do silo, revelando que boa parte dos silos apresenta
algum grau de estresse aerdbico durante o armazenamento causado pela
vedacao deficiente das tampas. Esse efeito deletério permaneceu mesmo apds
varias tentativas de vedacao das bordas da tampa com o corpo do balde. A
solucédo do problema veio somente apos a construcdo de silos experimentais
qgue permitissem uma vedagao hermética.

Um fato que é frequentemente observado nos experimentos que utilizam
0s novos modelos de silo, € que posteriormente a fase de producao de gases,
no inicio do processo fermentativo, ocorre um periodo de estagnacéo e logo em
seguida um efeito reverso, com o aparecimento de vacuo no interior do silo
(Schmidt et al., 2012).

Por ser um efeito até entdo desconhecido, e que se repetia ao longo de
diferentes ensaios, 0 grupo prosseguiu formulando algumas hip6teses para
tentar explicar esse efeito: 1) Acomodacdao da massa no interior do silo que
causava a pressao negativa. Essa teoria foi descartada apds injecbes de ar
atmosférico, sem estabilizacdo da pressao (Souza, 2015). 2) Diferencas de
temperatura causando dilatagdo e contracdo dos gases no interior do silo. Essa
hipétese também foi rejeitada apds ensaios com manutencdo dos silos em
ambiente com controle constante de temperatura. Nesse trabalho de tese de
doutorado conseguimos dar novas contribuicbes para o entendimento desse
efeito.

2.8 Solubilidade do CO; na agua presente na silagem

O desaparecimento de CO2 no interior de silos experimentais
completamente vedados nunca foi relatado, conforme buscas na literatura. Por
isso ndo esta claro quais os mecanismos ou vias que podem contribuir para a
absorcao desse gas pela silagem.

Muito embora a fixacao biolégica de CO, na silagem pareca ser a
explicacdo mais provavel para esse fendbmeno, outras hipbéteses precisavam ser

consideradas.
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Outra possibilidade para de fixagdo de CO. na silagem é a reacao
quimica desse gas com a agua presente no material. A solubilidade do dioxido
de carbono poderia explicar a variagdo de pressao observada em alguns
ensaios avaliando a producdo de gases em silagens (Schmidt et al., 2012;
Novinski et al., 2016). A solubilidade do CO; na 4gua é diretamente proporcional
a pressdao atmosférica e inversamente relacionada com a temperatura
(Szikszay, 1993), ou seja, para que ocorra a solubilizacao e fixacdo do CO, é
necessario haver aumento da pressao no interior do silo. Com o aumento da
pressao as moléculas dos gases sao “forcadas” para dentro do meio aquoso e
ficam retidas na solugdo desde que essa condicdo permaneca. Assim, quanto
maior a pressao exercida pelo ambiente externo, mais retido estara o gas na
fase liquida. Como explicado pela a Lei de Henry, sobre a solubilidade dos
gases em liquidos, a solubilidade € proporcional a pressao exercida pelo gas
que esta acima do liquido (Atkins e de Paula, 2008). Dessa forma, a
solubilidade do CO» na agua da silagem poderia ocorrer somente nos primeiros
estagios de fermentacdo, e sem o escape adequado dos gases produzidos,
onde a elevada producdao de CO, causaria aumento na pressao interna dos
silos, prestando veracidade a Lei de Henry. Ja no estagio final de fermentagéo a
dissolugcdo de CO, n&o ocorreria, uma vez que n&o haveria presséo suficiente
para solubilizar os gases no liquido. Essa hipétese também nao demonstra ser
uma explicacao para o desaparecimento do COx.

2.9 Bactérias sintetizadoras de acetato a partir de gas hidrogénio (Hz) e didxido
de carbono (COy)

Os primeiros relatos sobre as bactérias capazes de reduzir CO, para
acetato (acetogénicas) comecaram no final da década de 60. Ljungdahl e Wood
(1969) apresentaram uma lista de bactérias que possuem a capacidade de
utiizacdo de CO, e H, como subtrato para producdo de acetato em
anaerobiose: Clostridium acidiurici; C. cylindrosporum; C. formicoaceticum,; C.
thermoaceticum (Moorela thermoacetica); C. aceticum; Peptococcus

glycinophilus; Eubacterium limosum (Butyribacterium rettgeri).
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As bactérias acetogénicas podem ser encontradas nos filos

Acidobactérias, Firmicutes e Espiroqueta (Figura 1). Estdo presentes nos mais

diversos ambientes e podem ser isoladas em praticamente todos os habitats.

Acetogénicas sao bactérias anaerdbicas obrigatérias capazes de reduzir CO,

com H, para acetato pela via do Acetil-CoA, conhecida como via de Wood-
Ljungdahl (Drake e Kusel 2003).

@ Genera containing acetogens
. Eubacterium :
Acetobacterium o Natronincola
* W
Alkalibaculum @ @ Tindallia
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FIGURA 1: MICRORGANISMOS FERMENTADORES DE GAS DE SINTESE. COM EXCEGCAO
DAS ARQUEAS, TODOS OS OUTROS MICRORGANISMOS COM ESSA HABILIDADE SAO
CLASSIFICADOS COMO HOMOACETOGENICOS.

FONTE: (LATIF ET AL., 2014)

A rota do Acetil-CoA consiste de dois ramos que juntos reduzem CO-
para Acetil-CoA e pode servir como fonte de carbono para sintese de biomassa
(Ljungdahl, 1994). De maneira geral, a redugcdo de CO, para acetato, com o
hidrogénio como doador de elétrons, tem uma troca de energia de
aproximadamente -100 kd por mol de acetato sintetizado (Drake e Kisel, 2003).
A energia é conservada pela geracao de prétons ou um potencial quimiosmaotico
dependente de sédio que pode ser acoplada para a sintese de ATP pela
ATPase. Um gradiente quimiosmético presente na membrana celular é
responsavel pela conservacao de energia em bactérias acetogénicas. Alguns



33
microrganismos como Clostridium formicoaceticum, Clostridium aceticum e
Moorella thermoacetica possuem citocromos e menaquinona na membrana que
indica a formacao de gradientes de prétons (Botelho, 2016). Outros apresentam
um complexo proteico ligado a membrana chamado de Complexo-RNF que tem
a funcao de catalisar a oxidagdo da ferrodoxina reduzida e a transferéncia de
elétrons ao NAD™, gerando ferrodoxina oxidada e NADH. Como sugerido por
Tremblay et al. (2012) o Complexo-RNF atua como uma bomba de prétons para
reducdo da ferrodoxina, efetuando o transporte ativo de NA* ou H* para fora da
célula.

Existem 19 géneros de bactérias que podem utilizar a via do Acetil-CoA e
sdo nomeadas como acetogénicas, dentre elas: Acetitomanuculum,
Acetobacterium, Acetohalobium, Acetonema, Clostridium, Eubacterium,
Moorella, Ruminococcus, Sporomusa, Thermoacetogenium e Treponema
(Drake e Kisel, 2003).

A sintese de acetato a partir de 2 mols de CO,, com H, como doador de
elétrons permite o crescimento das bactérias acetogénicas. Para tanto, essa via
deve estar ligada a uma rede de formacédo de ATP (Buckel e Thauer, 2013).
Essa rota metabdlica pode ser considerada a primeira via autotrofica
responsavel pela produgdo de biomassa no inicio do planeta terra, sendo,
portanto, a via bioquimica mais antiga (Drake e Kiisel, 2003).

Essas bactérias apresentam uma flexibilidade metabdlica podendo se
desenvolver nas mais variadas condicoes ambientais. Muitas delas séo
encontradas em ambientes completamente ausentes de oxigénio (andxico), tais
como: trato gastrointestinal, sedimentos marinhos (salinos), lodo de lagoas de
decantacéao (Drake, 1994), intestinos de cupins (Boga e Brune, 2000).

A via de Wood-Ljungdahl pode ocorrer em ambas as direcbes de
oxidagcao e reducdo. A transformacao de CO, em acetato € um processo de
reducdo e o acetato pode ser convertido novamente para CO, por meio da
oxidacao (Devarapalli e Atiyeh, 2015). Essa via ocorre em dois ramos, Metil e
Carbonil, que tem como inicio a assimilacdo de CO ou CO; (Latif et al., 2014).
Apos a formacao do Acetil-CoA este pode ser convertido em outros produtos,
incluindo acetato, etanol e biomassa (Figura 2).

No ramo Carbonil ocorrem as seguintes reagdes:



34

1.  Se o CO; for assimilado, ha oxidagdo de ferrodoxina pela
acao do complexo enziméatico mondxido de carbono
desidrogenase/acetil-CoAsintase (CODH/ACS) para producao de CO. No
entanto, se houver assimilagao direta de CO este processo ndo ocorre.

No ramo Metil ocorrem as seguintes etapas:

1.  Se o CO for assimilado, primeiro ocorre uma reducao de
ferrodoxina e HxO, mediada pela enzima mondxido de
carbonodesidrogenase (CODH), resultando na geracdo de CO.. Se
houver assimilacao direta de CO, esta etapa nao ocorre;

2. Com o CO; disponivel no ramo Metil tem-se a oxidagéo de
Formato pela enzima formatodesidrogenase (FDH);

3.  Sintese de Formil-tetrahidrofolato (Formil-THF) pela enzima

Formil-tetrahidrofolatosintetase (FTHFS), com gasto de 1 ATP;

4. Sintese de Metenil-tetrahidrofolato (Metenil-THF) pela
enzima meteniltetrahidrofolatociclohidrolase (MTHFC);

5. Sintese de Metileno-tetrahidrofolato (Metileno-THF) pela
desidrogenacdo de NADH na acdo enzimatica de metileno
tetrahidrofolatodesidrogenase (MTHFD);

6. Sintese de metil-tetrahidrolato (Metil-THF) pela acédo da
enzima metilenotetrahidrofolatoredutase (MTHFR);

7. Sintese de metil-proteina corrindideferro-enxofre (Metil-
CoFeSP), mediada pela enzima metil transferase (MET) e liberagdo de
tetrahidrolato (THF), que ficara disponivel para novas formacgdes de
formil-tetrahidrolato (Formil-THF);
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A unido dos ramos Metil e Carbonil acontece da seguinte forma:

1. Sintese de Acetil-CoA pela atividade do complexo enzimatico
mondxido de carbono desidrogenase/Acetil-CoA (CODH/ACS) que liga a
proteina Metil corrindide ferro-enxofre (Metil-CoFeSP), do ramo Metila,
com o CO, do ramo Carbonila e Coenzima A, ocasionando a liberacao da
proteina ferro-enxofre corrinéide (CoFeSP);

O Acetil-CoA gerado pode ser utilizado para formagao direta de biomassa
ou sofrer acao da fosfotranscetilase, e posteriormente da acetoquinase para
gerar 1 ATP e 1 acetato. Portanto, uma molécula de ATP é formada por
fosforilacdo ao nivel de substrato. Dessa forma, nenhuma producéo liquida de
ATP é observada durante o autotrofismo (Botelho, 2016).

Durante a primeira fase no ramo Metil, a possibilidade de assimilagdo de
CO seguida da acao da CODH ha a geracao de dois protons e dois elétrons que
podem ser utilizados como insumo para a rea¢ao da formatodesidrogenase na
proxima reagao.

Pode-se concluir que a via Wood-Ljungdahl sustenta o crescimento
autotréfico apenas com monoéxido de carbono, sem a necessidade de Hp para
doacéo de elétrons. Em condi¢des heterotréficas, acidos organicos, agucares
simples, alcoois, podem servir como doadores de elétrons pela mesma rota
metabdlica (Drake e Kiisel, 2003).
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FIGURA 2: VIAS METABOLICAS DE BACTERIAS ACETOGENICAS. VIA WOOD-LJUNGDAHL
COM RAMO METIL E CARBONIL. ROTAS METABOLICAS DE PRODUQ,AO DE COMPOSTOS
QUIMICOS A PARTIR DE ACETIL—COA.,ABREVIAQOES: CODH, MONOXIDO DE CARBONO
DESIDROGENASE; CODH/ACS, MONOXIDO DE CARBONO DESIDROGENASE/ACETIL-
COASINTASE; FDH, FORMATO DESIDROGENASE; FTHFS, FORMIL-TETRAHIDROFOLATO
SINTETASE; MTHFC, METENIL TETRAHIDROFOLATO CICLOHIDROLASE; MTHFD,
METILENO TETRAHIDROFOLATO DESIDROGENASE; MTHFR, METILENO
TETRAHIDROFOLATO REDUTASE; MET, METIL TRANSFERASE; THL, TIOLASE; HBD, 3-
HIDROXYBUTIRIL-COA DESIDROGENASE; CRT, CROTONASE; BCD, BUTIRIL-COA
DESIDROGENASE; PTA, FOSFOTRANSACETILASE; ACK, ACETATOQUINASE; AOR,
ALDEIDO:FERRODOXINA DESIDROGENASE; ADHE, ALDEIDO/ALCOOL DESIDROGENASE;
PFOR, PIRUVATO FERRODOXINA OXIRREDUTASE; LDH, LACTATO DESIDROGENASE;
ALS, ACETOLACTATO SINTASE ; ALDC, ACETOLACTATO DESCARBOXILASE; 2,3 BDH, 2,3
BUTANODIOL DESIDROGENASE; CTFA/B, ACETOACETIL-COA:ACETATO/BUTIRATO-O-
TRANSFERASE; PTF, FOSFOTRANSFERASE; FAK, ACIDO GRAXO QUINASE; FD,
FERRODOXINA OXIDADA; FD2-, FERRODOXINA REDUZIDA; THF, TETRAHIDROFOLATO;
COFESP, PROTEINA FERRO ENXOFRE CORRINOIDE

ADAPTADO DE (DEVARAPALLI E ATIYEH, 2015).

2.10 Utilizacao das bactérias acetogénicas e homoacetogénicas (SYNGAS)

Bactérias acetogénicas vém sendo estudadas intensamente nos ultimos
anos principalmente pelas industrias farmacéutica, petroquimica, téxtil e

biocommodities (acetato, acido latico, butirato, 2,3 butanodiol e acetona).
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As questbes ambientais ligadas aos acordos internacionais para reducao
das emissbes de gases do efeito estufa, destino adequado para os residuos
gerados pelas industrias e a busca por biocombustiveis sdo as principais fontes
financiadoras dessas pesquisas hoje. A industria de commodities quimicas e
combustiveis vem realizando grandes investimentos para o aprimoramento da
fermentacdo de gas de sintese (SYNGAS). A utilizacdo dessa biotecnologia
permite a produgédo de combustiveis e acidos organicos pelo aproveitamento de
residuo gasoso gerado nos processos de pirélise e gaseificacao nas industrias
do aco e petroquimica (Zhang et al., 2013). Essas duas fontes de gas de
sintese apresentam sérios problemas relacionados com impacto ambiental,
principalmente pela emissdo de gases do efeito estufa (CO, e N2O). Outra
forma importante para obtencdo de gas de sintese é pela fermentacdo de
residuos agricolas (biomassa), tratamento de esgoto urbano e dejetos de
animais.
O gas de sintese € composto por CO, H,, CO, e pequenas por¢des de
CH4 e N2. No processo de fermentacao de gas de sintese, microrganismos sao
capazes de assimilar os gases como fonte de carbono para producao de outros
compostos, entre eles: acetato, butirato, etanol (Munasinghe e Khanal, 2011).
Dentre os gases utilizados, o hidrogénio e o dioxido de carbono ganham
papel de destaque na producdo de acetato. Os dois gases estdo presentes
durante a fase fermentativa e a fase de consumo. Durante a fermentacéo
primaria as bactérias acidogénicas utilizam carboidratos, proteinas e lipidios
para producdo de acidos organicos, CO, e Ho. Na fermentagdo secundaria, as
bactérias acetogénicas e homoacetogénicas tém as maiores contribuicbes na
producdo de acetato. As bactérias acetogénicas fermentam os acidos
produzidos durante a primeira fase em Hy, CO, e acetato, enquanto as
homoacetogénicas reduzem CO, com H, para formagcdo de acetato.
Homoacetogénicas sao as bactérias acetogénicas que mudam seu metabolismo
em condicOes de estresse (ex. competicao por substrato), para o crescimento
autotréfico utilizando H, e CO, (Saady, 2013). A principal diferenca entre essas
bactérias esta mais relacionada ao tipo de crescimento tréfico e metabolismo do
que ao filo genético. As bactérias homoacetogénicas pertencem a diversos filos
como: Acetobacterium, Butyribacterium, Clostridium, eubacterium,
Peptostreptococcus, Sporomusa. Esses organismos sao encontrados em
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grandes populacbes em digestores anaerdbicos (Ryan et al.,, 2005) e
apresentam versatilidade metabdlica e alta capacidade de utilizar diversos tipos
de substratos.

A utilizacdo das bactérias acedogénicas e homoacetogénicas pode ser
conduzida simultaneamente em bioreatores ou de forma separada. Chen et al.
(2003) obtiveram significante concentracdo de acetato a partir de H, e CO, em
um reator simultaneo para tratamento de chorume de aterro sanitario utilizando
os dois grupos de bactérias. Outro sistema para fermentacdo de gases é a
construcao de dois reatores. O primeiro é responsavel pela fermentacao inicial e
producédo dos gases CO, e H,, e 0 segundo abriga as bactérias responsaveis
pela fermentacdo dos gases produzidos na primeira fermentacao (Figura 3).

Em experimento desenvolvido por Nie et al. (2007), no qual foram
construidos dois reatores para avaliar a atividade das bactérias
homoacetogénicas, o reator A recebeu uma mistura de residuo para tratamento,
glicose, solugao tamponante e inéculo (lodo de tratamento de residuo liquido de
cervejaria) e o reator H somente solugdo mineral + inoculo. A Unica
comunicacao entre os reatores era um tubo que direcionava 0s gases
produzidos no container A para o H. A andlise de AGV no reator H revelou a
presenca de acetato na concentracdo de 0,58 g L' em 240 horas de
experimento. Os pesquisadores concluiram que esse resultado demonstra a

homoacetogénese a partir de CO, e Hz (Figura 3).
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FIGURA 3: ESQUEMA DE SISTEMA INTEGRADO PARA FERMENTACAO DE GASES. A:
BIO-REATOR PARA CRESCIMENTO DE BACTERIAS AACETOGENICAIS. H: BIO-REATOR
PARA CRESCIMENTO DE BACTERIAS HOMOACETOGENICAS. O GAS PRODUZIDO NO
REATOR A E TRANSFERIDO PARA O REATOR H PELO TUBO 3.

ADAPTADO DE: NIE ET AL. (2007).

Dentro desse processo de producdo as bactérias homoacetogénicas vém
ganhando destaque. Nesse momento € importante distinguir dois conceitos:
acetogénese e homoacetogénese.

Acetogénese é a producdo de acetato pelas bactérias acetogénicas
heterotréficas por meio da oxidagdo de &cidos organicos como: butirico,
propidnico, acido valérico (Parawira et al., 2004). Homoacetogénese é a
formacdo de acetato por microrganismos acetogénicos autotréficos com a
reducdo de CO, com H,. Dessa forma, os dois grupos geram acetato, no
entanto, os primeiros produzem CO» e Hy, e 0s segundos consomem (Nie et al.,
2007). O fato é que esses microrganismos nunca receberam atencao em
pesquisas com silagens e o potencial de utilizacdo ainda nao foi estudado. A
investigagéo e isolamento das bactérias homoacetogénicas em silagens, e a
capacidade dessas bactérias em fixar o CO, produzido pelos organismos
acidogénicos precisa ser estudada.

Clostridium e Acetobacterium sao 0Ss organismos autotréfico e
heterotrofico homoacetogénicos mais comuns encontrados em lagoas para

tratamento de residuos de esgoto (Abreu et al., 2007). Os organismos
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homoacetogénicos podem oxidar ou sintetizar acetato em funcdo da
concentracdo externa de Ho e por isso sdo grandes competidores com as
archaea metanogénicas em baixo pH. No Quadro 2 sdo descritas algumas
espécies de bactérias homoacetogénicas.

QUADRO 2: EXEMPLOS DE BACTERIAS HOMOACETOGENICAS E CARACTERISTICAS DE

CRESCIMENTO (TEMPERATURA E pH)

Espécie de bactéria temperatura pH
Acetobacterium sp. 27-30 NI
Acetoanaerobium Mesofilo NI
Clostridium ljungdabhili NI NI
C. formicoaceticum NI NI
C. drakei 5-40 3,6-7,4
Moorella thermoacetica NI 5,7-7,7
Acetonema longum NI NI

" NI — NAO INFORMADO
ADAPTADO DE: SAADY (2013).

As pesquisas com as bactérias acetogénicas e homoacetogénicas
encontram alguns desafios. Entre eles a sensibilidade das enzimas, presentes
no metabolismo dessas bactérias, para a presenca de oxigénio e que por isso
requerem um ambiente estritamente anaerdbico para manutencéo da atividade.
Assim, como €& de conhecimento geral, a completa vedagdo em silos
experimentais é dificilmente alcancada e o estudo da atividade dessas bactérias
€& comprometido. Devido a falta de padronizacao e utilizagdo de varios tipos de
silos experimentais, trabalhos com silagens podem apresentar algumas
limitagbes no estudo das bactérias homoacetogénicas. Outra forma de avaliar a
atividade dessas bactérias poderia ser pela analise da concentracao de acetato,
no entanto, ndo existe qualquer parametro que possa diferenciar o produto
formado pela via oxidativa ou pela via redutiva, a ndo ser que se utilizem

substratos marcados radioativamente.
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2.11 Bioquimica das bactérias homoacetogénicas

As bactérias homoacetogénicas podem converter 1 mol de hexoses em 3
mol de acetato (Figura 4), sendo que 2 mol de acetato sdo produzidos pela via
oxidativa (oxidagdo do piruvato para acetato), com a producdo de 8 mol de
equivalentes redutores e CO,. J& o terceiro mol de acetato é produzido pela via
de reducgdo (via de Wood-Ljungdahl), na qual o CO, é reduzido com o H;
(Drake, 1994).
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A utilizacao da via do Aceti-CoA nao é a principal forma de crescimento
das homoacetogénicas. Essas bactérias empregam essa rota alternativa
somente quando o substrato (acucares) se esgota (Nie et al., 2008). Em
biodigestores adequadamente balanceados as bactérias homoacetogénicas
utilizam o crescimento heterotroéfico por ser uma forma mais rapida para
conseguir energia em relacdo ao crescimento autotréfico. Por outro lado, em
condicbes de estresse, como desbalangco na atividade metabdlica, baixa
disponibilidade de H> e mudanca no pH, ocorre uma alteracdo no metabolismo
para aliviar os efeitos que podem inibir a atividade das bactérias
homoacetogénicas. E possivel ainda durante a fermentacéo ocorrer a produgao
e 0 consumo de H; e CO,, muito embora poucos trabalhos tenham investigado
essa possibilidade em biorreatores com cultura mista (Dinamarca, 2010).

2.12 Importancia do pH do meio de cultivo para a atividade dos microrganismos

homoacetogénicos

O pH é um importante fator de estresse para manutencdo da atividade
dos microrganismos em biodigestores. Em sistemas que visam a producao de
combustiveis e biocommodities, a quantidade e o tipo de AGVs produzidos é
fortemente dependente do pH. Quando o pH se encontra entre 4,0 e 5,0 a
producédo de propionato é favorecida, enquanto que pH na faixa de 6,0 e 7,0
promove a formacdo de acetato e butirato (Zoetemeyer Jr. et al.,, 1982).
Clostridios produzem acidos em pH levemente basico e mudam seu
metabolismo em pH acido (abaixo de 5) para producdo de compostos com pH
neutro como etanol, butanol, formato (Wiegel et al., 2006). Segundo McDonald
et al. (1991), as vias metabdlicas que resultam na formagéo de etanol, entre
outros produtos que ndo o acido butirico, ndo sao aproveitadas com frequéncia
pelos Clostridios, porém, quando utilizadas, a atividade ocorre nos estagios
finais de fermentacao das silagens, quando o pH é mais baixo. Essa afirmacao
contradiz o entendimento que o pH baixo (> 4,2) interrompe a atividade desse
grupo de bactérias (McDonald et al., 1991). A atividade dos microrganismos é
afetada pelo pH do meio, seja na silagem ou em biodigestores (Stanier et al.,
1969), porém nao é interrompido.
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A taxa de crescimento de alguns grupos de bactérias anaerébicas muda
conforme a variacdo do pH e cada grupo apresenta um intervalo 6étimo de
desenvolvimento. As bactérias acidogénicas apresentam maxima atividade em
pH 5,9 (Horiuchi et al., 1999), ao passo que as acetogénicas, e metanogénicas
hidrogenotroficas e acetoclasticas se desenvolvem bem em pH préximo a 7
(Gujer e Zehnder, 1983). O baixo pH pode limitar a consumo de H, pelas
metanogénicas hidrogenotroficas, mas ndo afeta a atividade das
homoacetogénicas (Luo et al., 2011) em ambientes com pH inicial de 5,5 e
temperatura acima de 37°C. A utilizagdo de H; para produgao de combustivel é
uma promissora fonte de energia renovavel, devido a sua alta concentracao
energética 122 kj g, 2,75 vezes maior do que dos combustiveis fosseis. No
entanto, o principal desafio durante a fase de producdo do H, é controlar os
microrganismos homoacetogénicos que consomem esse produto.

Uma das estratégias sugeridas para inativacdo de alguns organismos
indesejaveis é o abaixamento do pH (Wang e Wan, 2009). Entretanto, o uso
isolado desse método nao é eficiente para controlar todas as bactérias e a
presenca de homoacetogénicos acidofilos pode ser observada mesmo em pH
de 3,8 (Kotsyurbenko et al., 2007).

Conforme mencionado, essa rota metabdlica e o0s microrganismos
capazes de realizd-la nunca foram descritos ou estudados em silagens.
Contudo, o embasamento tedrico proveniente de outras areas do conhecimento
nos indica ser possivel o desenvolvimento e a atividade dessas bactérias em
silagens. Esse processo explica de forma consistente o efeito da absorgéo de
gases observado de forma constante nos experimentos desenvolvidos no
CPFOR.
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4.0 CAPITULO | - EFEITO DE ADITIVOS BACTERIANOS SOBRE A
QUALIDADE DE SILAGENS DE MILHO E DINAMICA DA PRESSAO
INTERNA DE SILOS EXPERIMENTAIS

Resumo

A proposta desse trabalho foi avaliar o efeito de aditivos microbianos composto
por bactérias heterofermentativas facultativas sobre a qualidade de silagens de
milho e a dindmica de producdo de gases. Os silos experimentais utilizados
foram equipados com dispositivo capaz de armazenar e medir 0s gases
produzidos durante a fermentacdo permitindo ainda a afericao da pressao sem
comprometer a anaerobiose na silagem. Ao total foram confeccionados 25 silos
com 5 kg £ 0,01 de forragem fresca cada um. Os tratamentos foram: Row —
bactérias homofermentativas 2 x 10° ufc g° MV + enzimas; Sil-All — bactérias
homofermentativas na concentracdo de 1 x 10% Fire — Dbactérias
homofermentativas na concentracdo de 1 x 10° + enzimas + benzoato de sédio;
Maize — bactérias homofermentativas na concentracdo de 2,5 x 10°; e Controle
— sem adicao de bactérias. Nao houve efeito positivo dos aditivos sobre a
qualidade da silagem, estabilidade aerébia, producao de &cido latico e AGVs e
perdas de matéria seca. Houve maior preservacao de proteina bruta na silagem
tratada com o aditivo Row, muito embora ndo esteja claro se esse efeito ocorreu
em razao do tratamento ou variagcdo na qualidade da planta. A presenca de
enzimas fibroliticas nao alterou a fracdo FDN das silagens em relacdo ao
Controle. A utilizacdo de aditivos contendo BAL reduziu a producao de acido
butirico, propiénico e 1,2 propanodiol nas silagens. O aditivo Fire foi eficiente
em controlar a populagdo de leveduras e producdo de etanol nas silagens
tratadas, efeito atribuido ao benzoato de sddio presente nesse aditivo, contudo
ndao houve melhoria na estabilidade aerdbia dessas silagens. A producéo de
gases foi influenciada mais pela ordem de ensilagem do que pelos aditivos. A
pressado interna dos silos foi mensurada apds 13 dias de ensilagem utilizando
um mandémetro de coluna de agua com capacidade maxima de afericao de -
1200 a +1200 mmCA. A pressdo negativa nos silos foi negativamente
correlacionada (r= -0,513 p<0,05) com o volume de producdo de gas nas
primeiras 12 horas. O mandmetro de coluna de agua pode ser usado para medir
a pressao dos silos experimentais, porém liquidos mais pesados devem ser
usados para alcangar a maxima amplitude.

Palavras-chave: diéxido de carbono, microbiologia, perdas de matéria seca,
pressao negativa
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Abstract

The aim of this study was evaluated the effect of facultative heterofermentative
bacteria on quality and dynamic of gas production of corn silage. As silos were
used PVC tubes prepared to collect and measure the gas production as well the
internal pressure. 25 silos were filled with + 5 kg of fresh matter of forage. The
treatment were: ROW homofermentative bacteria %2 x 10° CFU g’ FM) +
enzymes; Sil-All — homofermentative bacteria (1 x 10°; Fire — homofermentative
bacteria (1 x 10°; Maize — homofermentative bacterla (2.5 x 10°; and Control —
No additive. No positive effect was noticed on silage quality, aerobic stability,
lactic acid and VFA concentration, and dry matter losses. There was the higher
preservation of crude protein when silage was inoculated, however, it is not clear
if the effect was caused by treatment or quality variation in nature plant. The
enzymes did not affect the NDF content when compared with Control. The
additives composed of lactic acid bacteria (LAB) decreased the butyric acid,
propionic acid, and 1,2 propanediol concentration in corn silage. The silage
treated with Fire additive showed lower yeast count and ethanol concentration,
an effect assigned by the presence of sodium benzoate, however, no aerobic
stability improvement was reached. The effect on the gas production was
attributed to the sequence of the ensiling than the additives impact. The internal
pressure was measured after 13 days of ensiling by Tube-U water manometer
with -1200 to 1200 range capacity. The negative pressure inside the silos was
correlated (r= -0.513 P < 0.05) with the total gas production in the first 12 hours.
The column water manometer appears to be useful for measuring the pressure
in the lab silos, but the heavy liquid should be applied to determine the final
value. After fermentative phase, the negative pressure inside the silos may occur
by the mass accommodation into the silos, but others possibilities need to be
evaluated.

Key-word: dioxide of carbon, microbiology, dry matter losses, negative pressure
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4.1 INTRODUCAO

As variaveis mais usadas para avaliar o padrao fermentativo de silagens
incluem pH, concentracdo de acidos graxos volateis, alcool e a populacao
microbiana na abertura. Mais recentemente, a coleta, mensuragéo e analise dos
gases produzidos durante a fermentacdo estdo sendo utilizadas como
parametros complementares (Schmidt et al., 2012). Em uma fermentacgéo ideal
as bactérias homolaticas utilizam carboidratos solUveis como substrato para
producdo exclusiva de &cido latico. Como resultado desse metabolismo héa
poucas perdas de MS e energia (Pahlow et al., 2003). No entanto, a dindmica
de fermentagdo de forragens € complexa e envolve um grande numero de
microrganismos.

As mais antigas e mais usadas bactérias para inoculacao em silagens
sdo as BAL homofermentativas. Hoje, no entanto, muitos microrganismos desse
grupo sao reclassificados como BAL heterofermentativos facultativas (Pahlow et
al., 2003). As BAL heterofermentativas facultativas (ex. L. plantarum) fermentam
hexoses, assim como as homofermentativas obrigatorias (ex. L. acidophilus e L.
salivarius), quase que exclusivamente em acido latico. As BAL
heterofermentativas facultativas distinguem das homofermentativas obrigatérias
por apresentarem a enzima fosfoquetolase. Essa caracteristica fornece a essas
bactérias a capacidade de fermentar pentoses produzindo acido latico e acido
acético. Os representantes desse grupo incluem Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei, Enterococcus faecium e varias espécies de Pediococcus.
Silagens tratadas com essas bactérias normalmente apresentam menor valor de
pH, acido acético e acido butirico e maior concentracao de acido latico (Muck e
Kung, 1997). Porém uma recente meta analise revelou que o tipo do material
ensilado pode alterar o efeito desses inoculantes (Oliveira et al., 2017). Essa
revisdo mostrou que houve reducdo do pH em silagens de gramineas
temperadas e tropicais, alfafa e algumas leguminosas, mas ndo em silagens de
milho e sorgo.

Os aditivos de silagens podem ser divididos em 4 categorias: 1)
estimulantes de fermentacéo; 2) inibidores de fermentacdo; 3) inibidores de
deterioracdo aerdbica 4) materiais secos usados como absorvente do excesso
de agua (McDonald et al., 1991; Kung et al., 2003). Essas categorias foram
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criadas em funcéao do tipo de acdo na silagem e algumas vezes o mesmo aditivo
pode ser classificado em duas classes distintas. Dessa forma, a categoria
estimulantes de fermentacdo podemos subdividir em bactéria acido laticas
(BAL) homofermentativas, BAL heterofermentativas obrigatorias, combinacao de
inoculantes com BAL heterofermentativas obrigatérias e homofermentativas ou
BAL facultativas heterofermentativas, outros inoculantes (outras bactérias que
nao BAL), substratos (melaco, agucares) e enzimas (Kung et al., 2003).

Por décadas as avaliacbes dos aditivos bacterianos se concentraram
em repetir ensaios utilizando os grupos de bactéria homo e heterolaticas
selecionados provenientes das mesmas regides, implicando em grande
variagcdo de resultados.

Parte da falta de resultados consistentes nos experimentos com essas
bactérias se deve a condicbes adversas as quais as silagens sdo submetidas
(Weiss et al., 2016; Weinberg et al., 2001) principalmente variagdo ambiental.
Nesse sentido, a identificacdo e selecdo de microrganismos endémicos de
determinadas regides comecaram a despertar interesse dos pesquisadores
(Avila et al., 2009; Silva et al., 2014; Santos et al., 2015)

O objetivo desse trabalho foi avaliar aditivos microbianos comerciais
sobre a composicao quimica, perdas e pressao interna dos silos experimentais.
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4.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Centro de Pesquisas em Forragicultura
(CPFOR) na Fazenda Experimental Canguiri - Universidade Federal do Parana
em Pinhais/PR. A formacdo da lavoura foi realizada em 05/11/2014 com o
hibrido Biomatrix 2B655HX (Dow AgroScience) e a ensilagem ocorreu em
05/03/2015, quando as plantas apresentavam 278,4 g MS kg™

A forragem foi picada utilizando picadora estacionaria regulada para
processamento tedrico de particulas de 10 mm.

Como tratamentos foram utilizados combina¢des de diferentes bactérias
(Lallemand Animal Nutrition), compondo quatro aditivos: ROW: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus
faecium com quantidade final inoculada de 2 x 10° ufc g' MV de forragem e
enzimas amilase, xilanase, celulases e hemicelulases. Sil-All: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus
faecium com quantidade final inoculada de 1 x 10° ufc g de MV de forragem
ensilada. FIREGUARD: Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici,
Pediococcus pentosaceus com quantidade final inoculada de 1 x 10° ufc g MV
de forragem e enzimas amilase, xilanase, B glucanase e benzoato de sodio.
MAIZE-ALL: composto pelos seguintes microrganismos: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus
faecium com quantidade final inoculada de 2,5 x 10° ufc g”' MV de forragem. E o
tratamento CONTROLE sem aditivo. Todos os inoculantes foram diluidos em
100 ml de &gua destilada e aplicados utilizando borrifador manual. No
tratamento controle foram aplicados somente 100 ml de 4gua destilada.

4.2.1 Sistema de coleta de gases e medicao de pressao

Como silos experimentais foram utilizados tubos de PVC com 150 mm
de didmetro e 50 cm de altura com volume util total de 8,48 L. Os silos foram
equipados com aparato para mensuracao de gases produzidos durante a fase
fermentativa segundo metodologia descrita por Souza (2015). Os registros do
volume de gas produzido foram realizados durante 84 horas consecutivas. Os
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intervalos de leituras eram determinados conforme a velocidade de producéao,
uma vez que o sistema desenvolvido apresenta limitagcdo na capacidade de
armazenamento (1 litro), o que torna necessario o esvaziamento frequente para
que nao haja vazamento e perda dos gases.

A utilizagao de silos hermeticamente fechados, além de permitir a coleta
total dos gases, possibilita determinar a pressao no interior do recipiente. Para
isso foi desenvolvido um mandémetro modelo coluna de &gua para medir a
pressédo dentro dos silos. Esse modelo de equipamento € capaz de determinar
pressdes baixas, tanto positivas quanto negativas. No presente ensaio foi
determinada somente a pressdo negativa, uma vez que a pressao positiva,
caracterizada pela producdo e expulsdo do gas, nao foi determinada. Para a
construgcdo do manémetro foi utilizada uma régua de madeira (posicionada
verticalmente) com 1,8 metros de altura com graduacao milimétrica em toda sua
extensdo. Nas laterais opostas foi fixado um tubo flexivel de plastico com
diametro de 4 mm em forma de “U” que posteriormente foi preenchido com agua

até a altura de 90 cm (Figura 5).

FIGURA 5. VISAO GERAL DO MANOMETRO DE COLUNA DE AGUA E DETALHE DO NIiVEL DA
AGUA NO INTERIOR DOS TUBOS

Na extremidade do tubo foi acoplada uma valvula para permitir a ligacao
do man6émetro com o sistema dos silos experimentais sem risco de vazamentos
ou entrada de ar atmosférico. As leituras foram realizadas a cada trés dias apo6s
o término da fase de producao de gas (pressado positiva) (10 dias pos
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ensilagem) e permaneceram com o mesmo intervalo de leituras até a abertura,

aos 93 dias.

4.2.2 Ensilagem e tratamentos

Os tratamentos foram preparados individualmente e somente apds o
término da ensilagem e limpeza dos equipamentos novas plantas eram
processadas para o tratamento seguinte. A montagem de experimentos com
silagens sdo complexos, trabalhosos e lentos. Do preparo da forragem até o
enchimento e vedacdo do silo experimental leva-se muito tempo, podendo ser
essa uma causa de variacao entre os tratamentos. Essa demora esta entre as
principais limitacées nos ensaios avaliando aditivos em silagens e ndo ha uma
metodologia ou uma forma para anular esse efeito. Diante dessa questao
adotamos a seguinte ordem de ensilagem dos tratamentos: 1°. ROW; 2°. SIL
ALL; 3° FIREGUARD; 4° MAIZE; 5° CONTROLE, na tentativa de anular
qualquer efeito positivo sobre o tratamento controle e penalizacao nos
tratamentos com aditivos. Foram coletadas duas amostras por tratamento para
determinacdo do teor de MS, pH e composicdo quimica. Para a anadlise
microbiolégica da forragem foram coletadas amostras do material picado do
primeiro e do ultimo tratamento, antes da aplicacéo do aditivo.

Anteriormente ao enchimento e compactagao da forragem, 5 porgdes de
5,400 kg de material foram pesados e distribuidos separadamente em local
limpo. Cada uma dessas fragdes, que representava uma repeticdo do
tratamento, foi totalmente compactada no silo experimental. Esse procedimento
foi adotado para manter a mesma densidade para todos os silos (637+3 kg MV
m?®). A forragem foi compactada com auxilio de um bastao de madeira protegido
na extremidade com saco plastico que foi trocado a cada tratamento.

Os silos ficaram armazenados por 93 dias em sala com temperatura
controlada a 24,2+3°C.
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4.2.3 Abertura dos silos e determinacao de perdas fermentativas

Anteriormente a abertura, os silos foram pesados para determinacao das
perdas fermentativas, como descrito por Jobim et al. (2007). A desensilagem foi
realizada manualmente e o material retirado depositado em sacos plasticos
(individuais e identificados) para homogeneizacéo e coleta de amostras para as
analises.

As amostras de silagem de todos os silos foram coletadas pelo mesmo
avaliador. Ap6s a homogeneizagdo manual o responsavel realizava a coleta de
5 subamostras para compor a porcédo final, que era subdividida em duas
amostras, que foi destinada para as analises quimicas e fisicas.

Os calculos de perdas de MS durante o armazenamento foram realizados
utilizando as formulas descritas por Jobim et al. (2007).

4.2.4 Coleta e processamento das amostras

As analises da composicado quimica das amostras foram realizadas pelos
seguintes métodos: Proteina Bruta, pelo método de DUMAS; Matéria Mineral
(MM) e Matéria Seca (MS), pelo método descrito por Silva e Queiroz (2002);
Fibra em Detergente Neutro (FDN) e Fibra em Detergente Acido (FDA), pelo
método sequencial ANKOM, descrito por Holden (1999).

Para determinacdo do conteudo de MS, duas porcées de = 300 g de
amostra umida foram coletadas de cada repeticdo e mantidas até peso
constante em estufa de circulacao forgcada a 65°C, e revolvidas uma vez ao dia.
Apds a determinagdo do teor de MS essas amostras foram misturadas para
compor uma Uunica porcdo que foi encaminhada para moagem. O
processamento das amostras foi realizado em moinho (modelo — MA580,
Marconi) utilizando peneira com crivos de 1 mm. Uma segunda secagem foi
realizada a 105°C para determinar a umidade residual e correcao dos valores
da composicdo quimica (Silva e Queiroz, 2002). Outras duas amostras de
silagem uUmida de + 50 g cada foram coletadas para avaliagdo de pH,
microbiologia e concentracdo de compostos volateis (COV). Para avaliacao de

pH, 25 g de amostra foi agitada por 1 minuto em agua destilada e a leitura
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realizada na sequéncia com pHmetro digital (PG 1400, Gehaka). Apos a leitura,
a mistura (amostra+agua) foi processada em liquidificador por 1 minuto em
velocidade maxima. Ao término, o suco foi filtrado em gaze dupla e depois em
filtro de papel Wattman 54. Apés a ultima filtragem uma fragdo de 2 mL foi
coletada e armazenada em tubos Eppendroff e imediatamente congelada. As
analises de COV foram realizadas no Laboratério de Bromatologia da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de Sao Paulo,

conforme metodologia descrita por Daniel et al. (2013).

4.2.5 Plaqueamento e contagem microbiol6gica

O plagueamento para contagem de bactérias acido laticas, leveduras e
fungos foram realizadas no mesmo dia, no fechamento e na abertura do
experimento, no laboratério do CPFOR. Em 225 mL de solugdo Ringer,
autoclavada no dia anterior, uma porcéo de 25 g de amostra foi homogeneizada
por 4 minutos em agitador de pas tipo Stomacher (MA440/CF, Marconi) a
velocidade de 150 rpm. Ao término da agitagdo a solucao foi filtrada em gaze
com trés camadas. A partir do filtrado foram realizadas diluicbes sequenciais em
caldo MRS (MRS Broth ACC — Rogosa e Sharpe, Merck) para crescimento de
BAL, e solugdo Ringer para contagem de leveduras e fungos. As diluicdes (10,
10°, 10®) em caldo MRS foram plaqueadas em placas Petrifilm (AC, 3M®) e
alocadas em jarra de cultivo de microrganismos contendo disco gerador de
anaerobiose (anaerobac, Probac). A jarra foi mantida em estufa a 30°C e a
contagem da populacéao foi realizada 48+4h apés a incubacéao. As diluicdes (10
210, 10 em solucdo Ringer foram plaqueadas em placas Petrifim (YM, 3M®)
e incubadas em estufa de cultura com temperatura média de 23,5°C por 72h,
para contagem sequencial de leveduras, e 120h, para contagem de fungos.

4.2.6 Estabilidade aerdbica p6s-abertura
Apoés todas as amostras coletadas, as silagens remanescentes nos sacos

plasticos (identificados) foram submetidas a avaliagdo de estabilidade em
aerobiose por 240 horas. Uma porcao de 3 kg de silagem de cada repeticéao foi
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acondicionada, sem compactacao, em baldes plasticos individuais e mantidos
em sala com temperatura controlada (25°t2 C). Um term6metro eletrdnico
registrador (datalogger EL-USB, Lascar), programado para registro automatico
da temperatura a cada 30 minutos, foi inserido no centro da massa em cada
balde e outro foi mantido no interior da sala. Ao final do periodo de avaliagdo os
baldes foram pesados e todo o material colocado em sacos plasticos individuais
para homogeneizagdo. A amostragem em 5 pontos diferentes foi usada para
compor a amostra final para determinacédo do teor de MS e calculo de perdas
totais durante a estabilidade em aerobiose. A elevacdo da temperatura em 2°C
em relacdo ao ambiente foi utilizada para determinar o intervalo de tempo em
gue houve o inicio da degradacao da silagem. Outras variaveis calculadas para
determinar o tempo de preservagcdo da silagem poés-abertura foram a
temperatura acumulada (Tacum = definida como a soma das temperaturas da
silagem menos a temperatura ambiente), temperatura maxima registrada
(Tmax) e tempo para atingir a Tmax.

Além das variaveis de temperatura, a avaliacdo do pH ao longo do
periodo de exposicdo aerdbia da silagem também foi realizada. Para cada
repeticdo, um balde “irmao” foi preparado para amostragens a cada dois dias e
mensuracdo do pH em extrato aquoso. Dessa forma, foi possivel fazer uma
curva de evolucéao do pH durante os 10 dias de ensaio.

4.2.7 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento para testar a diferenca entre os tratamentos foi
inteiramente casualizado com 5 tratamentos e 5 repeticbes, totalizando 25
unidades experimentais.

Os dados brutos foram submetidos a teste de normalidade (Shapiro-
Wilk) e a homogeneidade de variancia foi avaliada e corrigida, quando
necessario, pelo método Box-Cox.

As variaveis que apresentaram diferenca significativa com probabilidade
de erro menor que 5% na andlise de variancia (ANOVA) foram submetidas ao
teste de comparacao de médias de Tukey (5% de significancia).
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O software utilizado para realizagdo da analise estatistica foi o JMP® pro
13.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de composicao quimica, pH e teor de matéria seca da
forragem original, para os diferentes tratamentos, estdo apresentados na Tabela
1. Para melhor apresentacdo e comparacao dos resultados a ordem dos
tratamentos estd em ordem inversa de ensilagem. Embora ndo haja
comparacao experimental entre tratamentos é possivel perceber um aumento
nos teores de MS, MM e pH da forragem entre o primeiro (Row) e o ultimo
(Controle) tratamento ensilado e pequenas redugdes nos conteludos de FDN,
FDA e proteina bruta.

TABELA 1: COMPOSICAO BROMATOLOGICA DO MILHO ANTES DA ENSILAGEM

Tratamentos'
Variaveis® Controle Maize  Sil Fire Row Média DP®
Matéria Seca, g kg 280 281 279,7 2752 2735 2783 0,41
MM, g kg‘1 MS 35,2 33,9 34,5 33,8 32 33,9 0,11
Proteina bruta, g kg‘1 MS 54,6 58 62,8 61,9 63,5 60,2 0,42
FDN, g kg‘1 MS 538 564 540 566 573 556 1,66
FDA, g kg'1 MS 241 262 257 275 254 257.8 1,21
pH 6,06 5,95 5,88 5,87 5,90 5,92 0,10

"ROW: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2 x
10° ufc/g MV) e enzimas amilase, xilanase, celulases e hemicelulases. Sil-All: Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (1 x 10° ufc/g de MV). FIRE:
Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus (1 x 10° ufc/g MV) e enzimas
amilase, xilanase, B glucanase e benzoato de so6dio. MAIZE: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2,5 x 10° ufc/g MV). CONTROLE sem aditivo.
®MS= Matéria seca; MM= matéria mineral; FDN= Fibra em detergente neutro; FDA= Fibra em detergente
acido,
®DP — Desvio padrao

Possivelmente, a ordem de ensilagem dos tratamentos pode ter
influenciado essas variaveis, pois a plantas de milho foram colhidas ao mesmo
tempo. A diferenca de trés horas entre o inicio e o fim da ensilagem aparenta
ser uma importante fonte de variacdo, desconsiderada por muitos
pesquisadores. Normalmente a picagem das plantas para ensilagem é realizada
de uma unica vez e dessa pilha séo retiradas as por¢cdes para a preparacao dos
tratamentos. Além disso, a forma e a frequéncia de coleta de amostras nédo sao
detalhadamente explicadas nos artigos. Entende-se que a coleta de amostra

para determinar a qualidade da forragem (in natura) é feita logo no inicio das
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atividades e em uma Unica amostragem que representa o todo (Skonieski et al.,
2017; Sucu et al., 2016). Rotineiramente os ensaios com aditivos em silagens,
os trabalhos séo iniciados pelo tratamento controle para evitar a contaminacao
pelos outros tratamentos. No entanto, seguindo esse raciocinio l6gico, a
qualidade da forragem do primeiro tratamento ensilado pode ser diferente do
ultimo tratamento e a comparacao dos resultados entre tratamentos pode ser
equivocada.

Essa fonte de variagdo pode gerar interpretagdo errada de algumas
variaveis ao final do experimento. Neste ensaio, o tempo de confeccdo dos
tratamentos demonstra ser a causa de variagdo em algumas caracteristicas
quimicas da silagem. Podemos afirmar que o tratamento Row preservou maior
quantidade de PB (P < 0,05) na silagem em relacao ao controle (64,3 e 59,2 g
kg MS, respectivamente, Tabela 3). Porém, os teores desse composto j& eram
diferentes na ensilagem, muito embora, as plantas tenham sido colhidas da
mesma area € ao mesmo tempo. A variagdo na composi¢cao quimica pode ser
resultado da protedlise enzimatica da planta que permaneceu mais tempo
exposta (Fairbairn et al., 1992).

Da mesma forma, a contagem microbiolégica foi realizada em duplicata
e na mesma sequéncia das coletas anteriores. O resultado do plaqueamento
dessas amostras esta apresentado na Tabela 2. E possivel perceber aumento
na populacéo de BAL entre a amostra 1 e amostra 2 (6,83 e 7,43 log UFC/g). A
contagem de leveduras e fungos filamentosos foi proxima entre as
amostragens. Muito embora, ndo tenha sido delineado um experimento para
avaliar os efeitos do intervalo da ensilagem sobre as caracteristicas da silagem,
podemos sugerir que mesmo um curto espaco de tempo (3 horas no presente

ensaio) € uma importante causa de variagao.

TABELA 2: POPULACAO EPIFITICA DO MILHO PRE-ENSILAGEM COM DOIS
INTERVALOS DE COLETA DE AMOSTRA

Sequéncia de coletas’

Variaveis Amostragem 1 Amostragem 2
BAL, log UFC/g 6,83 7,43
Leveduras, log UFC/g 5,48 5,36
Fungos filamentosos, log UFC/g 5,38 5,35

" Amostragem 1: amostras coletadas no inicio da ensilagem logo apés a picagem das primeiras plantas;
Amostragem 2: coleta de amostra realizada momentos antes de ensilagem do Ultimo tratamento, logo apds a
picagem das Ultimas plantas.
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A populagdo de BAL epifitica na Amostra 1 (coletada no inicio do
experimento) € condizente com as contagens para esse tipo de forragem
(Driehuis et al., 1999). Muito embora boa parte das bactérias do acido latico
sejam anaerdbicas estritas (McDonald et al., 1991), ap6s a colheita da planta e
em condicoes aerdbicas € possivel observar aumento na populagdo desses
organismos (Uriarte-Archundia et al., 2002), possivelmente pelo crescimento de
espécies microaerofilas (Klein et al., 1998). A presenca de leveduras e fungos
filamentosos apresentou valores similares a outros trabalhos com ensilagem de
milho no Brasil (Basso et al., 2012) e ndo sofreu alteragcao devido ao tempo de
espera para ensilagem.

Houve efeito dos aditivos sobre a composi¢cdo quimica das silagens em
comparacdo ao controle, conforme apresentado na Tabela 3. As silagens
tratadas com os aditivos Sil e Maize apresentaram maiores concentracoes de
MS (P < 0,05) em relacao ao aditivo Fire e menor teor de MM em comparacao
aos demais tratamentos. O teor de proteina bruta foi menor (P < 0,05) na
silagem Controle em relacao a silagem tratadas com o aditivo Row. A utilizacao
do aditivo Maize promoveu aumento no conteudo de FDN (P < 0,05) quando
comparado com os aditivos Row, Fire e tratamento Controle. As demais

variaveis nao apresentaram diferengas.

TABELA 3: COMPOSIGCAO BROMATOLOGICA DA SILAGEM DE MILHO APOS 93 DIAS
DE ARMAZENAMENTO

Tratamento'

Variaveis® Controle Maize Fire Sil Row EPM?
Matéria Seca, g kg 287,2% 297,9° 283,3° 2954@  287* 0,25
MM, g kg 34,7° 33,1° 358  31,2° 34,8 0,07
Proteina bruta, g kg 59,2° 62,3 625® 61,1  64,3% 0,08
FDN, g~ kg 506° 610° 501° 542% 510° 1,65
FDA, g™ kg 240 246,2 249 2546 2464 0,46
pH 3,81 3,87 3,83 3,82 3,81 0,01

Perdas totais de MS, % -0,92 -5,11 2,89  -2,89 3,95 0,94
Perdas MScqr10s, % 0,9 -3,2 -0,8 -3,2 2,3 1,05

Médias com letras diferentes na linha sao diferentes pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

'ROW: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2 x
10° ufc/g MV) e enzimas amilase, xilanase, celulases e hemicelulases. Sil-All: Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (1 x 10° ufc/g de MV). FIRE:
Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus (1 x 10° ufc/g MV) e enzimas
amilase, xilanase, B glucanase e benzoato de sédio. MAIZE: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius,
Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2,5 x 10° ufc/g MV). CONTROLE sem aditivo.

2 MScorr= Matéria seca corrigida, amostras secas em estufa a 105 °C; MM= matéria mineral; FDN= Fibra em
detergente neutro; FDA= Fibra em detergente acido

®Erro padrdo da média
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O maior teor de PB apresentado no tratamento Row em comparacao ao
Controle poderia ser explicado pela menor protedlise durante a fase
fermentativa. Segundo McDonald et al. (1991) a protedlise se estende durante a
fermentacdo enquanto as condigbes do meio permitir atividade microbiana e
enzimatica da planta. Dessa forma, poderiamos supor que a utilizacdo do
aditivo bacteriano promoveu a reducdo do pH de maneira mais rapida e
interrompeu toda a atividade enzimatica. No entanto, com base na analise dos
teores de PB na forragem original de cada tratamento sabemos que desde o
inicio esses valores sao diferentes. A avaliacdo de N-NH3 nas amostras poderia
fornecer informacgdes para confirmar essa hipétese, contudo essa avaliacdo nao
foi realizada.

Apesar da presenga de enzimas fibroliticas (celulases, hemicelulase e
xilanases) nos aditivos Row e Fire nao houve diferenga no teor de FDN entre as
silagens tratadas com esses aditivos e as silagens Controle. A utilizacao de
enzimas em silagens de milho, para degradacao da fracao fibrosa, encontra
muitos desafios. A principal dificuldade é a manutencao de condicées 6timas
para esses tipos de enzimas, que requerem pH de 4,5 e temperatura de 50°C,
condic¢des dificilmente encontradas em silagens.

Kung et al. (1991) justificam o uso de enzimas por duas razdes
principais. Primeiro: essas enzimas podem degradar parcialmente a parede
celular da planta (celulose e hemicelulose), aumentando a disponibilidade de
carboidratos soluveis na massa ensilada, e assim as BAL podem ter substrato
extra para fermentar e levar o pH a niveis menores mais rapidamente. Contudo,
isso n&o justifica a utilizagdo na ensilagem de milho, devido a concentragéo
ideal de substratos para as bactérias (McDonald et al., 1991). Segundo: a
digestdo parcial da parede celular pode melhorar a taxa e/ou extensdo da
digestibilidade. Efeito ndo observado no tratamento Maize que apresentou maior
fracdo de FDN comparado com Controle, Fire e Row. Um fato que chama a
atencao é que enquanto todas as silagens tiveram reducao no teor de FDN, em
relacdo a forragem in natura, a silagem do tratamento Maize aumentou em 8%
essa fracdo. Essa variagao pode ser explicada por erro de amostragem.

Nos ultimos anos um achado interessante vem se repetindo nos
experimentos realizados pelo Centro de Pesquisa em Forragicultura da
Universidade Federal do Parana - CPFOR. As estimativas de perdas de MS
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durante a fermentagdo apresentam valores negativos, ou seja, ao invés de
haver diminuicdo na quantidade de MS os silos acabam ganhando peso (Souza,
2015; Novinski et al., 2016). Muito embora esse evento seja um achado
frequente em ensaios com silagens, os pesquisadores ignoram esse fato e
acabam retirando os valores das analises, por considerarem erro experimental.
Devido a repeticdo em nossos experimentos, em particular nesse que todas as
repeticbes de todos os tratamentos apresentaram valores negativos, vamos
manter e discutir esses dados. Embora comum raramente os valores negativos
de perdas em silagens de milho sdo apresentados e/ou discutidos. Podemos
sugerir que a perfeita vedagéo dos silos leva a perdas fermentativas minimas e
devido a imprecisdo dos métodos empregados, esses valores negativos podem
aparecer. Apesar de nao haver efeito estatistico, as silagens nao tratadas foram
as Unicas que apresentaram perdas positivas ap6s correcao dos valores para
MS 105°C, muito embora com valores baixos (0,9%).

A fixacdo bioldégica do CO, na silagem, mediada por atividade de
organismos homoacetogénicos poderia justificar o incremento de MS nas
silagens, porém esse nao foi foco do presente ensaio. O fato é que perdas
negativas sao verificadas, porém raramente apresentadas e pouco discutidas.

Conforme demonstrado na Tabela 4, houve efeito entre os tratamentos
(P < 0,05) para é&cido latico e compostos volateis. O tratamento Maize
apresentou menor concentracdo de acido latico em comparacdo aos
tratamentos Controle e Fire, assim como menor produgédo de acido acético em
relacdo ao Sill-All. O acido propidnico apresentou maior teor (P < 0,05) nas
silagens Controle e Row. Os inoculantes microbianos tiveram efeito positivo na
reducao do acido butirico e 1,2 propanodiol em relacéo a silagem néo tratada. O
aditivo Fire foi o unico que reduziu a produgao de etanol entre todas as silagens
avaliadas.
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TABELA 4: COMPOSICAO DE COMPOSTOS VOLATEIS E ACIDO LATICO EM
SILAGEM DE MILHO

Tratamento'

Variaveis Controle Maize Fire Sil Row EPM?
Acido latico, g kg MS 47,62 415° 475%° 448%® 464* 0,12
Acido acético, g kg™ MS 12,6% 12,4> 12,8® 13,724 13,5® 0,03
Acido propiénico, g kg™ MS 2,1° 1,2° 1,3° 15° 2° 8,35
Acido butirico, g kg™ MS 4,3 1,5° 1,9°  20° 2,4° 3,16
1,2 Propanodiol, mg kg™' MS 593° 204°  329° 1219 {58« 19

Etanol, g kg’ MS 5,8° 5,82 33 51° 5,62 0,29

Medlas com letras diferentes na linha sao diferentes pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

ROW Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2 x
10° ufc/g MV) e enzimas amilase, xilanase, celulases e hemicelulases. Sil-All: LactobaC///us plantarum,
Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (1 x 10° ufc/g de MV). FIRE:
Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus (1 x 10° ufc/g MV) e enzimas
amilase, xilanase e B glucanase e benzoato de sédio. MAIZE: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
sal/var/us Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2,5 x 10° ufc/g MV). CONTROLE sem aditivo.

% Erro padrao da média

A utilizacdo de inoculantes contendo BAL ndo promoveu aumento na
concentracdo de acido latico nas silagens tratadas, uma vez que nenhuma
silagem apresentou valores mais altos desse acido que a silagem Controle.
Esse resultado mostra que as bactérias epifiticas, no tratamento controle,
apresentaram elevada atividade e conseguiram manter um bom padréo
fermentativo.

O acido butirico ndo deveria estar presente em silagens bem
preservadas. A presenca desse acido indica o metabolismo de bactéria do
género Clostridium, cuja atividade representa elevadas perdas de MS e energia
(Pahlow et al., 2003). Os clostridios presentes nas silagens sdo descritos em
trés principais formas: capazes de fermentar acucar em acido butirico
(sacaroliticos), os que podem converter acido latico para acido butirico, e um
terceiro grupo utiliza proteina (proteoliticos) como substrato (McDonald et al.,
1991). No entanto, a atividade dos clostridios capazes de utilizar a via
acetogénica sempre foi ignorada em avaliacbes com silagens.

Silagem com alta concentragcdo de acido butirico apresenta pH mais
elevado, menor concentragao de acido latico e maior de acido acético, todavia,
nenhum desses efeitos foi observado no tratamento Controle. No entanto, a
maior concentracao de acido propidnico associado a presenca de acido butirico
na silagem controle indica atividade de Clostridium propionicum. O acido
propidnico em silagens de milho é encontrado em concentragdes menores que

1 g kg" MS (Krooneman et al., 2001), porém neste ensaio a silagem Controle
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apresentou duas vezes mais. A maior concentragdo (P < 0,05) de 1,2
propanodiol (1,2 PD) na silagem Controle associada ao teor de acido butirico
reforca a afirmacdo de moderada atividade de Clostridios neste tratamento,
muito embora outros microrganismos possam produzir esse composto (Suzuki e
Onishi, 1968; Sanchez et al., 1968). A presenca de 1,2 PD também pode ser
atribuida a atividade de L. buchneri, principalmente se o periodo de
armazenamento da silagem for maior que 30 dias, uma vez que 0 mecanismo
de degradacdo do &cido latico a esse composto ndo estd completamente
ativado antes desse periodo (Oude Elferink et al., 2001).

O benzoato de sédio presente na composicdo do aditivo Fire pode
explicar a reducdo na producdo de etanol encontrada neste tratamento. Os
efeitos benéficos desse aditivo foram apontados por Kleinschmit et al. (2005); e
Knicky e Spdérndly, (2009), e entre eles esta a redugao no teor de etanol das
silagens. Mesmo com essa redug&o, os valores encontrados nesse experimento
estdo abaixo dos teores normalmente relatados para esse tipo de silagem
(Hafner et al., 2010; Kung e Shaver, 2001). Teores de etanol acima de 3% estao
associados com alta populagdo de leveduras (> 6 ufc g' MV) e
consequentemente menor estabilidade quando exposta ao oxigénio. Essa
situacdo pode ser agravada na presenca do acido latico, que é assimilado por
algumas leveduras para seu crescimento.

Os resultados de estabilidade aerdbia estdo apresentados na Tabela 5.
Nenhum dos aditivos melhorou a estabilidade aerdbia das silagens em
comparacdo ao Controle. Porém, silagens tratadas com o aditivo Fire
apresentaram maior estabilidade em aerobiose (71,6 horas) em comparacao
aos tratamentos Maize (27,8 horas) e Row (41,1 horas). As variaveis Tmax e

perdas durante a estabilidade ndo sofreram influéncia dos aditivos.
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TABELA 5: AVALIACAO DE ESTABILIDADE AEROBIA EM SILAGENS DE MILHO

Tratamento®
Variaveis' Controle Maize Fire Sil Row EPM?®
EA, Horas 44 6% 27.8° 71,62 496 411° 6,16
Tmax, horas 38,1 38 33,2 38,3 37,3 1,70
Perdas EA, % 16,3 15,6 16,4 16,1 14,8 0,63

Médias com letras distintas na linha sao diferentes pelo teste de Tukey a 5% de significancia

' EA = estabilidade aerébia; Tmax = temperatura maxima alcancada pela massa; Perdas EA = perdas de
MS apds 240 horas de exposigao.

*ROW: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2
x 10° ufc/g MV) e enzimas amilase, xilanase, celulases e hemicelulases. Sil-All: Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (1 x 108 ufc/g de MV). FIRE:
Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus (1 x 10° ufc/g MV) e enzimas
amilase, xilanase e B glucanase e benzoato de sédio. MAIZE: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2,5 x 10° ufc/g MV). CONTROLE sem aditivo.

® Erro padrdo da média

A menor estabilidade aerdbia observada no tratamento Maize pode
estar relacionada com a menor concentragdo de acido propiénico (1,2 g kg™
MS). Esse acido apresenta caracteristicas antifungicas (McDonald et al., 1991)
e pode restringir o crescimento de leveduras em pH baixos (<4). Assim, a baixa
presenca de acido propidnico na silagem tratada com o aditivo Maize pode
explicar a maior populagédo de leveduras (Tabela 6) e consequentemente menor
estabilidade aerobia.

A silagem tratada com aditivo contendo bactérias heterofermentativas e
benzoato de sodio (Fire) apresentou melhor estabilidade pds abertura quando
comparada com as silagens Row e Maize, mesmo que essa contenham 2 vezes
mais unidades formadoras de colbnias.

A baixa contagem de leveduras nas silagens tratadas com o aditivo Fire
(Tabela 6) ndao ocasionou aumento da estabilidade em aerobiose comparado
com o Controle, isso porque, apesar das leveduras apresentarem uma
importancia para o inicio de processo de degradacdo da silagem, outros
microrganismos podem desencadear essa acao. Spoelstra et al. (1988)
relataram que a presenca de Acetobacter ssp. poderia acelerar a degradacao
de silagens expostas ao ar pela oxidagdo do etanol para acetato ou pela
oxidagao do acido latico e acetato para CO, e agua. Portanto, a baixa contagem
de leveduras em silagem nao significa alta estabilidade p6s-abertura e o uso de
aditivos especificos para controle de leveduras deve ser recomendado com
cautela.
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TABELA 6: CONTAGEM DE BACTERIAS ACIDO LATICAS, LEVEDURAS E FUNGOS
EM SILAGEM DE MILHO

Tratamento®
Variaveis' Controle Maize Fire Sil Row EPM®
BAL, log UFC g 5,35 6,11 5 5 5,85 0,33
Leveduras, log UFC g 4,89° 4,637 <10®  47* 417° 0,08
Fungos, log UFC g <10 <10? <10® <10? <10% <10%

Medlas com letras distintas na linha s&o diferentes pelo teste de Tukey a 5% de significancia

BAL Bactérias acido laticas; UFC unidades formadoras de col6nias;

ROW Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2 x
10° ufc/g MV) e enzimas amilase, xilanase, celulases e hemicelulases. Sil-All: LactobaC///us plantarum,
Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (1 x 10° ufc/g de MV). FIRE:
Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus (1 x 10° ufc/g MV) e enzimas
amilase, xilanase e B glucanase e benzoato de sodio. MAIZE: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2,5 x 10° ufc/g MV). CONTROLE sem aditivo.
Limite de contagem para leveduras e fungos (> 109).

Erro padréo da média

A menor contagem de leveduras no tratamento Fire pode ser explicada
pela presenga de benzoato de sédio neste aditivo. Efeito similar foi observado
por Souza (2015), utilizando o mesmo aditivo em silagem de capim elefante.

Na Figura 6 esta apresentada a dindmica de producao de gases durante
24 horas apéds o fechamento dos silos. De maneira geral podemos observar um
nitido efeito dos aditivos sobre o volume de gas produzido, sendo que os
tratamentos Controle e Maize produziram quase 4 vezes mais gas nas primeiras
12 horas pds fechamento em relagdo ao Row. No entanto, se levarmos em
conta a sequéncia da ensilagem (Row > Sil > Fire > Maize > Controle),
notaremos que Controle e Maize foram os ultimos tratamentos ensilados e que
tiveram maiores volumes de producao de gas. A diferenca de tempo (+ 3 horas)
entre a ensilagem do material pode ter causado influéncia na atividade de

microrganismos e que foi percebida na avaliagcdo dessa variavel.
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FIGURA 6: PRODUCAO DE GASES NAS PRIMEIRAS 24 HORAS APOS A
ENSILAGEM

Producdao acumulada de gas em 24 horas
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Como demonstrado na Figura 7, a produgdo de gas persistiu por
aproximadamente 48 horas apds o fechamento dos silos, com os tratamentos
Fire, Sil e Row apresentando os menores volumes acumulados. A diminui¢cdo na
producdo de gas apds esse periodo indica uma redugdo no metabolismo de
bactérias e inicio da estabilizacao da massa.
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FIGURA 7: PRODUCAO ACUMULADA DE GAS NAS 48 HORAS APOS A ENSILAGEM

Producao de gas acumulada em 48 horas
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A velocidade de producao de gases permaneceu elevada até 24 horas
apos a ensilagem. O pico de producao de gas aconteceu * 12 horas apés a
ensilagem para todos os tratamentos e o volume de producao foi menor (P <
0,05) para o tratamanto Row (589 mL kg MS) e maior para os tratamentos
Maize e Controle (1803 mL kg MS e 1784 mL kg MS), respectivamente (Figura
8).

FIGURA 8: DINAMICA DE PRODUGCAO DE GAS EM 36 HORAS APOS A ENSILAGEM
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Do quinto ao décimo terceiro dia a pressdao dos silos permaneceu
estavel. Em seguida iniciou-se a fase de pressao negativa no interior dos silos a
qual foi aumentada gradativamente até o dia da abertura, conforme
demonstrado na Figura 9. A pressao variou de -100 até -1200 mm/H20O, que é
equivalente a -0,98 e — 11,76 kPa.

FIGURA 9: PRESSAO INTERNA DOS SILOS EXPRESSA EM mmCA APOS 93 DIAS DE
ENSILAGEM

Comportamento da pressao negativa
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E possivel observar uma correlacdo inversa de pressdo negativa com a
producédo de gases (r= -0,513 e P = 0,014). Na Figura 7 é possivel ver que os
tratamentos com maiores produgdes foram: Maize, Controle, Fire, Sil e Row e
gque a pressao negativa acompanhou a mesma tendéncia.

Vale ressaltar que o limite maximo de medicgdo do manémetro
construido era de -1200 mm a +1200 mm. Pelo que foi observado, a for¢a do
vacuo nos silos do tratamento Maize era maior que a capacidade de afericdo do
aparelho construido. Assim, apds essa abordagem e verificagdo inicial,
decidimos usar mandémetro com maior amplitude de faixa de avaliagdo nos

ensaios seguintes.
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4.4 CONCLUSAO

Nas condicbes desse ensaio os aditivos utilizados apresentaram
pequeno efeito sobre variaveis de composicao quimica, compostos volateis,
estabilidade aerdbia e populacdo de leveduras. A sequéncia de montagem dos
tratamentos na ensilagem demonstrou ser uma importante fonte de variacao na
composicao quimica e producdo de gases na ensilagem de milho. A fase de
pressao negativa no interior dos silos foi comprovada com a utilizacdo de
mandmetro de coluna de agua, e esse efeito precisa ser melhor estudado.
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5 CAPITULO II- EFEITO DA TEMPERATURA AMBIENTE NA
FERMENTACAO DE SILAGENS DE MILHO INOCULADAS COM ADITIVOS
MICROBIANOS COMERCIAIS

Resumo

As condi¢cdes ambientais de ensilagem e de armazenamento causam grandes
influéncia no metabolismo microbiano, no padrdao fermentativo e na fase pos
abertura do silo. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da temperatura de
armazenamento em silagens de milho, tratadas com aditivos microbianos, sobre
a composicado quimica, microbiologia, estabilidade aerdbia, produgdo de gases
e pressao interna dos silos. As plantas foram ensiladas com 266,4 g kg' MS e
mantidas em duas salas com temperatura controlada a 27,1°C e 15,2°C,
caracterizando ambiente quente e frio, respectivamente. Os aditivos eram
compostos por diferentes combinagdes e taxas de inoculagéo de bactérias acido
laticas heterolaticas (BAL), enzimas fibroliticas e benzoato de soédio. Os silos
experimentais foram adaptados com sistema de coleta e mensuracéo dos gases
produzidos durante o periodo fermentativo (93 dias). A pressao interna dos silos
foi avaliada utilizando manémetro em coluna de mercurio “U” e os resultados
expressos em milimetros de agua. Os aditivos apresentaram efeito sobre a
fracdo FDN, FDA e producédo de efluente das silagens. O ambiente quente
reduziu o teor de proteina bruta (99,1 x 108,4 g kg@ MS) e aumentou a
producdo de efluente (6,1 x 4 L t' MV) das silagens em comparacdo ao
ambiente frio. A temperatura de armazenamento nao afetou a populacdao de
BAL e leveduras, mas quando associada (ambiente frio) ao aditivo Fireguard
reduziu o crescimento de leveduras e promoveu melhor estabilidade aerébia (P
< 0,05). Silagens armazenadas em ambiente frio apresentaram fermentacao
homolatica, enquanto que as silagens em temperatura maior tiveram um padrao
fermentativo heterolatico. Apesar desse resultado, as silagens armazenadas em
temperatura baixa foram mais estaveis em aerobiose. A utilizacdo de aditivo
microbiano e a temperatura mais baixa reduziram a producao de gases durante
a fase fermentativa. Apds a fase de producdo de gases, foi observada a
formacao de vacuo no interior dos silos e que se tornou mais forte com o passar
do tempo. A temperatura ambiente ndo afetou a presséo interna dos silos que
apresentou valor meédio de -611 mmCA. A temperatura de armazenagem e a
utiizacdo de aditivos foram responsaveis por importantes alteracbes na
composi¢do quimica, na atividade de microrganismos e estabilidade aerdbia de
silagens de milho. Esse estudo apontou que pode ocorrer atividade de bactérias
homoacetogénicas em silagens de milho, pela avaliagdo do vacuo no interior
dos silos.

Palavras-chave: aditivos, benzoato de sddio, CO,, enzimas, fixagao, gases,
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Abstract

Conditions of ensiling and storage strongly affect the microbial metabolism,
fermentative profile, and aerobic stability of silage. The aim of this study was to
determine how the storage temperature can affect the chemical composition,
microbiological population, aerobic stability, gases production, and internal silos
pressure. The whole corn plants were ensiled with (266.4 g kg-1 DM) and stored
in a 27.1°C (hot) and 15.2°C (cool) controlled-temperature room for 93 days. The
additives were composed of different bacterial as well as application rates of
lactic acid bacteria (LAB), fibrolytic enzymes, and sodium benzoate. The
experimental silos were equipped with the system that allowed collection and
measurement of the total gases from the fermentative phase. The internal
pressure was assessed by the tube-U manometer filled with mercury but the
results were shown in mm of water. The additives impacted the NDF, ADF, and
effluent production. Hot ambient decreased the crude protein content (99.1 x
108.4 g kg”' DM) and increased the effluent production (6.1 x 4 L t' FM) when
compared with silage from cool ambient. The LAB and yeasts population were
not affected for the storage temperature, but when it was associated with the
additive (fireguard), the combination reduced the yeast growth and increased
aerobic stability (P < 0.05). Silage storage in cool temperature, stead of hot,
showed homolactic fermentation, whereas these silages were more stable than
the other that had heterolactic fermentation. The cool temperature associated
with microbial inoculation also reduced the gas production during storage phase.
After the gas production phase ended, the internal silo pressure becomes
negative and it was declining until the opening day. The average of the internal
pressure assessment was -611 mmwC, and the temperature of storage did not
affect the internal pressure. The storage temperature and the additive caused a
significant impact on chemical composition, microbial activity, and aerobic
stability of corn silage. This study suggested that can occurs homoacetogens
bacterial action by the internal pressure measurement of the experimental silos.

Key-words: additives, CO2, enzymes, gases, sequestration, sodium benzoate
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5.1 INTRODUCAO

Ensilagem é o método de conservagcdo de forragem Umida pelo
processo de fermentacao natural, realizado por bactérias epifiticas presentes na
planta. Em condi¢cdes anaerdbicas esses organismos convertem carboidratos
soluveis em &cidos organicos, preferencialmente o 4cido latico.

Para que o processo de ensilagem seja considerado eficiente (alta
recuperacdo de matéria seca e preservacdao dos nutrientes) fatores como
umidade, temperatura e presencga de oxigénio devem ser controlados. Dentre
esses, a presenca de ar no interior do silo € o agente com maior efeito deletério,
pois permite a atividade de microrganismos aerdbios que causam deterioracao
da silagem (Weinberg et al.,, 2001). A presenca de oxigénio prolonga a fase
respiratéria das células da planta e das bactérias aerdbias, gerando producao
de calor (McDonald et al., 1991). A consequéncia dessa atividade pode ser
facilmente percebida pelo aumento da temperatura, que pode alcancar valores
acima de 40°C (Weise et al., 1977). Caso as silagens sejam produzidas e
armazenadas em ambientes quentes, a alta temperatura da massa perdura em
patamares elevados por longo periodo (Weinberg e Ashbell, 1994). Muitos
estudos mostram que silagens estocadas em temperaturas elevadas
apresentam menor concentracdo de 4&cido latico e pior estabilidade em
aerobiose (Nishino e Uchida, 1998; Ashbell, 2002). Essa alteracdo ocorre
devido a mudangas na populagdo de microrganismos e consequentemente em
seus produtos de fermentacéo.

Os microrganismos possuem uma importante caracteristica de
crescimento em diferentes temperaturas, podendo ser classificados em
termdfilos, mesofilos e psicrofilos. Os organismos termdfilos encontram
condicOes 6timas de crescimento quando as temperaturas estao acima de 45°C;
ja os mesdfilos sdo os organismos que se desenvolvem em temperaturas entre
20 — 45°C; e os psicrofilos quando a temperatura ambiente esta abaixo de 20°C
(Stanier et al., 1969). Dessa maneira, a populacdo de bactérias presente na
silagem pode se adaptar conforme a variagao da temperatura da massa e assim
modificar a concentracdo dos compostos volateis e acido latico ao final do
processo. Muck e Dickerson (1988) demonstraram que o aumento da

temperatura de estocagem de 15 para 35°C favoreceu a protedlise e a maior
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concentracdo de amoénia em silagens de alfafa. Esse resultado indica que em
temperaturas elevadas ocorre diminuicdo na atividade de bactérias do &cido
latico (BAL) e aumento de clostridios, resultando em maiores perdas (McDonald
et al., 1966), principalmente gasosas.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a composicao quimica, composicao
de volateis, estabilidade aerdbia e microbiologia de silagens de milho tratadas
com bactérias heterofermentativas facultativas armazenadas sob duas
temperaturas-ambiente. Também, comparar a producao de gases e pressao
interna dos silos em fungéo das temperaturas distintas.

5.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Centro de Pesquisas em Forragicultura
(CPFOR) na Fazenda Experimental Canguiri — Universidade Federal do Parana
em Pinhais/PR. A ensilagem do material ocorreu em 04/04/2016, quando as
plantas apresentavam 266,4 g kg”' MS. O hibrido utilizado foi o 2B633PW da
empresa Dow AgroSciences.

A forragem foi picada utilizando picadora estacionaria regulada para
processamento tedrico de particulas de 10 mm.

Como tratamentos foram utilizadas combinacdes de diferentes bactérias
(Lallemand Animal Nutrition), compondo quatro aditivos: FIREGUARD:
Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus
com quantidade final inoculada de 1 x 10° ufc g MV de forragem e enzimas
amilase, xilanase, B glucanase e benzoato de sodio. Sil-All: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus
faecium com quantidade final inoculada de 1 x 10° ufc g de MV de forragem
ensilada. MAIZE-ALL: composto pelos seguintes microrganismos: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus
faecium com quantidade final inoculada de 2,5 x 10° ufc g" MV de forragem.
ROW: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici,
Enterococcus faecium com quantidade final inoculada de 2 x 10° ufc g”' MV de
forragem e enzimas amilase, xilanase, celulases e hemicelulases. E o

tratamento CONTROLE, sem aditivo. Todos os inoculantes foram diluidos em
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100 ml de agua destilada e aplicados utilizando borrifador manual. No

tratamento controle foram aplicados somente 100 ml de agua destilada.

5.2.1 Ensilagem e armazenamento

As plantas foram colhidas manualmente e transportadas inteiras até o
laboratério. Somente a quantidade certa para cada tratamento era picada
enquanto que as demais plantas permaneciam inteiras e abrigadas do sol. Apds
a aplicagdo dos tratamentos e coleta de amostras, por¢des iguais (5 kg de
matéria verde) e individuais eram pesadas para compor as repeticdes de cada
tratamento. Esse procedimento foi adotado para manter a mesma massa
especifica em todos os silos, estabelecida em 600 kg MV m®. A compactacéo do
material foi realizada com auxilio de bastdo de madeira. A extremidade que
tinha contato com a silagem foi devidamente protegida com plastico que era
substituido a cada mudanca de tratamento.

A ordem de ensilagem seguida foi: 1°. FIREGUARD, 2°. SIL-ALL, 3°.
MAIZE, 4°. ROW, 5° CONTROLE. Para cada tratamento foram preparadas 8
repeticdes. Quatro repeticbes de cada tratamento foram mantidas em sala com
temperatura controlada a 27,1£1°C (ambiente QUENTE) e a outra metade
mantida em sala com temperatura controlada a 15,2+5°C (ambiente FRIO) por
95 dias. Dentro de dois silos de cada tratamento foram inseridos dataloggers

programados para registro da temperatura da silagem a cada 30 minutos.

5.2.2 Sistema de coleta de gases e medigcao de pressao

Como silos experimentais foram utilizados tubos de PVC com 150 mm
de didmetro e 50 cm de altura com volume Uutil total de 8,48 L. Os silos foram
equipados com aparato para mensuracao de gases produzidos durante a fase
fermentativa segundo metodologia descrita por Souza (2015). Os registros do
volume de gas foram realizados durante 113 horas consecutivas até a producgao
cessar. Os intervalos de leituras foram determinados conforme a velocidade de

produgdo, uma vez que O sistema desenvolvido apresenta limitacdo na
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capacidade de armazenamento (1 litro), 0 que torna necessario o esvaziamento
frequente para que néo haja vazamento e perda dos gases. A utilizacao de silos
hermeticamente fechados, além de permitir a coleta total dos gases, possibilita
determinar a pressao no interior do recipiente. Para isso utilizamos um
manémetro em coluna de mercurio “U” (Salcas, modelo MCU) com escala de
3000 - 0 - -3000 mmCA, utilizado para medir a pressao dentro dos silos. Esse
modelo de equipamento é capaz de determinar baixas pressées, tanto positivas
quanto negativas. No presente ensaio foi determinada somente a pressao
negativa.

Na extremidade do tubo foi acoplada uma vélvula para permitir a ligacao
do mandémetro com o sistema dos silos experimentais sem risco de vazamentos
ou entrada de ar atmosférico. As leituras foram realizadas a cada trés dias apo6s
o término da fase de fermentacdo (10 dias pds-ensilagem) e permaneceram

com 0 mesmo intervalo até a abertura, com 95 dias.

5.2.3 Abertura dos silos e determinacao de perdas fermentativas

Anteriormente a abertura os silos foram pesados para determinagao das
perdas fermentativas, como descrito por Jobim et al. (2007). A desensilagem foi
realizada manualmente e o material retirado depositado em sacos plasticos
(individuais e identificados) para homogeneizacéo e coleta de amostras para as
analises.

As amostras de silagem de todos os silos foram coletadas pelo mesmo
avaliador e realizadas em duplicata. Apdés a homogeneizacdo manual o
responsavel realizava a coleta de 5 subamostras para compor a porcao final,
que foi destinada para as analises quimicas e fisicas.

Os calculos de perdas de MS durante o armazenamento foram realizados
segundo Jobim et al.(2007).

5.2.4 Coleta e processamento das amostras

As analises da composicao quimica das amostras foram realizadas pelos
seguintes métodos: Proteina Bruta, pelo método de DUMAS; Matéria Mineral
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(MM) e Matéria Seca (MS), pelo método descrito por Silva e Queiroz (2002);
Fibra em Detergente Neutro (FDN) e Fibra em Detergente Acido (FDA), pelo
método sequencial ANKOM, descrito por Holden (1999).

Para determinacdo do conteddo de MS, duas porcées de = 300 g de
amostra Umida foram coletadas de cada repeticao até atingirem peso constante
em estufa de circulagédo forcada a 65°C, revolvidas duas vezes ao dia. Outras
duas amostras de silagem umida de + 50 g foram coletadas para avaliagéo de
pH, microbiologia e concentracdo de compostos volateis (COV). Para avaliagao
de pH, 25 g de amostra foi agitada por 1 minuto em agua destilada e a leitura
realizada na sequéncia com pHmetro digital (PG 1400, Gehaka). Apés a leitura,
a mistura (amostra+agua) foi processada em liquidificador por 1 minuto em
velocidade maxima. Ao término, o suco foi filtrado em gaze dupla e depois em
filtro de papel Wattman 54. Apés a ultima filiragem, uma fracdo de 2 mL foi
coletada e armazenada em tubos Eppendroff e imediatamente congelada. As
analises de &cido latico, acido acético, acido propiénico e acido butirico foram
realizadas no Laboratorio de Bromatologia da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” da Universidade de Sao Paulo, conforme metodologia descrita
por Daniel et al. (2013).

5.2.5 Plaqueamento e contagem microbioldgica

O plaqueamento para determinagéo de bactérias acido laticas, leveduras
e fungos foi realizado no mesmo dia da abertura do experimento no laboratério
do CPFOR. Em 225 mL de solugcdo Ringer, autoclavada no dia anterior, uma
porcao de 25 g de amostra foi homogeneizada por 4 minutos em agitador de
pas tipo Stomacher (MA440/CF, Marconi) a velocidade de 150 RPM. Ao término
da agitacao a solucéo foi filtrada em gaze com trés camadas. A partir do filtrado
foram realizadas diluicbes sequenciais em caldo MRS (MRS Broth ACC —
Rogosa e Sharpe, Merck) para crescimento de BAL, e solucdo Ringer para
contagem de leveduras e fungos. As diluicdes (10, 10°, 10®) em caldo MRS
foram plaqueadas em placas Petrifilm (AC, 3M®) e alocadas em jarra de cultivo
de microrganismos contendo disco gerador de anaerobiose (anaerobac,
Probac). A jarra foi mantida em estufa a 30°C e a contagem da populacao foi
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realizada 48h + 4 apos a incubacdo. As diluicdes (102, 102, 10*) em solugdo
Ringer foram plaquedas em placas Petrifilm (YM, 3M®) e incubadas em estufa
de cultura com temperatura meédia de 23,5°C por 72h, para contagem

sequencial de leveduras, e 120h, para contagem de fungos.

5.2.6 Estabilidade aerdbica pos-abertura

Apoés todas as amostras coletadas, as silagens remanescentes nos sacos
plasticos (identificados) foram submetidas a avaliagdo de estabilidade em
anaerobiose por 240 horas. Uma porcao de 3 kg de silagem de cada repeticéo
foi acondicionada, sem compactacdo, em baldes plasticos individuais e
mantidos em sala com temperatura controlada (25£2°C). Um termdmetro
eletrdnico registrador (datalogger EL-USB, Lascar), programado para registro
automatico da temperatura a cada 30 minutos, foi inserido no centro da massa
em cada balde e outro foi mantido no interior da sala. Ao final do periodo de
avaliacdo os baldes foram pesados e todo o material colocado em sacos
plasticos individuais para homogeneizagcdo. A amostragem em 5 pontos
diferentes foi usada para compor a amostra final usada para determinagcédo do
teor de MS e célculo de perdas totais durante a estabilidade, sendo essa
realizada em duplicata. A elevacdo da temperatura em 2°C em relacdo ao
ambiente foi utilizada para determinar o intervalo de tempo em que houve a
degradacao da silagem. Outras variaveis calculadas para determinar o tempo
de preservacao da silagem pds-abertura foram: temperatura acumulada (Tacum
= definida como a soma das temperaturas da silagem menos a temperatura
ambiente), temperatura maxima registrada (Tmax) e horas para atingir a

temperatura maxima (HTmax).
5.2.7 Delineamento e Analise estatistica
O delineamento experimental foi um esquema fatorial com 5

tratamentos (aditivos), 2 fatores (ambiente quente e frio) e 4 repeticoes,

totalizando 40 unidades experimentais.
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Os dados brutos foram submetidos a teste de normalidade (Shapiro-
Wilk) e a homogeneidade de variancia foi avaliada e corrigida, quando
necessario, pelo método Box-Cox.

As variaveis que apresentaram diferenca significativa com probabilidade
de erro menor que 5% na analise de variancia (ANOVA) foram submetidas ao
teste de comparacdo de médias (Tukey a 5% de significancia). As médias
relacionadas ao efeito de temperaturas foram comparadas utilizando o teste t de
Student (5% de significancia).

O software JMP® pro 13 foi utilizado para realizacdo da analise
estatistica.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicao quimica da forragem de milho no momento da ensilagem
esta apresentada na Tabela 7. Foi observado aumento no teor de MS em
funcdo da ordem de ensilagem. O teor de MS esteve um pouco abaixo dos
valores recomendados para ensilagem da planta de milho (entre 300 e 350 g kg
'); consequentemente, a forragem apresentou elevados teores na fragéo fibrosa
(FDN e FDA). Os altos teores de FDN e FDA nao condizem com a idade das
plantas, uma vez que o teor de MS média estava em 265 g Kg~'. Alves et al.
(2011), ensilando milho com 270 g Kg™' relataram valores de 477 e 277 g Kg
MS para FDN e FDA, respectivamente. Os resultados encontrados nesse
experimento podem estar relacionados com a baixa proporcao de amido na
planta, variavel ndo analisada. Com o avan¢o da maturidade da planta ocorre
maior acumulo de amido (enchimento do gréo) e decréscimo no teor de FDN
(Jensen et al., 2005). Portanto, proporcionalmente, quanto mais nova a planta,

menor é a presenga de amido e consequentemente maior a fragéo fibrosa.
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TABELA 7: COMPOSICAO BROMATOLOGICA DO MILHO ANTES DA ENSILAGEM

Tratamentos’
Variaveis® Controle  Row Sil Maize  Fire Média DP°®
Matéria Seca, g Kg'1 273,8 272,3 260 268.,8 2546 2659 0,83
MM, g Kg'1 MS 51,7 45,0 48,1 47,4 38,1 46,1 0,21
Proteina bruta, gKg'1 MS 113,7 96,2 109,8 109,0 90,4 103,8 0,91
FDN, g Kg'1 MS 661,9 734,3 684,9 701,3 640,1 684,4 3,59
FDA, g Kg'1 MS 332,5 333,4 324,8 321.,8 3234 327,1 0,53
pH 5,78 5,76 5,74 5,69 5,62 5,72 0,06

Medlas com letras distintas na linha séo diferentes pelo teste de Tukey a 5% de significancia

ROW LactobaCI//us p/antarum Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2
x 10° ufc g' MV) e enzimas amilase, xilanase, celulases e hemicelulases. Sil-All: Lactobacz//us plantarum,
Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (1 x 10° ufc g de MV). FIRE:
Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus (1 x 10° ufc g™ MV) e enzimas
amilase, xilanase, B glucanase e benzoato de soédio. MAIZE: Lactobac:/lus plantarum, Lactobacillus
salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2,5 x 10° ufc g”' MV). CONTROLE sem aditivo.
Ordem de ensilagem.
®MS= Matéria seca; MM= matéria mineral; FDN= Fibra em detergente neutro; FDA= Fibra em detergente
acido
®DP — Desvio padrao

A composicao bromatoldgica das silagens avaliadas esta apresentada
na Tabela 8. O conteudo de MS apresentou diferenca significativa (P < 0,05)
entre os tratamentos. Maiores teores de MS foram encontrados nas silagens
Row, Controle e Maize, e valor intermediario na silagem Sil. As silagens
tratadas com o aditivo Fire apresentaram o menor conteudo de MS e
consequentemente maior producao de efluente em relagdo as demais silagens.
Dois fatores podem ter contribuido para esse efeito, maior umidade na
ensilagem e a presenga do benzoato de sédio neste aditivo. O uso de alguns
aditivos durante a ensilagem pode causar rompimento das células da planta,
levando ao extravasamento do conteudo celular, estimulando a producdo de
efluente (Jaakkola et al., 2006), como pode ser o caso do benzoato. Pedroso et
al. (2008), usando benzoato de sodio como aditivo na ensilagem de cana-de-
acucar, encontraram o mesmo efeito no aumento da producdo de efluente de
silagens tratadas. Apesar do teor de MS estar abaixo do valor minimo de 300 g
kg recomendado (McDonald et al., 1991), a producéo de efluente foi baixa no

presente ensaio.
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TABELA 8: COMPOSICAO BROMATOLOGICA DAS SILAGENS DE MILHO TRATADAS
COM ADITIVO MICROBIANO

Tratamento' Efeitos®
Variaveis® Controle  Row Sl Maze  Fire EPM Temp TempXT
MS, g Kg' MS 27118 272 2641° 2710 2542 0,09 NS
MM, g Kg' MS 464 45,1 25 453 381 026 NS NS
PB, g Kg' MS 1065 142 1026 1032 1021 015 ** NS

FDN, g Kg' MS 5004%  6141* 62097 5774 6064 1,16 NS NS
FDA, g Kg' MS 3267° 33622 34077 3151° 3422 047 NS NS

pH 377 375° 371* 365*° 365 001 NS NS
Perdas de MS, % 1,407 025 072 1558  140° 033 ** NS
Gases, % MS 1,107 066° 118 118 042° 036 NS NS
Efluente, L t'MV 342 427 488 3517 968 095 ** NS

Medlas com letras distintas na linha sao diferentes pelo teste de Tukey a 5% de S|gn|f|can0|a
'FIRE: Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus (1 x 10° ufc g’
MV) e enzimas amilase, xilanase, B glucanase e benzoato de so6dio. MAIZE: LactobaCIllus
p/antarum Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2,5 x 10° ufc g’
MV). Sil-All: Lactobac:/llus plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus

faecium (1 x 10° ufc g™ de MV).ROW: Lactobac:/llus plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus
acidilactici, Enterococcus faecium (2 x 10° ufc g’ MV) e enzimas amilase, xilanase, celulases e
hemicelulases;CONTROLE sem aditivo.
® MS= Matéria seca; MM = matéria mineral; FDN = Fibra em detergente neutro; FDA = Fibra em
detergente acido;

% efeitos de interacdo. Temp = temperatura; T = tratamento (aditivos); NS = nao significativo; * (P <
0,05); ** (P < 0,01).

O conteudo de PB das silagens nao apresentou diferenca entre os
tratamentos, demonstrando que houve adequado padréao fermentativo. A rapida
reducédo de pH € um fator importante para diminuir a atividade proteolitica das
enzimas da planta e assim prevenir a degradacao de aminoacidos (Charmley,
2001). Os teores de FDN e FDA apresentaram efeito entre tratamentos.
Silagens tratadas com o aditivo Maize apresentaram as maiores reduc¢des na
fracdo FDN em comparacado ao aditivo Sil. Da mesma forma, essa reducéo foi
notada na variavel FDA em relacdo aos aditivos Fire, Sil e Row, resultado
inverso ao esperado para esse ensaio. Os aditivos Fire e Row apresentam em
sua composicado enzimas fibroliticas e a expectativa era que houvesse redugao
nos teores de FDN das silagens tratadas com esses inoculantes, efeito nao
observado. Lynch et al. (2015) adicionaram celulases e xilanases na ensilagem
de milho e notaram declinio mais rapido de pH e maior quantidade de
carboidratos soluveis em relacdo a silagem Controle, porém nenhum beneficio
foi encontrado no valor nutritivo dessas silagens. No presente ensaio, a
atividade enzimatica pode ter sido afetada pelo baixo pH encontrado nas
silagens e/ou ainda pela temperatura de armazenamento, mesmo que em duas

condigdes. Kung (2014) ressalta que a celulase é um conjunto de endo e exo-p
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glucanase, celobiohidrolase e celobiase, e que para uma completa quebra da
celulose em glicose é necessario sinergismo entre essas enzimas e a
dependéncia de condicoes de pH e temperatura ideais, situagdo dificilmente
encontrada no interior do silo. Garlock et al. (2009), avaliando pré-tratamento
enzimatico para otimizar a produ¢do de combustivel de segunda geragcado com
palhada de milho, observaram disponibilidade de até 22,5% a mais de xilose
quando o material foi tratado com xilanase, porém as condi¢cdes do ambiente
eram diferentes ao desse experimento (pH 4,8 e temperatura de 60°C). Assim, o
uso de enzimas em silagens apresenta grande potencial de utilizagcdo, no
entanto, enzimas mais estaveis nas condicbes encontradas nas silagens
precisam ser avaliadas.

Apesar de haver efeito de tratamento entre o pH das silagens, podemos
afirmar que os valores médios encontrados (3,71) sado caracteristicos de
forragens bem preservadas (McDonald et al., 1991). As silagens tratadas com
os aditivos Fire e Maize apresentaram maiores redu¢dées no pH em relagdo ao
Controle. Esta variavel, a exemplo da MS, pode ter sofrido efeito da ordem de
ensilagem. E possivel perceber que houve um aumento do pH das silagens, em
relacdo a sequencia de confeccdo dos tratamentos experimentais: 3,65; 3,65;
3,71; 8,75; 3,77 (FIRE > MAIZE > SIL > ROW > CONTROLE), respectivamente.
Uma explicagdo para esse efeito é a reducdo na quantidade de carboidratos
soluveis entre as primeiras e as ultimas plantas ensiladas, mesmo em um curto
intervalo de tempo (£ 3 horas entre o primeiro e o ultimo tratamento). A maior
exposicado da forragem pode ter contribuido para consumo dos agucares pela
propria planta, ocasionando menor disponibilidade de substrato para as
bactérias.

As perdas de MS observadas em todos os tratamentos foram de baixa
magnitude, no entanto com efeito significativo. Da mesma forma que no
experimento anterior (capitulo 1), foram encontradas perdas negativas, porém
com valores menos acentuados.

N&o houve interagdo entre temperatura de armazenamento e aditivos.
As variaveis teor de MS, teor de PB, perdas de MS e producao de efluente
apresentaram efeito significativo de temperatura de armazenamento (Tabela 9).
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TABELA 9: DESDOBRAMENTO DO EFEITO DA TEMPERATURA AMBIENTE SOBRE A
COMPOSICAO BROMATOLOGICA DAS SILAGENS DE MILHO TRATADAS COM

ADITIVOS MICROBIANOS

Temperatura'
Varigveis quente frio EPM?
Matéria Seca, g Kg 268,37 264,7° 0,06
Proteina bruta, g Kg 99,1° 108,42 0,09
Perdas de MS, % 0,22? 1,15° 0,21
Gases, % MS -0,39° 0,74° 0,23
Efluente, L t' MV 6,1° 42 0,6

Médias comparadas pelo teste t de Student (P < 0,05)
" Quente = temperatura ambiente quente 27,1°C; Frio = temperatura ambiente frio 15,2°C;
2 Erro padrio da média

Silagens armazenadas em temperatura quente apresentaram maior
conteudo de MS e producéao de efluente, e menor teor de PB e perdas totais de
MS. A reducao no teor de proteina nas silagens armazenadas em ambiente
quente pode estar relacionada com maior producdo de efluente neste
tratamento, uma vez que boa parte dos componentes sollveis da planta é
carreada para o efluente, entre eles compostos nitrogenados (Oude Elferink et
al., 2000).

Muito embora a producédo de efluente tenha sido menor nas silagens
com temperatura fria, as perdas totais de MS foram maiores. Isso mostra que a
producéo de gases tem forte impacto nas perdas totais de MS.

A maior producdo de gases nas silagens armazenadas em
temperaturas mais baixas ndo esta relacionada com altas populacdes
microbianas, mas possivelmente com o metabolismo dessas bactérias.

A contagem de bactérias, leveduras e fungos filamentosos esté
apresentada na Tabela 10.

TABELA 10: CONTAGENS DE BACTERIAS ACIDO LATICAS, LEVEDURAS E
FUNGOS EM SILAGENS DE MILHO TRATADAS COM ADITIVOS MICROBIANOS

Tratamento' Efeitos”
Variaveis® Controle  Row  Sil  Maize Fire EPM®* Temp TempXT
BAL, log UFC g 437 445 4,00 5,88 5,22 1,09 NS NS
Lev. log UFC g™ 483 53%F 477/ 511P 447 0,11 NS **
Fungos, log UFCg" 2,75 348 210 2,78 276 0,56 * NS

Médias com letras distintas na linha séao diferentes pelo teste de Tukey a 5% de significancia

'FIRE: Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus (1 x 10° ufc g’1 MV) e
enzimas amilase, xilanase, 8 glucanase e benzoato de sédio. MAIZE: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2,5 x 10° ufc g'1 MV). Sil-All: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (1 x 10° ufc g' de MV).
ROW: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2 x
10° ufc g'1 MV) e enzimas amilase, xilanase, celulases e hemicelulases; CONTROLE sem aditivo.’BAL =
bactérias &cido laticas; Lev = leveduras;® Erro padrao da média

* Efeitos de interacdo. Temp = temperatura; T = tratamento (aditivos); NS = nao significativo; * (P < 0,05); **
(P <0,01).
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Houve efeito de tratamento sobre a populacdo de leveduras e interacao
entre aditivos e temperaturas. O aditivo Fire apresentou menor contagem de
levedura em relacdo aos tratamentos Maize e Row. Contagem semelhante foi
observada para os tratamentos Sil, Controle e Fire. Dentre esses inoculantes o
Fire é o Unico que tem em sua composi¢cdo um composto quimico (benzoato de
sédio) com propriedades antimicoticas. O benzoato de sbédio age diretamente
sobre o crescimento de leveduras e fungos filamentosos. O modo de acgéo
dessa substancia ocorre pela liberacdo do respectivo acido em meio umido e
assim inibe o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis (Auerbach et al.,
2012).

Ao contrario dos resultados encontrados no ensaio anterior (capitulo I),
no qual o aditivo Fire foi mais eficiente para controlar o crescimento de
leveduras, aqui a silagem tratada com o aditivo Fire nao apresentou efeito na
contagem de leveduras em relacao a silagem Controle.

A contagem de fungos apresentou efeito de temperatura (dados nao
apresentados). Nesse caso a temperatura mostrou ser mais importante no
desenvolvimento de fungos do que os aditivos usados. Nas silagens
armazenadas em condi¢des quentes a populagao foi maior (4,11 log ufc g™ MV)
que em relagdo ao frio (1,43 log ufc g’ MV). O maior nimero de fungos
encontrado nas silagens armazenadas em temperatura alta pode estar
relacionado a adaptacao dos organismos em climas mais quentes. Santos et al.
(2015) relataram contagem de fungos préximas a 4,3 log ufc g' MV em silagens
de milho armazenadas por 30 dias, porém a populagdo diminuiu para 2 log ufc
g MV apés 90 dias de ensilagem.

A populagéo de leveduras foi afetada pela interacdo entre tratamento e
temperatura de armazenamento (Tabela 11). No ambiente com temperatura
mais alta os aditivos néo influenciaram a populacdo de leveduras. No entanto,
quando a temperatura ambiente foi menor, o aditivo Fire apresentou os
melhores resultados, reduzindo a populagao de leveduras quando comparadas
com as demais silagens. Em condicdo de maior desafio (ambiente quente) o

aditivo Fire n&o foi capaz de controlar o desenvolvimento desses organismos.
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TABELA 11: DESDOBRAMENTO DA INTERACAO ENTRE TRATAMENTOS E
TEMPERATURAS PARA CONTAGEM DE LEVEDURAS EM SILAGENS DE MILHO
(LOG UFC g' MV)

Temperatura'
Tratamentos?® Quente Frio
Fire 5,12° 3,81
Maize 4,83 5,40°
Sil 4,70 4,82°
Row 5,28 5,40°
Controle 4,91 4,73°
Temperatura silo, °C 24,2 16,5

Médias com letras distintas minusculas na linha e mailsculas na coluna sao diferentes pelo teste de Tukey a

% de significancia

' Quente = temperatura ambiente quente 27,1°C; Frio = temperatura ambiente frio 15 2°C

®FIRE: Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus (1 x 10° ufc g MV) e
enzimas amilase, xilanase, B glucanase e benzoato de s6dio. MAIZE: Lactobacﬂlus plantarum, Lactobacillus
salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2,5 x 10° ufc g MV). Sil-All: LactobaCIIlus
plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (1 x 10° ufc g de
MV). ROW LactobaC///us p/antarum Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium
£2 x 10° ufc g'' MV) e enzimas amilase, xilanase, celulases e hemicelulases; CONTROLE sem aditivo;

Temperatura silo = Temperatura média aferida no interior do silo por 95 dias utilizando datalogger inserido
da massa.

A diminui¢cdo na populagéo de leveduras na silagem tratada com o aditivo
Fire mantidas em ambiente frio, ndo estdo relacionadas com a composi¢ao de
acido latico e acético (Tabela 14), mas pode ser em funcdo do benzoato de
sodio.

Com base na andlise desses resultados € possivel afirmar que o efeito
isolado da temperatura ndo foi determinante para controlar a atividade de
leveduras. A mudanca dessa populacao durante a fermentacédo de silagens de
milho nado tratadas em diferentes temperaturas foi estudada por Zhou et al.
(2016). Esses autores mostraram que as leveduras 4acido-tolerantes
permaneceram ativas pelo periodo de ensilagem (60 dias) em baixas
temperaturas (<15°C) e ndo foram encontradas (nivel de deteccéo > 2 log ufc g’
' MV) nas silagens armazenadas a 25°C pelo mesmo tempo. Assim, podemos
afirmar que a associagdo do aditivo Fire com a temperatura baixa foi decisiva
para melhor resposta do inoculante sobre a inibicdo do crescimento de
leveduras.

As menores concentracdes de acido acético nas silagens aditivadas com
Fire e Maize (Tabela 12) podem ter contribuido para o maior desenvolvimento
de leveduras. Os inoculantes utilizados para tratar as silagens nao alteraram as
concentragdes de acido latico, propidnico e butirico.



94

TABELA 12: CONCENTRACAO DE COMPOSTOS VOLATEIS EM SILAGENS DE
MILHO TRATADAS COM ADITIVOS MICROBIANOS

Tratamento' Efeitos®
Variaveis Controle ~ Row Sil Maize Fire EPM  Temp TempXT
Latico, gkg' MS 56,1 560 550 511 48,7 022 * *
Acético, gkg' MS 1977  154* 185 129° 132 o012 = **
Propidnico, g kg’ MS 31 30 31 31 30 0,01 NS NS
Butirico, gkg' MS 29 28 29 28 28 0,01 NS NS

Médias com letras distintas na linha sao diferentes pelo teste de Tukey a 5% de significancia

'FIRE: Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus (1 x 10° ufc/g MV) e
enzimas amilase, xilanase,  glucanase e benzoato de sodio. MAIZE: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2,5 x 10° ufc g’1 MV). Sil-All: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (1 x 10° ufc g' de MV).
ROW: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2 x
10° ufc g”' MV) e enzimas amilase, xilanase, celulases e hemicelulases; CONTROLE sem aditivo.

®Efeitos de interacdo. Temp = temperatura ambiente; T = tratamento (aditivos); NS = nao significativo; * (P <
0,05); ** (P < 0,01).

Em geral a concentracéo de 4cido acético em silagens de milho € de 10 a
20 g Kg"' DM. Nivel moderado desse &cido na silagem pode trazer beneficios
na conservacao do material, principalmente pela inibicdo de leveduras que
resulta em melhor estabilidade aerdbia (Kleinschmit e Kung, 2006).

Os teores de 4cido latico e acido acético foram afetados pela temperatura

e apresentaram interacao com aditivo (P < 0,05; Tabelas 13 e 14).

TABELA 13: DESDOBRAMENTO DO EFEITO DA TEMPERATURA NA
CONCENTRACAO DE ACIDO LATICO E ACETICO EM SILAGENS DE MILHO
TRATADAS COM ADITIVOS MICROBIANOS

- Temperatura'
Variaveis Quente Frio EPM? Value P
Acido latico, g Kg' MS 51,1° 55,87 0,14 0,03
Acido acético, g Kg'' MS 19,5 12,4° 0,08 <0,001

Médias com letras distintas, minUsculas, na linha sao diferentes pelo teste t de Student (p<0,05)
" Quente = temperatura ambiente quente 27,1 °C; Frio = temperatura ambiente frio 15,2 °C;
2 Erro padrdo da média

As silagens armazenadas em temperatura quente apresentaram menor
concentragéao de acido latico e maior de acido acético quando comparadas com
as silagens em temperatura baixa. Apesar dessa diferengca em relacdo ao
ambiente, esse trabalho mostrou que a temperatura nao restringiu a
fermentacdo, pois adequados niveis de &cidos foram encontrados. Os valores
tipicos dos produtos finais de fermentagcdo em silagem de milho para o acido
latico e acético estdo entre 40-70 g Kg' MS e 10-30 g Kg™' MS, respectivamente
(Kung e Shaver, 2001). Zhou et al. (2016) notaram reducédo na concentracao
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desses acidos em silagens armazenadas abaixo de 15°C por 60 dias. Por outro
lado, silagens de milho armazenadas em ambiente quente (35°C) apresentaram
reducédo na concentracdo de 4cido latico e aumento de &cido acético (Weiss et
al., 2016), corroborando com os valores encontrados no presente trabalho.

A temperatura ambiente de armazenamento apresentou forte efeito sobre
a producao dos acidos latico e acético (Tabela 14) nas silagens tratadas. Houve
reducéo (P < 0,05) na atividade homolatica nas silagens em ambiente quente e
aumento em ambiente frio. E possivel notar que o ambiente quente favoreceu
(P < 0,05) a fermentacdo heterolatica nas silagens tratadas com os aditivos
(Row e Sil), ndo havendo influéncia da interacdo (temperatura X aditivo) nos
demais tratamentos. Outro efeito claro foi observado nas silagens mantidas em
ambiente frio, nas quais houve efeito significativo entre os inoculantes utilizados,
tendo o tratamento Controle, no ambiente frio, apresentado maior concentragéao
de acido acético em relacéo aos tratamentos Row, Maize e Fire. O efeito claro
de reducédo de acido latico e aumento de acético no ambiente quente para as
silagens aditivadas demonstra que as bactérias presentes nos aditivos podem
ter utilizado parte do lactato como fonte de substrato para crescimento,
produzindo 4&cido acético (Oude Elferink et al.,, 2001). A mudanga do
metabolismo homolatico para heterolatico nas silagens armazenadas em
temperatura maior indica que houve um rapido consumo dos carboidratos
soluveis pelos microrganismos presentes na massa sem a queda do pH. Essa
alteracdo metabdlica das bactérias acido laticas é observada e estudada na
industria de processamento de leite (Kowalczyke Bardowski, 2007) e a dindmica
€ similar com que ocorre na silagem. As hexoses sao rapidamente degradadas
para gliceraldeido-3-fosfato, seguidas de oxidacdo para piruvato pela via
glicolitica. O piruvato é entdo reduzido para lactato pela enzima lactato
desidrogenase, quando o crescimento dessas bactérias ocorre em meio rico em
substrato. Por outro lado, quando ha falta de substrato algumas BAL adaptam
seu metabolismo para uma via alternativa ao da conversao do piruvato, tendo
como produto final acetato, formato e etanol (McDonald et al., 1991). A menor
taxa de metabolizacao de agucar resulta em baixa concentracao intracelular de
frutose-1,6-bifosfato, que é um ativador essencial para a lactato desidrogenase
(de Vries et al., 1970). Como demonstrado por Liu (2003) uma série de fatores
pode afetar o metabolismo das BAL e causar a mudanca do produto final
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gerado. Zhou et al. (2016) destacaram que fatores ambientais como competicao
por substrato, umidade, pH e temperatura alteraram o padrao fermentativo das
BAL em silagens de milho estocadas em diferentes amplitudes de temperaturas.
Assim os resultados encontrados no presente ensaio suportam a hipétese que a
temperatura ambiente (27,1°C) foi uma importante causa de variacao para
alteragdo do metabolismo homolatico para heterolatico das BAL inoculadas
durante a fase de armazenamento.

As causas para a maior concentracdo de acido latico nas silagens em
temperatura fria (Tabela 13 e 14) podem explicar dois acontecimentos. Primeiro,
possivelmente houve melhor condi¢cdes de desenvolvimento para as bactérias
homolaticas em temperaturas mais baixas favorecendo a producdo desse acido
e consequentemente rapido declinio de pH. Os resultados encontrados por
(Weinberg et al., 1998) fundamentam essa suspeita, pois esses autores
notaram que elevada temperatura de ensilagem e armazenamento reduziu a
contagem de alguns tipos de BAL.

As silagens do tratamento Sil apresentaram maior amplitude de variacao
na produgdo de acido latico entre temperaturas. A maior taxa de inoculagao
nesse aditivo (1 x 10° ufc g™ MV) pode justificar a maior concentragéo de acido
latico. Apesar da contagem de BAL no dia da abertura n&o mostrar diferenga na
interacao temperatura x tratamento isso n&o significa menor crescimento dessas
bactérias. Importante esclarecer que a contagem de microrganismos em
silagens (abertura) nao reflete a totalidade da populacdo, apenas os
microrganismos que permaneceram viaveis durante a fase fermentativa.
Weinberg et al. (1998) avaliando a inoculacado de Lactobacilus plantarum (108
ufc g MV) em silagem de trigo observaram que a populacdo diminuiu do dia 2
(log 9,8 ufc g MV) para o dia 57 (log 6,3 ufc g" MV) mostrando que muitas

bactérias morrem durante a fase de armazenamento.
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TABELA 14: DESDOBRAMENTO DA INTERAQAO ~DE TRATAMENTO E
TEMPERATURA NA CONCENTRACAO DE ACIDO LATICO E ACETICO EM
SILAGENS DE MILHO TRATADAS COM ADITIVOS MICROBIANOS (g kg™ MS)

Tratamentos’
Temperatura® Controle Row Sil Maize Fire
Acido latico
Quente 56,0 58,0 45,78 48,5° 46,8°
Frio 56,3 54,0 64,44 53,7° 50,6"
Acido acético
Quente 18,9 20,9% 23,3 17,0 17,6
Frio 20,5% 10,0%¢ 13,880° 9,1° 8,8°

Médias com letras distintas, mailsculas na coluna e minusculas na linha, sao diferentes pelo teste de Tukey
a 5% de significancia

'FIRE: Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus (1 x 10° ufc/g MV) e
enzimas amilase, xilanase, B glucanase e benzoato de sodio. MAIZE: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2,5 x 10° ufc/g MV). Sil-All: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (1 x 10° ufc/g de MV).
ROW: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2 x

10° ufc/g MV) e enzimas amilase, xilanase, celulases e hemicelulases;CONTROLE sem aditivo.
Quente = temperatura ambiente quente 27,1°C; Frio = temperatura ambiente frio 15,2°C;

Kim e Adesogan (2006) determinaram o efeito sobre as caracteristicas
fermentativas quando as silagens foram mantidas em temperaturas distintas (20
vs 40°C) por 82 dias. A principal mudanca observada foi a redugcdo da
fermentacdo homolatica quando o material ficou armazenado em ambiente com
temperatura alta (40°C) quando comparado com a silagem mantida em
temperatura menor (20°C). Apesar dos resultados desses autores (sobre a
producéo de acido latico) corroborarem com os efeitos encontrados no presente
estudo, 0 mesmo nao aconteceu com a produc¢éo de acido acetico.

Contudo estéa claro, no presente ensaio, que a diferenca de temperatura
fez com que as bactérias direcionassem seu metabolismo para uma
fermentacado prioritariamente homolatica em ambiente frio, e uma fermentacao
heterolatica em ambiente quente. Embora tenha havido diferenga na producao
de acidos organicos em funcao da temperatura, nao foram observados efeitos
de interacdo na maioria das variaveis avaliadas na estabilidade aerdbia. A
estabilidade aerdébia e as perdas de MS durante a exposicdo ao ar
apresentaram efeito (P < 0,01) de aditivo, temperatura e interacédo (temperatura
x aditivo).

Os resultados da estabilidade aerébia (EA) das silagens estao
apresentados na Tabela 15. A variavel (EA) foi influenciada pela presenca dos

aditivos. As silagens inoculadas com o aditivo Fire apresentaram melhor (P <
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0,05) estabilidade em relacdo aos demais tratamentos. As silagens tratadas
com o aditivo Row sofreram réapida degradacdo quando expostas ao ar, se
comparadas com o aditivo contendo maior populacao inoculada (Sil) e o aditivo
com benzoato de sédio (Fire). As variaveis temperatura maxima (Tmax), horas
para temperatura maxima (HTmax) e temperatura acumulada na massa
apresentram efeito de tratamento. O melhor resultado na variavel Tmax para o
tratamento Fire, em relacdo aos demais, demostra o efeito isolado do composto
quimico no aditivo sobre a atividade dos microrganismos durante a exposi¢ao

ao ar.

TABELA 15: VARIAVEIS DE ESTABILIDADE EM AEROBIOSE DE SILAGENS DE
MILHO TRATADAS COM ADITIVO MICROBIANO

Tratamentos’ Efeitos®
Variaveis® Controle  Row Sl Maize  Fire EPM  Temp TempXT
EA, Horas 39,2 302 432 3p1° 613 2,18 ** o
HTmax, horas 13 548 1150 6662 9767 18,5 NS NS
Tmax, °C 376° 376> 361° 378 3B~ 0,48 NS NS
TempAcum, °C 1426 1718 737 1192* 6118 249 NS NS
Perdas MS, % 18,1° 161® 128 16,5° 127° 0,81 *x b

Médias com letras distintas na linha sao diferentes pelo teste de Tukey a 5% de significancia

'FIRE: Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus (1 x 10° ufc g MV) e
enzimas amilase, xilanase, B glucanase e benzoato de sédio. MAIZE: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2,5 x 10° ufc g MV). Sil-All: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (1 x 10° ufc g™' de MV).
ROW: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2 x
10° ufc g'1 MV) e enzimas amilase, xilanase, celulases e hemicelulases; CONTROLE sem aditivo.

2 EA = Estabilidade aerdbia das silagens (horas para elevacdo da temperatura de massa em 2 °C acima da
temperatura ambiente); HTmax = Horas para a massa atingir a maxima temperatura; Tmaa = temperatura
maxima alcangada pela massa; TempAcum = Temperatura acumulada (soma dos graus até o final do ensaio
de EA); Perdas EA = Perdas de MS durante o ensaio de estabilidade aerdbia;

®Efeitos de interacdo. Temp = temperatura ambiente; T = tratamento (aditivos); NS = ndo significativo; *
(p<0,05); ** (p<0,01).

A menor estabilidade aerdbia no tratamento Row, comparado com Fire e
Sil, pode estar relacionada com as maiores populacdées de leveduras naquela
silagem. ApOs a abertura dos silos a maior populagdo iniciou um rapido
metabolismo que fez com que a massa aquecesse rapidamente e acumulo de
maior temperatura. Além disso, a estabilidade de apenas 30,2 horas encontrada
na silagem Row ndo pode ser explicada com as variaveis analisadas neste
experimento. Avaliagdes complementares de outros compostos volateis, além
dos investigados nesse ensaio, poderiam dar suporte para o esclarecimento
desse achado. Na literatura existe a suspeita que a adicdo de enzimas
fibroliticas (presentes nesse inoculante) pode liberar grandes quantidades de
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acucares durante a fermentacao e que apés a abertura servem como substrato
para crescimento de leveduras (Kung e Muck, 2015). Lynch et al. (2015)
adicionaram xilanases e celulases associadas ou nao com bactérias produtoras
de esterase de &cido ferrdlico e mostraram que o uso combinado desses
aditivos promoveu maior queda no pH e elevada concentracao de carboidratos
soluveis na silagem ap6s 70 dias de fermentacdo. No entanto, essas mesmas
silagens apresentaram menor recuperacdo de MS e alta populacdo de
leveduras (4,21 ufc g MV) comparadas com as silagens controle (2,75 ufc g’
MV). Dessa forma, uma possivel associagdo dos fatores, alta contagem de
leveduras, disponibilidade de substrato e padrao fermentativo homolatico
culminaram com o curto periodo de resisténcia em aerobiose.

As menores perdas de MS durante a estabilidade aerdbia no tratamento
Fire podem estar relacionadas com a menor populacdo de leveduras, como
efeito do benzoato do sédio.

N&o houve relacdo das perdas de MS na estabilidade em relagdo as
perdas fermentativas. De maneira geral, essas perdas estéao relacionadas com a
qualidade da silagem, ou seja, quanto mais nutrientes forem preservados
durante o processo de conservagdo, mais suscetiveis essas silagens serdo a
degradacdo em aerobiose. Isso ocorre em virtude da maior disponibilidade de
carboidratos solUveis ou produtos de fermentacao prontamente disponiveis para
0s agentes deterioradores. Zopollatto et al. (2009) verificaram que a estabilidade
média para silagens de milho variou de 25 a 41 horas. Ao passo que Muck e
Kung (1997), em compilagédo de trabalhos, mostraram que a inoculagdo com
organismos homofermentativos na ensilagem de milho reduziu a estabilidade
em 33% das silagens tratadas. Em recente meta-andlise, Oliveira et al. (2017)
apontaram que a estabilidade aerdbica néo foi influenciada pelos aditivos nem
pelas caracteristicas da cultura. Porém, a populagéo de leveduras foi maior nas
silagens tratadas em relacdo as nao tratadas, sendo que a razdo para esse
efeito € a maior disponibilidade de substrato para leveduras assimiladoras de
lactato, segundo esses pesquisadores.

A Tabela 16 apresenta os resultados da interacdo ambiente x aditivos e
efeito isolado do ambiente sobre a estabilidade das silagens. As silagens
armazenadas em ambiente frio tiveram melhor desempenho quando expostas

ao ar em relacao as silagens estocadas em ambiente quente. Esse resultado
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nao corresponde com o tipo de fermentacdo encontrado nessas silagens. Se
levarmos em consideracao a fermentagdo heterolatica percebida nas silagens
em ambiente quente, deveriamos ter maior estabilidade nessas silagens em
razao da maior concentracao de acido acético, em funcédo da agao desse acido
sobre o crescimento de leveduras (McDonald et al., 1991).

Um fator importante que pode ter influéncia direta nesse resultado foi a
temperatura inicial da massa da silagem, pois a silagem proveniente do
ambiente frio apresentava 15,2°C, e o metabolismo microbiano pode ter sido
mais lento, e beneficiado no resultado. Além disso, mesmo que a atividade
tivesse inicio imediato, o calor gerado pode ter sido absorvido pela silagem
aumentando o tempo para detectar o aquecimento. Outro efeito que pode ter
contribuido para o melhor desempenho de estabilidade aerébia das silagens
derivadas do ambiente frio foi o comportamento dos tratamentos Fire, Sil e
Controle, comparado com os respectivos tratamentos em ambiente quente. O
resultado de EA do aditivo Fire no ambiente frio confirma os dados de contagem

de levedura na mesma condicao para esse tratamento.

Tabela 16: DESDOBRAMENTO DA INTERACAO ENTRE TRATAMENTO E
TEMPERATURA E EFEITO DE TEMPERATURA PARA ESTABILIDADE AEROBIA
(HORAS) EM SILAGENS DE MILHO TRATADAS COM ADITIVOS MICROBIANOS

Tratamentos’
Temperatura® Controle Row Sil Maize Fire Média EPM
Quente 24,78 23,1 32,1% 29,5 34,2° 28,78 3,6
Frio 53,8  37,0° 543" 425 885" 55,24 3,1

Médias com letras distintas, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, séo diferentes pelo teste de Tukey
a 5% de significancia

'FIRE: Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus (1 x 10° ufc/g MV) e
enzimas amilase, xilanase, B glucanase e benzoato de sodio. MAIZE: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2,5 x 10° ufc/g MV). Sil-All: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (1 x 10° ufc/g de MV).
ROW: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2 x
10° ufc/g MV) e enzimas amilase, xilanase, celulases e hemicelulases;CONTROLE sem aditivo.
2Temperatura de armazenamento; Quente = temperatura ambiente quente 27,1°C; Frio = temperatura
ambiente frio 15,2°C;

O efeito de temperatura ambiente sobre a estabilidade aerdbia impactou
nas perdas de MS (Tabela 17). As silagens que foram armazenadas em
ambiente frio apresentaram menores perdas de MS (P < 0,01) durante a
estabilidade aerdbia (13,4%), comparadas com as silagens de ambiente quente
(17,1%; Tabela 17). A menor perda de MS durante a estabilidade nas silagens

estocadas em baixa temperatura pode ter sido causada pelas menores perdas
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nos tratamentos Sil e Fire (9,1 e 10%, respectivamente) que acabaram
reduzindo o valor médio de perdas nas silagens do ambiente frio. Convém
destacar que o aditivo Sil contém a maior taxa de inoculagéo de bactérias entre
todos os aditivos testados (1 x 10° ufc g) e que apresentou a segunda maior
concentragdo de acido acético e o segundo melhor desempenho na
estabilidade, muito embora sem efeito estatistico, mas somados, esses efeito
podem ter levado a menores perdas de MS durante a exposicdo aerdbia.
Importante esclarecer que durante a estabilidade todas as silagens foram
mantidas na mesma condi¢cdo em sala com temperatura controlada de 25+2 °C.
Tabela 17: DESDOBRAMENTO DA INTERACAO DE TRATAMENTO E

TEMPERATURA PARA PERDAS DE MS (%) DURANTE A ESTABILIDADE AEROBIA
EM SILAGENS DE MILHO TRATADAS COM ADITIVOS MICROBIANOS

Tratamentos’
Temperatura® Controle Row Sil Maize Fire Média EPM
Quente 20,3° 158% 16,6°° 17,2° 1543 17,18 0,51
Frio 15,8° 16,2° 91”4 15,9° 10,02 13,4" 0,51

Médias com letras distintas, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, sao diferentes pelo teste de Tukey
a 5% de significancia

'FIRE: Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus (1 x 10° ufc/g MV) e
enzimas amilase, xilanase, B glucanase e benzoato de sodio. MAIZE: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2,5 x 10° ufc/lg MV). Sil-All: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (1 x 10° ufc/g de MV).
ROW: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2 x
10° ufc/g MV) e enzimas amilase, xilanase, celulases e hemicelulases;CONTROLE sem aditivo.
2Temperatura de armazenamento; Quente = temperatura ambiente quente 27,1°C; Frio = temperatura
ambiente frio 15,2°C;

Os valores de perdas de MS na EA da silagem Sil podem ter contribuido
para o efeito de temperatura nesta variavel, uma vez que foram os menores e
0s unicos com significancia estatistica.

Em ambas as temperaturas as silagens com o aditivo Fire apresentaram
as menores perdas de MS e efeito semelhante aconteceu para as silagens do
tratamento Sil armazenadas em ambiente frio.

Com base nesses resultados podemos sugerir que a presenga de
composto quimico benzoato de sédio no aditivo Fire pode ter contribuido para o
melhor desempenho das silagens tratadas no ensaio de estabilidade aerdbia,
confirmando os resultados encontrados por Souza (2015) utilizando o mesmo
aditivo.

A dinamica de producédo de gases revelou novamente uma tendéncia de
aumento de producdo conforme a ordem de ensilagem. Os tratamentos

Controle e Row apresentaram maior producao de gases (P < 0,01). Isso pode
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ser explicado pela diferenca na intensidade de fermentacdo e na variacéo
microbiana entre as silagens (Tabela 18).

TABELA 18: PRODUCAO TOTAL DE GASES (MENSURAGCAO DIRETA) DURANTE A
FASE FERMENTATIVA DE SILAGENS DE MILHO TRATADAS COM ADITIVO
MICROBIANO

Tratamentos’ Efeitos®
Varidveis® Controle  Row Sil Maize  Fire EPM Temp TempXT
Gas LKg'MS 31622 29577 2486° 2567 2537° 84,1 ** NS
Temperatura
Quente Frio EPM Valor P
Géas LKg'MS 3092° 23922 53,9 0,0001

Medlas com letras distintas na linha sao diferentes pelo teste de Tukey a 5% de significancia

'FIRE: Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus (1 x 10° ufc/g MV) e
enzimas amilase, xilanase, B glucanase e benzoato de s6dio. MAIZE: Lactobacﬂlus plantarum, Lactobacillus
salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2,5 X 10° ufc/g MV). Sil- AII Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (1 x 10° ufc/g de MV).
ROW Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (2 x
10 ufc/g MV) e enzimas amilase, xilanase, celulases e hemicelulases; CONTROLE sem aditivo.

Produgao total de gés em litros por kg de matéria seca ensilada

SEfeitos de interacdo. Temp = temperatura ambiente; T = tratamento (aditivos); NS = nao significativo;
(p<0,05); ** (p<0,01).

*

N&o foi percebido aumento na producdo de gases em funcdo da
inoculacdo das silagens. Por outro lado, o aditivo Fire apresentou menor
producéo de gases, bem como melhor controle de microrganismos indesejaveis.

As silagens armazenadas em temperatura quente produziram
aproximadamente 700 mL de gas kg' MS a mais do que as silagens em
ambiente frio, no acumulado do periodo. Dois fatores podem ter contribuido
para a diferenga na produgao de gases. Primeiro; em temperaturas mais baixas
0 metabolismo microbiano pode ter sido alterado. A mudanca no padréao
fermentativo nas diferentes temperaturas, conforme apresentado na Tabela 13,
mostra que em temperatura baixa predominou a formagao de acido latico e que
na temperatura mais alta a via preferencial foi a heterolatica, com maior
producdo de acido acético. Segundo; outro ponto que nao pode ser ignorado é
a lei dos volumes dos gases (lei de Charles) que diz que para um gas ideal o
volume é diretamente proporcional a temperatura, dessa forma em ambiente frio
0 gas tende a ter menor volume e consequentemente menor producédo. Convém
afirmar que no presente ensaio, o volume mensurado de gases nao foi corrigido

para temperatura.
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O volume acumulado de gases produzidos pelas silagens em ambiente

frio esta apresentado na Figura 10. E possivel obsevar que em todo o periodo

de avaliacdo o tratamento Controle produziu mais gas em relacdo as demais

silagens. Para todos os tratamentos as primeiras 12 horas apresentaram a

maior taxa de producdo. Foi observada, no tratamento Fire, uma estabilizagao

na produgdo de gas entre 12 e 24 horas apos a ensilagem. Porém, ao final da

fase de producéo, o volume total de gases ndo apresentou diferenca entre os
tratamentos.

FIGURA 10: PRODUGCAO ACUMULADA DE GAS POR TRATAMENTO AMBIENTE FRIO (15,2
OC)

Producao acumulada de gas
ambiente frio

De maneira contraria, as silagens armazenadas em temperatura quente
apresentaram forte influéncia da ordem de ensilagem no volume de gas
produzido (Figura 11). Os dois ultimos tratamentos ensilados foram Controle e
Row que tiveram maiores (P < 0,01) producdes totais de gases (3,590 e 3,437
litros de gas), respectivamente, no periodo de avaliacdo em relagédo aos demais
tratamentos. A fase de producdo de gases foi mais curta nas silagens em
ambiente quente (72 horas) quando comparada com as silagens em

temperatura baixa (84 horas), mesmo assim o volume total foi maior.
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FIGURA 11: PRODUGAO ACUMULADA DE GAS POR TRATAMENTO AMBIENTE QUENTE (27,1 °C)

Producao acumulada de gas
ambiente quente
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A dindmica de producéo foi semelhante para todas as silagens até 24
horas ap6s o fechamento dos silos. Entre 24 e 72 horas o volume de producao
de gas foi maior para as silagens Controle e Row e semelhante para as silagens
Fire, Sil e Maize.

A figura 12 mostra a producdo meédia de gas por tratamento nas
diferentes temperaturas. E possivel observar que as silagens em temperatura
guente apresentaram maior producdo de gases em relacdo as silagens em
ambiente frio. As maiores producdes aconteceram nas primeiras 12 horas e
diminuiram até 36 horas quando um novo pico aconteceu para ambas as
silagens em 48 horas, porém pouco pronunciado. A elevada produgéo de gases
nas primeiras horas ap6s a ensilagem corresponde ao periodo de maior
intensidade de fermentacdo de acordo com Pahlow et al. (2003). De forma
semelhante Knicky et al. (2014) durante a avaliacdo da formacdo de gases
durante a ensilagem de milho, aditivadas ou n&o, verificaram o maior pico de
producéo entre 11-29 horas apds a vedacao. Descreveram ainda, um segundo
pico de produgdo nas silagens aditivadas com inoculante microbiano (2,5 10°
ufc g Lactobacillus plantarum, Enterococcus faecium e Lactobacillus buchneri).
Esse fendmeno foi atribuido ao metabolismo de L. buchneri que tem a
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capacidade de converter acido latico em acético em condi¢cdes anaerdbicas
gerando CO, como residuo da conversao.

FIGURA 12: PRODUGCAO DE GAS COMPARANDO O EFEITO DE TEMPERATURA

Producao de gas efeito da
temperatura

M Frio

H quente

Volume total (mL kg! MS)

Apds o periodo de producdo de gases (em média 120 horas) iniciou-se a
fase de estabilizacdo da pressdo. Essa etapa permaneceu constante até o
décimo sexto dia quando a pressao negativa teve inicio. Devido a alteracao do
modelo de mandmetro (mercurio), o efeito de vacuo foi percebido mais
lentamente em relacdo ao experimento anterior. A pressdo média encontrada

neste ensaio esta apresentada nas Figuras 13 e 14.
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FIGURA 13: DINAMICA DA PRESSAO NEGATIVA NOS SILOS ARMAZENADOS EM
TEMPERATURA QUENTE (27,1 °C)

Dindamica de pressao negativa
(silos ambiente quente)

Row

-
: A\ N
2'300 \ \ \ M aize
Q

o] =—Fire

'S 400

E Controle
o

u
o
o

-600

E possivel notar que a pressdo negativa atingida pelos silos é
semelhante entre as temperaturas. Os valores médios ao final do ensaio ficaram
préximos a — 611 mmCA. No entanto, alguns silos apresentaram valores
préximos a -1300 mmCA, valores proximos aos encontrados no experimento do

capitulo I.
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FIGURA 14: DINAMICA DA PRESSAO NEGATIVA NOS SILOS ARMAZENADOS EM
TEMPERATURA FRIA (15,2 °C)
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Esses sao os primeiros ensaios que avaliaram a pressao interna dos silos
e 0s resultados apresentados aqui apresentam forte indicio que esse efeito
tenha origem Dbioldégica, por meio do metabolismo de bactérias

homoacetogénicas.

5.4 CONCLUSAO

A temperatura ambiente durante o armazenamento influenciou a
composigcao bromatoldgica das silagens. A menor temperatura ambiente induziu
fermentacdo mais homolatica. Nessa condicdo, o aditivo Fireguard apresentou
melhor resposta no controle de leveduras. A ordem de ensilagem parece ser
uma importante causa de variagao nos ensaios com silagens e deve ser levada
em consideracao na interpretacao dos resultados. Apds a fase de producao de
gases no inicio da fermentacao, silagens de milho apresentam a formacao de
pressdo negativa, provavelmente decorrente da absorcdo de gases presentes

nos poros da silagem, por bactérias homoacetogénicas.
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6.0 CONSIDERACOES FINAIS

As informagbes apresentadas nesse trabalho trouxeram importantes
avancos ao grupo de pesquisa. Além dos dados referentes aos ensaios
conduzidos (temperatura, aditivos, gases e pressdo) contribuicées adicionais
foram trazidas sobre falhas na metodologia. Os achados aqui apresentados
indicam pontos de atencdo que devem ser considerados na conducdao dos
experimentos com silagem, como: tempo de picagem das plantas, a ordem de
ensilagem dos tratamentos, a contaminagdo cruzada, entre outros. Essas
variaveis devem ser levadas em consideragdo nos proximos ensaios. Outra
importante observacdo diz respeito a qualidade de vedacdo dos silos
experimentais que quando débil compromete todo o processo fermentativo das
silagens, dificultando a correta interpretacéo dos resultados.

A busca e selecao de microrganismos adaptados ao clima tropical parece
ser uma importante linha de pesquisa para o Brasil, assim como a investigacao
das causas de formacao de vacuo no interior dos silos experimentais.

A formacgao de vacuo no interior dos silos é achada constante em todos
os experimentos realizados no CPFOR, desde o desenvolvimento da
metodologia para avaliacdo de gases, no ano de 2011. A identificagcdo da
geracao de pressao negativa no interior dos silos foi uma observacao acidental
e que despertou nosso interesse na investigacao das possiveis causas. Porém,
nenhum experimento até o momento foi delineado com o objetivo especifico de
entendimento desse efeito. Esse trabalho traz informacbes relevantes sobre
esse assunto e que servirdo de base para a continuidade dos estudos. O
desenvolvimento de mandmetro e a obtengdo de valores de pressdao negativa
podem ser considerados importantes avangos iniciais nesse tema. As
informacdes apresentadas na revisdo de literatura sobre a possibilidade de
atividade das bactérias homoacetogénicas em silagens, precisa ser investigada,
mas acreditamos fortemente que esse seja um novo e importante passo no

entendimento do processo fermentativo de silagens.
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