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RESUMO

A metodologia empregada na avaliagdo de um ensaio experimental € o manejo do
processo de ensilagem influenciam diretamente na conservagdo do material ensilado e nos
resultados obtidos. Este estudo teve como objetivo avaliar diferentes tempos entre a picagem e
a compactagdo sobre a qualidade, perdas fermentativas e estabilidade aerobia de silagens de
milho, e o efeito dos tempos sobre a magnitude das respostas ao uso de inoculante bacteriano.
O experimento foi conduzido no Centro de Pesquisas em Forragicultura (CPFOR), da
Universidade Federal do Parand. O milho foi colhido com 29,3% de matéria seca (MS). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x2. Foram
avaliados quatro tempos de ensilagem (30°, 90°, 150 e 210’) e dois aditivos (Controle x
Inoculante Comercial Pioneer 11C33), totalizando 40 wunidades experimentais (5
repetigdes/tempo/aditivo). As silagens foram confeccionadas em silos experimentais e
armazenadas por 55 dias, nas quais foram determinados o pH e os teores de MS, fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), proteina bruta (PB), proteina
soluvel (PS), cinzas, extrato etéreo (EE), lignina, amido, acidos orgénicos, etanol, perdas por
gases, efluentes, perdas totais de MS e contagens microbianas de bactérias acido laticas (BAL),
leveduras e fungos filamentosos. A estabilidade aerdbia (EA) foi avaliada por 213 horas. O pH
ndo foi influenciado pelo inoculante, mas houve efeito significativo dos tempos avaliados e da
interacdo (tempo x aditivo). As silagens inoculadas influenciaram positivamente os teores de
MS, PB, cinzas, EE e amido. Os tempos influenciaram o pH, MS, FDN, FDA, PB, PS, EE,
lignina e amido. Verificou-se interacao tempo X inoculante para o pH, MS, FDN, PB, PS, EE ¢
amido. As silagens inoculadas apresentaram maior producao de etanol e 4cido acético, enquanto
as silagens nao inoculadas (controle) apresentaram maior teor de acido latico. A producao de
gases da fermentacdo (litros) foi influenciada pelo tempo e pelo uso do inoculante, assim como
as perdas de MS. As contagens microbianas ndo apresentaram efeitos de tratamentos, embora
o uso do inoculante tenha apresentado tendéncia de aumento na contagem de BAL. O inoculante
elevou significativamente a estabilidade do material em aerobiose, e o tempo de ensilagem
aumentou a EA das silagens controle. A silagem inoculada apresentou menores perdas de MS
durante a EA. Os tempos propostos neste estudo, se ignorados, podem interferir nos resultados
dos ensaios experimentais, o descuido do tempo de ensilagem pode gerar resultados
equivocados. O uso do inoculante foi ineficiente em reduzir as perdas fermentativas, mas elevou
a estabilidade aerobia e elevou o valor nutricional das silagens.

Palavras-chave: bactérias acido laticas, gases, inoculante, metodologia, silo experimental.



ABSTRACT

The methodology used for experimental trials and the ensiling process handling
directly influence the results of silage conservation. This study aimed to evaluate different time
intervals between chopping and compaction for lab trials on the fermentative losses and aerobic
stability of corn silages. Time effect over bacterial inoculant responses were also assessed. The
experiment was performed at the Forage Research Center (CPFOR) from the Federal University
of Parand, Brazil. Whole plant corn was harvested at 29.3% of dry matter (DM). The
experimental design was completely randomized in a 4x2 factorial scheme. Four times (30°,
90°, 150 ’and 210°) and two additives (Control x Pioneer 11C33 Inoculant) were evaluated,
reaching 40 experimental units (5 replicate/time/additive). The silages were made in lab silos
and stored for 55 days. They were evaluated: silage pH and DM content, neutral detergent fiber
(NDF), acid detergent fiber (ADF), crude protein (CP), soluble protein (SP), ash, ether extract
(EE), lignin, starch, organic acids, ethanol, gas losses, effluents, total DM losses and microbial
counts of lactic acid bacteria (LAB), yeasts, and filamentous fungi. Aerobic stability (AS) was
evaluated for 213 hours. The inoculant did not influence the pH, but there was a significant
effect on the time and interactions evaluated (time vs. additive). The inoculated silages
positively influenced the levels of DM, CP, ashes, EE, and starch. The time influenced pH, DM,
NDF, ADF, CP, SP, EE, lignin, and starch. Time vs. inoculant interactions were verified for
pH, DM, NDF, CP, SP, EE, and starch. The inoculated silages showed higher acetic acid as
well as ethanol content, while the control silages showed higher lactic acid content.
Fermentative gas production (liters) and DM losses were influenced by time and inoculant use.
Microbial counts did not show treatment effects, although the inoculated silages showed an
increased tendency in LAB counts. The inoculant significantly increased the aerobic stability
of the material, and ensiling time increased the AE of control silages. Inoculated silages showed
the lowest DM losses during AE. The proposed times in this study, if ignored, can interfere
with the results of the experimental test. The neglect of ensiling time can generate wrong
interpretation of the trial results. The inoculant use was inefficient in reducing fermentative
losses; however, it increased aerobic stability and silages nutritional values.

Keywords: lactic acid bacteria, gas, inoculant, methodology, experimental silos.
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1 INTRODUCAO

As silagens tém sido produzidas héd muitos séculos, mas apenas recentemente técnicas
tém sido desenvolvidas para avaliar os efeitos do processo de ensilagem sobre a qualidade da
massa ensilada (CHERNEY; CHERNEY, 2003). Nesse sentido, o desenvolvimento dessas
técnicas perpassa pela acuracia dos ensaios experimentais, tendo como base a assertividade na
sua conducao.

Existem intimeras metodologias que tém sido empregadas na avaliagdo de forrageiras
conservadas, sobretudo silagens. Entretanto, ¢ evidente a disparidade entre elas e a necessidade
de pesquisas que objetivem o aperfeigoamento das metodologias ja existentes, colocando em
discussdo a necessidade de padronizagdo de procedimentos analiticos realizados
experimentalmente e que viabilizem a comparacdo idonea de valores obtidos entre os diferentes
grupos de pesquisas.

Alguns parametros sdo considerados fundamentais para a determinag@o da qualidade
da massa ensilada, dentre eles destaca-se o teor de carboidratos soltiveis. A magnitude das
perdas desses compostos durante o processamento da forragem ¢ determinante para o processo
fermentativo das silagens produzidas, e estd diretamente correlacionado com o tempo de
exposi¢ao da forragem antes de ser ensilada.

A adi¢ao de inoculantes bacterianos nas silagens tem por finalidade favorecer a
fermentagdo, podendo ainda minimizar os danos causados por microrganismos aerébicos no
momento de abertura dos silos. Nessa perspectiva, a inser¢do do inoculante nessa pesquisa
objetiva avaliar a influéncia dos diferentes tempos de ensilagem na efetividade do inoculante
utilizado.

Metodologias acuradas, que possibilitam e asseguram o monitoramento do tempo de
ensilagem de forma igualitaria para todos os tratamentos avaliados, sdo determinantes para os
resultados obtidos durante os ensaios experimentais. Para tanto, o presente trabalho tem o
intuito de contribuir com a avaliagdo metodologica dos experimentos com produgao de silagens.

Para facilitar a discussdo e entendimento dos dados que serdo apresentados nessa
dissertacdo, a mesma foi redigida em forma de capitulos, onde:

- O capitulo I, trata-se de uma revisao bibliografica dos fundamentos necessarios a
compreensao do contexto da pesquisa. Revisa a literatura acerca das metodologias usadas para
avaliagdo de silagens, a importancia dos silos experimentais, e os fatores que interferem nas
avaliagdes e na qualidade da massa ensilada, com foco principal no tempo decorrido entre

colheita e vedagao dos silos.
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- O capitulo II, intitulado: Perdas fermentativas, estabilidade aerdbia e microbiologia
de silagens de milho ensiladas em 4 tempos diferentes com uso ou ndo de inoculante
microbiano, que tem como objetivo avaliar os diferentes tempos entre picagem e vedagdo sobre
a qualidade, perdas fermentativas e estabilidade aerébia de silagens de milho, e o efeito desses

sobre a magnitude das respostas ao uso de inoculante bacteriano.
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2 CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA

2.1 PARTICULARIDADES DA PLANTA DE MILHO PARA A PRODUCAO DE
SILAGEM

A planta de milho ¢ considerada padrao para a produgdo de silagens seja pela elevada
produtividade ou pelo bom valor nutritivo e, geralmente, ¢ considerada referéncia para
comparacao de valor com outras silagens (HENRIQUE et al., 1998). Além disso, apresenta
caracteristicas consideradas 6timas para o processo de fermentagdo, tais como: teor de matéria
seca entre 30% e 35% no momento do corte, mais de 3% de carboidratos soliveis na matéria
original e baixo poder tampao quando colhida na maturidade adequada (NUSSIO et al., 2001).
De acordo com Fancelli (2000), pode ser considerada uma cultura tradicional que ocupa posicao
significativa no contexto nacional quanto ao valor da produgdo agropecuaria, area cultivada e
volume produzido, especialmente nas regides sul, sudeste e centro-oeste do Brasil.

A silagem de planta inteira de milho ¢ o volumoso mais utilizado para bovinos leiteiros
em todo o mundo (FERRARETTO et al., 2017). Dentre as inimeras plantas possiveis de serem
ensiladas, o milho é cada vez mais recomendado, e varios sdo os fatores que justificam a
preferéncia por essa forrageira, dentre eles: facilidade de cultivo, grande variedade de cultivares
disponiveis e adaptadas a varias regidoes do pais e do mundo, facilidade de fermentacao, boa
composi¢ao bromatoldgica e, principalmente, a elevada aceitabilidade pelos animais (RESTLE
et al., 2002).

Para a nutri¢do animal, a planta de milho apresenta dois componentes distintos e de
extrema importancia: a fragdo vegetativa, composta basicamente de carboidratos estruturais, e
a fracdo granifera, representada principalmente pelo amido do endosperma (FERREIRA, 2001).
E um alimento volumoso nutricionalmente completo, com alta densidade energética (maior que
64% de nutrientes digestiveis totais - NDT) e com teores moderados de proteina bruta (PB - 6
a 9%) (FACTORI, 2008). Apesar da relevancia da silagem de milho, é importante destacar a
grande oscilagdo em relagdo as propriedades nutricionais, fisicas e quimicas dessa forrageira,
uma vez que existem fatores que interferem diretamente na composi¢do bromatologica e,
consequentemente, na qualidade nutricional da planta. Dentre eles pode-se enumerar: a
conduc¢do da lavoura, a escolha do hibrido e o manejo de ensilagem.

O emprego correto das técnicas de ensilagem, bem como o manejo do sistema de

producao da cultura, sao os responsaveis pelo adequado processo fermentativo e, como
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consequéncia, a redugdo dos custos de producdao e melhoria na qualidade da silagem, que
possibilita a manuten¢ao do valor nutricional da massa ensilada até o fornecimento aos animais.

A produgao de silagem de alta qualidade esta estritamente ligada a fatores controlaveis
e incontrolaveis que podem afetar adversamente a producdo e a utilizagdo da mesma
(BERNARDES et al., 2018) e, dentre esses, a escolha da cultivar ¢ um fator importante para o

sucesso do processo de conservagao.

2.2 ENSILAGEM

A técnica de ensilagem consiste no consumo de carboidratos soluveis por bactérias
acido laticas em anaerobiose, transformando-os em acidos orgéanicos, o que ocasiona a queda
do pH e a eliminagdo da a¢do de microrganismos que deteriorariam o material (JOBIM e
NUSSIO, 2013).

O processo de ensilagem ¢ influenciado tanto por fatores bioldgicos como tecnologicos
(manejo e técnicas de ensilagem), os quais, em sua maioria, encontram-se interrelacionados,
dificultando a discussao individual dos mesmos (PEREIRA et al., 2004).

De acordo com McDonald et al. (1991), as perdas no processo de ensilagem podem
variar significativamente entre 7 a mais de 40%, e estdo atreladas a forma como ¢ conduzido o
processo de ensilagem. Por isso, deve-se prestar atencdo e ter cuidado especial em todas as
etapas de producdo, para garantir que ao final do processo o produto esteja de acordo com as
caracteristicas quantitativas e qualitativas esperadas.

O processo de ensilagem pode ser dividido em quatro fases: 1) aerdbia, 2)
fermentativa, 3) estabilidade e 4) alimentagdo (COLLINS e OWENS, 2003).

A primeira fase acontece durante o enchimento do silo, estendendo-se até que haja o
consumo do oxigénio presente na massa apos o fechamento do mesmo. Nessa fase, o oxigénio
presente na massa ensilada ¢ diminuido devido a respiracdo de células da planta e de
microrganismos aerobicos e aerobios facultativos, como leveduras e enterobactérias. A correta
picagem e o rapido fechamento do silo contribuem para minimizar essa fase, que acabara
quando todo o oxigénio presente for esgotado (McDONALD et al., 1991).

Com o esgotamento do oxigénio e a modificacdo para um ambiente anaerdbico inicia-
se a fase fermentativa (segunda fase), que tem a duragdo de uma a quatro semanas (MUCK e
PITT, 1993) dependendo das propriedades da forrageira ensilada ¢ do manejo de ensilagem.
Com o ambiente exaurido do oxigénio, a fermentacdo anaerdbia inicia-se pelo crescimento de

enterobactérias (produtoras de acido acético) que normalmente crescem nos primeiros dias de
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ensilagem, no entanto, a sua populacao decresce a medida que o meio ¢ acidificado, sendo
inibidas em pH abaixo de 5 (PAHLOW et al., 2003). Com o ambiente anaerdbio ocorre também
a proliferagdo de bactérias acido laticas (BAL), homo e heterofermentativas. As BAL sdo as
responsaveis pela queda do pH que, de acordo Pereira et al. (2004), atinge valores entre 3,8 -
4,5. Com a exclusdo de oxigénio sustentada, a fase de estabilidade ¢ mantida até a abertura do
silo, caracterizando assim a terceira fase (fase de estabilidade). A quarta fase, ou fase de
alimentacdo, acontece apds a abertura do silo, onde a massa passa a ter contato novamente com
o oxigénio e haverd o favorecimento da atividade de microrganismos como leveduras e fungos
filamentosos, que sdo responsaveis por deteriorar a silagem. Esta deterioracao se manifestara
através da producao de calor e CO> (respiracao), diminui¢do da concentragao de acido latico e
aumento de pH, além do decréscimo no valor nutricional da silagem (TOMICH et al., 2003).
No processo de ensilagem o principio de conservacdo da forragem ¢ a reducao do pH
pela fermentacdo dos actcares soliveis da planta. Dessa forma, as melhores forrageiras para

ensilagem sdo aquelas com elevado teor de agticares soluveis.

23 SILOS LABORATORIAIS

Sdo inumeros os fatores que influenciam a qualidade da silagem, o que torna
praticamente impossivel que os estudos sejam realizados somente em silos convencionais de
fazenda (HARGREAVES et al., 1986). A avaliacao dos efeitos dos inoculantes na composi¢ao
microbiana e no valor nutricional da silagem usando silos em escala de campo ¢ um grande
desafio devido a dificuldade de produzir silagem homogénea para avaliacdo dos tratamentos
(CHERNEY e CHERNEY, 2003). Dessa maneira, esfor¢os sdo destinados na busca de silos
experimentais que possibilitem o maximo controle dos fatores que interferem nos processos
fermentativos.

A literatura mostra uma grande variedade de silos que sao utilizados para a pesquisa,
sendo estes construidos com uma ampla diversidade de materiais e formatos (tubos de PVC,
baldes e sacos plasticos, bolsas de polietileno, jarros de vidro, tambores de plastico ou manilhas
de concreto). A sua aplicagdo na pesquisa ndo € recente; Barcock et al. (1901), citado por Junges
(2010), utilizaram silos de ferro para a avaliagdo de silagens. Entretanto, embora acredite-se
que estas unidades de experimentagao sejam validas para a reprodugdo das condi¢des basicas
para a avaliacdo das silagens, ¢ importante se atentar que os resultados obtidos em nivel
experimental nem sempre sdo condizentes aqueles observados no campo, ja que, segundo

Rodrigues et al. (2002), ¢ possivel inferir que o tipo de silo utilizado pode alterar as
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caracteristicas da forragem e, adicionalmente, que silagens produzidas em silos experimentais
exibem melhores caracteristicas fermentativas quando comparadas as silagens provenientes de
silos de grande escala.

Neumann et al. (2007) compararam dois tipos de silo (experimental de PVC e
semitrincheira) e verificaram que a composicdo de silagens, confeccionadas em silo de
laboratorio (PVC) e em silo de campo (semitrincheira), pode diferir dependendo do parametro
avaliado, e que as silagens produzidas nos dois tipos de silo diferiram quanto aos teores de
matéria organica, FDN e N amoniacal, como também diferiram quanto ao grau de acidez (pH),
densidade e perdas de PB e FDN.

O uso de silos experimentais € uma ferramenta estritamente necessaria e valida para
os ensaios de pesquisa. Quando o objetivo é comparar tratamentos, os silos laboratoriais
tornam-se a melhor escolha, pois admitem que os efeitos aleatorios do ambiente sejam
minimizados. Os silos laboratoriais fornecem um controle mais completo das condigdes de
ensilagem e permitem aplicar muitas repeti¢des de tratamento. Por isso t€ém sido amplamente
utilizados quando varios tratamentos sao testados (CHERNEY ¢ CHERNEY, 2003). O modelo
de avaliagdo de perdas fermentativas nesses silos apresenta maior sensibilidade e acuracia
(SOUZA, 2015).

Outras razdes para a utilizacdo de silos experimentais sdo a reducdo dos custos, a
facilidade de manejo e a deteccdo de alteragcdes minimas nas caracteristicas avaliadas. Muitos
experimentos avaliam o uso de aditivos (quimicos ou bioldgicos) sobre a reducao de perdas
fermentativas. A altera¢dao nessa varidvel muitas vezes ¢ minima € por isso sua mensuragao so

¢ possivel em silos de menor escala.

24 EFEITOS DO TEMPO DE EXPOSICAO DA FORRAGEM PICADA AO AR
ANTES DA ENSILAGEM

As silagens podem ter sua composi¢do bromatologica alterada em fungdo dos
fendmenos bioquimicos e microbioldgicos que ocorrem durante o processo de ensilagem
(JOBIM et al., 2007) e as perdas estdo diretamente relacionadas as altera¢des nutricionais das
forragens, que dependem das caracteristicas da planta no momento do corte e das praticas de
ensilagem (NEUMANN et al., 2007). Embora seja conhecido o efeito danoso de certas praticas,
nem sempre ¢ possivel controlar todas elas. Fatores como: padrdes climaticos atipicos (longos

periodo de estiagem, veranicos ou fortes chuvas repentinas), dependéncia de maquinario
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alugado para ensilagem e mao-de-obra insuficiente sao fatores que podem, por exemplo, atrasar
o inicio e fim da ensilagem e comprometer todo o processo.

Apos o corte, diversas reagdes enzimaticas de oxidacdo e respiragdo ocorrem com a
planta até a vedacao dos silos. Dentre essas, a respiragdo ¢ o principal processo fisiologico que
continua a ocorrer pds-colheita. Trata-se do processo de oxidacdo de moléculas complexas
(amido, acucares soluveis e ndo soluveis, lipideos e proteinas) a moléculas mais simples como
COz e H>O (WILLS et al., 1998). A principal perda ocorre na fracdo dos carboidratos soluveis,
sendo secundariamente os demais substratos (amido, lipideos e proteinas) quebrados e/ou
transformados em agucares soluveis para poderem atuar como fontes a respiracao (PEIXOTO
et al., 2020).

Todo esse processo de oxidagdo e respiracdo apos o corte causa perdas significativas
de matéria seca e redug¢do da concentragdo de carboidratos rapidamente fermentaveis (MUCK,
1988). Velho et al. (2006) mostraram que os teores de agucares soluveis das silagens de milho
diminuiram consideravelmente durante os tempos de exposi¢ao ao ar de 12, 24 e 36 horas antes
da ensilagem, onde a silagem produzida apds 36 horas apresentou 34,7% menos agucares
soluveis que a silagem produzida imediatamente apos a colheita das plantas. Briining et al.
(2018) também observaram o mesmo efeito sobre as concentragdes de MS, cinza bruta, PB,
FDN, amido e NNP em silagens de milho produzidas em escala laboratorial e concluiram que
o atraso na vedacao dos silos em 4 dias elevou as perdas de MS em até 11% e reduziu cerca de
65% dos carboidratos soltuveis das silagens.

Além de alteracdes relacionadas a composicao quimica, o tempo em que a planta
permanece exposta ao ar entre a picagem e a vedacdo do silo também pode modificar a
microflora epifitica. Isso pode ser atribuido aos processos respiratorios prolongados por
enzimas vegetais ou varios microrganismos aerdbios epifiticos competindo com bactérias acido
laticas por carboidratos fermentaveis (PAHLOW et al., 2003).

Como consequéncia das alteracdes quimicas e microbioldgicas pds-colheita, a
fermentacdo da planta sera diferente e, consequentemente, a concentragdo de acidos organicos
preconizados e necessarios para a produgdo de uma silagem de alta qualidade nutricional e
sanitaria também sera afetada. Em estudo realizado por Weiss et al. (2016), avaliando 3
diferentes tempos de ensilagem (0, 16 e 24 horas), os autores afirmam que as concentragdes de
acido latico nas silagens controle ensiladas sem atrasos para a vedag¢ao sao maiores do que em
silagens com atraso. Da mesma forma, Mills e Kung (2002), em estudo com silagem de cevada,
relataram que a exposicao ao ar antes da ensilagem (24 horas) resultou em silagens com menos

3,3% acido latico em média do que silagens de forragens ensiladas imediatamente (até 5,71%).
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Como efeito colateral as alteragdes nos compostos organicos volateis, a resisténcia da
silagem a degradacdo quando exposta ao ar € reduzida. Corroborando com essa afirmacao, Mills
e Kung (2002) mostraram que a exposi¢cdo prolongada ao ar antes da ensilagem (24 horas)
aumentou o numero de leveduras nas forragens em mais de 1000 vezes. Em consonancia, Cai
et al. (2020), avaliando a influéncia do inoculante microbiano nas populagdes microbianas,
caracteristicas de ensilagem e perda por deterioragao da silagem de capim Napier, observaram
que nas silagens com 24 horas de atraso para vedag¢do a contagem de leveduras e fungos
filamentosos aumentou rapidamente durante a exposicdo aerdbia e atingiu valores de 9,43 e
6,93 log 10 UFC/g numa base de matéria fresca ap6s 6 dias. Com o crescimento de leveduras e
fungos filamentosos, observou-se também o aumento do pH e da temperatura, e reducao do teor
de acido latico. Briining et al. (2018) também observaram que o atraso na vedagdo causou
aumento na contagem de leveduras, possivelmente decorrente da exposi¢do prolongada ao ar
na fase de pré-vedagdo, ocasionando o desenvolvimento de maior populagdo critica de
leveduras que sobreviveram em parte ao processo de ensilagem em estagio de repouso e, apos
reexposi¢ao ao ar na fase de abertura, teria causado rapida proliferacao de leveduras, que por
conseguinte contribui consideravelmente para a quebra mais rapida da estabilidade da massa
ensilada.

Embora seja considerada a mesma planta, oriunda da mesma area, cultivada e colhida
de igual forma, todas essas acdes e reagdes pos-colheita influenciardo no tipo de material que
entrara no silo e, consequentemente, no produto final. Esse efeito ¢ especialmente importante
ao se considerar a rotina de montagem de experimentos com silagens, onde muitas vezes um
tratamento ¢ preparado de cada vez, podendo os ultimos tratamentos serem produzidos com
forragens expostas ao ar por longo periodo antes da ensilagem.

A eficicia da conservacdo das caracteristicas quimico-bromatoldgicas da cultura
requer que a respiracao seja limitada o mais rapido possivel e, para isso, atingir a anaerobiose
no silo ¢ primordial. Com a extensdo do processo respiratorio da forrageira pos-colheita,
retarda-se o inicio do declinio do pH e possibilita que atividades prejudiciais a qualidade da
planta, como a degradacao pelos microrganismos aerdbios continuem ocorrendo. A quantidade
de carboidratos soluveis perdidos através da respiragdo aerébia tem grande influéncia na
preservacao da massa ensilada, visto que este ¢ o principal substrato para as bactérias acido
laticas (PEDROSO et al., 1988). Como consequéncia das perdas de carboidratos soltveis, as
concentragdes de PB, FDN, FDA, LIG e de outras fragcdes ndo afetadas pela respiracio

aumentam em proporc¢ao (ROTZ e MUCK, 1994).
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Na literatura pode-se encontrar varios artigos avaliando o efeito do atraso de vedacao
em silos experimentais e a campo (MILLS e KUNG, 2002; VELHO et al. 2006; WEISS et al.
2016; BRUNING et al. 2018), todavia, estes trabalhos apresentam tempos de exposi¢io
relativamente grandes (>10h), buscando avaliagdes em nivel de campo para justificar os
prejuizos ocasionados pela exposicdo aerobia da forragem antes da ensilagem. Contudo,
embora aparentemente controlado em situacdes de pesquisa, o tempo total decorrido entre o
inicio e fim da ensilagem também pode ser longo, por exemplo, por questdes de logistica, mao-
de-obra e volume de material a ser ensilado, os quais poderdo favorecer ou prejudicar certos
tratamentos, dependendo da forma como o trabalho for conduzido. Pouco se sabe sobre os
efeitos em escala de tempo menor em condigdes experimentais, 0 que o torna um assunto
extremamente pertinente uma vez que os resultados das pesquisas serdo aplicados em campo,

podendo levar a conclusdes equivocadas.

2.5 MICRORGANISMOS (DESEJAVEIS X INDESEJAVEIS)

A composi¢ao microbiologica do material ensilado tem grande influéncia sobre a
qualidade da silagem produzida, e a populacao epifitica da forragem ¢ a grande responsavel
pela dindmica do processo de fermentagao.

Advindas do campo, junto com as forrageiras sdo encontradas bactérias 4cido laticas,
microrganismos aerdbios, fungos filamentosos e leveduras, que durante o processo de
conservagao sofrem alteragdes nas espécies e tamanho de suas populacdes (LIN et al., 1992).

Previsivelmente, as popula¢des dominantes sdo microrganismos aerdbios ou aerobios
facultativos. As bactérias acido laticas, das quais dependemos para a fermentacdo, geralmente
sdo de ordens de magnitude mais baixas em populagdo do que outros grupos de microrganismos
(MUCK, 2010). Assim sendo, a principal responsdvel pelas variagdes microbioldgicas que
ocasionam a conservagao da silagem ¢ a mudanca de ambiente dentro do préprio silo, onde o
material passa a ter contato com uma atmosfera anaerdbia e crescentemente acida, vantajosa
para o desenvolvimento e proliferagdo de bactérias acido laticas que contribuem positivamente
para a conservagao do material, levando a fermentagao latica (PAHLOW et al., 2003).

Nessa perspectiva, o desenvolvimento microbiano no inicio do processo de
fermentagcdo das silagens € crucial para a qualidade das mesmas. A fermentacao latica,
promovida pelas bactérias acido-laticas (BAL), ¢ a grande responsavel pela queda rapida do
pH, acarretando na inibicdo dos microrganismos indesejaveis, como clostridios e

enterobactérias (McDONALD et al., 1991)
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As alteragdes ocorridas nos primeiros dias apds a ensilagem sdo criticas para o sucesso
da fermentagdo subsequente. Se as condi¢des sao apropriadas, as bactérias laticas acidificam
rapidamente 0 meio a uma extensdo em que 0s microrganismos indesejaveis nao sobrevivem,
resultando em uma silagem estavel, com baixo pH. Se o pH ndo ¢ reduzido rapidamente, os
microrganismos indesejaveis podem competir pelos nutrientes, reduzindo as chances de
obtencdo de uma silagem estavel. Portanto, a maneira mais efetiva de se inibir o crescimento
de microrganismos indesejaveis ¢ promover a maximizagdo da fermentacdo latica
(McDONALD et al., 1991). Desse modo, a modulagdo do crescimento e desenvolvimento de
microrganismos tornam-se necessarios como forma de elevar ao maximo as fermentagdes

desejaveis, para obtencao de produtos mais estaveis e de melhor qualidade nutricional.

2.6 PRODUCAO DE GASES DURANTE A FASE FERMENTATIVA DE SILAGENS

O processo produtivo de gases durante a fase fermentativa da silagem ¢ um parametro
complementar que permite estimar o padrao fermentativo da massa ensilada. Quanto maior ¢ a
atividade de respiragdo residual das células da planta ensilada, e dos organismos responsaveis
pela perda de energia e matéria seca da silagem, maior ¢ a producdo de gases.

Além da respiracdo do oxigénio residual presente nos poros da massa ensilada, a
producdo de gases ¢ decorrente da fermentagdo durante o periodo de armazenamento,
intermediada por microrganismos que consomem os carboidratos, ocasionando perdas de MS
na forma de CO; e diferentes compostos organicos volateis (COV).

Dados de pesquisas realizadas no CPFOR mostram que a maior parte dos gases ¢
formada nos 3 primeiros dias ap6s o fechamento dos silos, e em grande parte sdo decorrentes
da respiracdo da planta, que utiliza o O2 residual, e de infiltragdes ou proveniente de bactérias
anaerdbias, que realizam fermentagdes indesejaveis, e normalmente crescem em meios com pH
mais elevado. Em geral, silagens de milho avaliadas no grupo de pesquisa produzem gases por
14 a 20 dias, com volumes médios entre 12 e 18 L por silo. As perdas por gases estdo associadas
também ao perfil de fermentacdo ocorrido na silagem, sendo que as menores perdas sdao
ocasionadas pelas bactérias homofermentativas, que utilizam glicose como substrato para a
sintese de lactato, enquanto que, maiores produgdes de gases estdo associadas com as
enterobactérias e bactérias heterofermentativas (McDONALD et al. 1991).

A produgao de gases em silos experimentais €, comumente, uma variavel estimada por
variagdes no peso dos silos experimentais (gravimetria). As equagdes que t€m sido utilizadas

incluem os teores de matéria seca como principal variavel para a determinacdo dos seus célculos
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(JOBIM et al., 2007). Nao obstante, muitos trabalhos ignoram a necessidade da correcao do
teor de matéria seca durante a secagem em estufa, ja que esse método nao ¢ propicio para
determinagdo dessa fragdo em amostras que contém substancias volateis, além da propria dgua.

Em silagens, grande parte dos produtos de fermentacdo ¢ perdida a partir da
volatilizagdo, a citar, os acidos organicos, etanol, entre outros (COLOVOS et al., 1957; FOX e
FENDERSON, 1978, citados por DANIEL, 2011). E importante destacar que a perda de
compostos organicos volateis leva consigo moléculas de carbono, que podem subestimar a
determinagdo das perdas gasosas pelos métodos convencionais (JOBIM et al., 2007; DANIEL,
2011, BONIFACIO et al., 2016).

Sendo assim, a melhor forma de avaliar a producdo de gases e as perdas por gases
durante o processo fermentativo da silagem seria a realizagdo da coleta total de gases
produzidos de forma direta. Todavia, até o momento, poucos pesquisadores trabalharam no
desenvolvimento de metodologias experimentais que permitam esse tipo de avaliagdo
(SCHMIDT et al., 2012; BUENO et al., 2020). Diante disso, o Centro de Pesquisas em
Forragicultura (CPFOR) da Universidade Federal do Parana, fez uma adaptacdo de silos
experimentais conectando-os a uma camara de armazenamento que possibilita a mensuragao do
volume de gas produzido em tempo real, conforme descrito por Souza (2015). O método
utilizado para essa avaliagdao consiste no uso de um dispositivo coletor de gases construido a
partir de uma proveta graduada, conectada a uma mangueira de silicone e acoplada a uma
torneira de trés vias, onde essa proveta ¢ mantida com a abertura voltada para baixo, imersa em

agua, para evitar o escape de gases.

2.7 ADITIVOS MICROBIANOS

Existem inumeras substancias, organicas ou inorganicas, bidticas ou abidticas, que t€ém
sido estudadas com o intuito de modificar o processo fermentativo da silagem para diminuir o
maximo possivel as perdas (SCHMIDT et al., 2014). Nessa perspectiva, a vasta quantidade de
aditivos recomendados para a utilizagdo em silagem tem a finalidade de melhorar o processo
de conservacdo desse volumoso e varios tipos de aditivos podem ser aplicados no inicio do
processo para garantir que a fermentacao ocorra de forma adequada e para melhorar a qualidade
da silagem (MUCK et al., 2018).

No Brasil, foi estimado que apenas 27,7% dos produtores aplicam aditivos na
ensilagem (BERNARDES e REGO, 2014). O uso desses inoculantes ¢ adotado com o objetivo

de direcionar a rota fermentativa por uma dessas vias: homolatica ou heterolatica, a fim de
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aumentar a populacdo microbiana para acelerar a queda do pH e conservar a quantidade de
nutrientes na forragem (BAYATKOUHSAR et al., 2012), com consequente beneficio no
desempenho dos animais (KUNG, 2009). Entretanto, ¢ importante salientar que Schmidt et al.
(2014) asseguram que a depender das caracteristicas da forrageira e do manejo adotado, a
utilizacao de inoculantes microbianos pode ser dispensada.

Os aditivos sao testados a fim de viabilizar um melhor padrao de fermentagado e ajudar
na conservacdo das caracteristicas nutricionais das silagens produzidas (SCHIMIDT et al.,
2007; SA NETO et al., 2013). Apesar disso, conforme revisdo de Andrade (2000), existe uma
disparidade nos resultados disponiveis sobre o efeito de aditivos na ensilagem da planta de
milho decorrentes do uso de diferentes variedades, da composi¢dao da planta no momento da
colheita e pelos diferentes tipos de aditivos utilizados. Em consonancia, Kung (2009) afirma
que as perdas de MS foram reduzidas com o uso de aditivos em apenas 35% dos estudos e
Zopollatto et al. (2009), comparando os resultados do uso de inoculantes microbianos em
silagens de milho, sorgo, cana-de-agticar e gramineas tropicais no Brasil, constataram que para
maior parte das variaveis estudadas a presenca de respostas positivas ¢ inferior a 40%. Em
revisdo que cobre estudos publicados desde 2000 e investigam a eficacia de aditivos para
silagem, Muck et al. (2018) mostraram que os inoculantes combinados visam fornecer os
beneficios da estabilidade aerdbia e a eficiéncia da fermentacdo da silagem para além dos
beneficios da produtividade animal. A pesquisa indica que esses produtos estdo melhorando a
estabilidade aerdbia, mas os estudos de alimentagdao ainda nao sdo suficientes para tirar
conclusdes sobre os efeitos no desempenho dos animais.

Aditivos microbianos incluem bactérias heterofermentativas, homofermentativas ou a
combinagdo destas (ZOPOLLATTO et al., 2009). A bactéria L. buchneri é uma das mais
estudadas entre os microrganismos utilizados como inoculantes biologicos (DRIEHUIS et al.
2001; PEDROSO et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2007; SOUSA et al., 2008; BALIEIRO NETO
et al., 2009; SIQUEIRA et al., 2010; SCHIMIDT et al., 2011). Os principais beneficios da
utilizagdo de L. buchneri sdo relacionados a inibicdo do crescimento e metabolismo da
populagdo de leveduras e, consequentemente, menor produgdo de etanol e maior estabilidade
aerdbia das silagens (DRIEHUIS et al., 2001; PEDROSO et al., 2007). De acordo com essa
afirmativa, o estudo realizado por Salvo et al. (2013) mostra que a inoculagao com L. buchneri
promoveu alteragdes no padrao fermentativo e composi¢cdo quimica das silagens, notando-se
maior perda de matéria seca (MS) 9,21% x 14,01% (controle x com inocula¢do de L. buchneri,
respectivamente), que ocorreram sob forma de gases e efluentes no processo de fermentacao

heterolatica, e maior estabilidade em aerobiose 15,50h x 26,91h (controle x com inoculagao de
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L. buchneri, respectivamente). Por outro lado, bactérias homolaticas, como o Lactobacillus
plantarum, também sao testadas como aditivos microbianos, com o objetivo de reduzir o pH
final, aumentar o contetido de 4cido latico e diminuir a perda de MS durante a conservagao das
silagens. Todavia, os efeitos sobre a populagdo de leveduras, produgdo de etanol e estabilidade
aerobia sao variaveis (FREITAS et al., 2006; VALERIANO et al., 2009; MIRANDA et al.,
2011).

Avaliando a dinamica populacional microbiana de forragem de milho tratada ou nado
com L. plantarum, Keshri et al. (2018) perceberam maior teor de 4cido latico na silagem tratada
quando comparada com a silagem controle (0,5 pontos percentuais) ¢ maior diversidade
microbiana. Os autores mostraram ainda que a deterioragao ocorreu mais rapido na silagem
aditivada, provavelmente devido a maior quantidade de fungos que assimiladores do acido
latico. Ja Kleinschmidt e Kung (2006) mostraram que com o uso de L. buchneri ha aumento
consideravel na estabilidade com pequenas perdas de matéria seca (aproximadamente 1%). No
entanto, ¢ importante destacar, que muito mais do que a espécie, a variacdo entre cepas ¢é
gigante, e a selecdo de novas cepas tém levado ao surgimento de novos inoculantes comerciais
com efetividade superior ao histérico apresentado na literatura. Esse fato permite afirmar que a
evolucdo nessa area ¢ constante e bastante significativa. Dessa forma, a decisdo na escolha do
inoculante devera avaliar se a quantidade de perdas de matéria seca ird compensar a maior
estabilidade do material.

Segundo Ribeiro et al. (2005), a inabilidade de bactérias acido laticas
homofermentativas em promover estabilidade aerobia despertou o interesse da pesquisa pelo
uso de bactérias heterolaticas, capazes de produzir dcidos com efeito antifungico, € a0 mesmo
tempo estaveis em meio aerobio. Esses autores relataram a importincia da associagdo entre
diferentes bactérias para elaboracdo de inoculantes, em fun¢do do aumento no interesse
envolvendo grupos distintos de microrganismos para a melhoria dos processos fermentativos
(papel desempenhado pelas bactérias homofermentativas) e no aumento da estabilidade aerobia
(verificada pelo incremento de 4cidos produzidos por bactérias heterofermentativas). A jungao
destes microrganismos tem incitado diversas pesquisas para elucidar a efetividade e o
desempenho de seu uso em conjunto. O sucesso do processo de ensilagem esta estritamente
ligado a premissa de que a silagem deve conter acido latico em conjunto com o acido acético,
uma vez que ha incertezas ao avaliar os riscos de deterioragdao aerobia de acordo com o perfil
fermentativo da silagem (AMARAL, 2011; QUEIROZ et al., 2012).

Em estudo sobre influéncia da inoculacdo de L. plantarum no capim Napier, com ou

sem atraso na vedacao, Cai et al. (2020) observaram que nos silos vedados imediatamente o L.
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plantarum foi dominante na populagao e a qualidade na fermentagao foi melhorada. Entretanto,
nas silagens com atraso na vedagao as bactérias aerobias e as leveduras foram os microbios
dominantes, e todas as silagens eram de baixa qualidade. Nao obstante, ¢ importante destacar
que embora os aditivos sejam substancias adicionadas no momento da ensilagem para obtengao
de uma silagem de qualidade, a sua utilizagdo ndo suprime, em hipotese alguma, os cuidados
necessarios em todo o processo de ensilagem, uma vez que a qualidade da massa ensilada esta

relacionada com a qualidade do processo em toda a sua extensao.

2.8 ESTABILIDADE EM AEROBIOSE

O grau de anaerobiose alcangado no momento do fechamento do silo, e a sua
sustentacdo durante o armazenamento da massa ensilada determinam o éxito da silagem
produzida, revelando o O como protagonista do processo de deterioragdo da silagem
(ASHBELL e LISKER, 1988). De acordo Pitt (1990), a vida de prateleira da silagem ¢
determinada pela estabilidade aerobia da massa.

A perda de compostos nutricionais ap6s a abertura dos silos ¢ também um fator
incisivo na qualidade nutricional das silagens. A exposicao da silagem ao oxigénio apos a
abertura ¢ inevitavel, permitindo o crescimento de microrganismos aerdbios responsaveis pela
deterioragdo do material ensilado (SCHMIDT, 2006). A deterioracdao aerobia da silagem ¢
promovida pela agdo de microrganismos que degradam o acido latico, causando a elevagao do
pH da silagem e permitindo o crescimento de outros microrganismos indesejaveis
(McDONALD et al., 1991). O crescimento da populacao de leveduras e seu metabolismo
aerdbio ¢ a principal causa do inicio dessa deterioracao (RANJIT et al., 2000).

E importante destacar que o periodo ap6s a abertura do silo trata-se de uma fase critica
em todo o processo de ensilagem. Os nutrientes conservados e/ou produzidos durante a
fermentagdo pela presenca de bactérias homolaticas (4acido latico) podem ser consumidos
quando o silo entra em contato com o oxigénio (MUCK, 2004). No entanto, todas as etapas do
processo de ensilagem precisam ser seguidas rigorosamente, uma vez que isso influenciara
diretamente no momento de exposi¢do do material pds abertura. Nessa perspectiva, Cai et al.
(2020) demonstraram que bactérias aerobias, e a contagem de leveduras e bolores, cresceram
vigorosamente na forragem exposta ao ar antes da ensilagem e aumentaram durante a ensilagem
e exposicdo aerdbia, causando perdas por deterioragdo. Briining et al. (2018) também
constataram que o atraso na vedacdo dos silos diminuiu a estabilidade aerdbia das silagens de

milho; as silagens que foram vedadas quatro ou dois dias ap6s o enchimento apresentaram
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menor estabilidade aerdbia do que as silagens vedadas imediatamente (49, 52 e 64 horas,
respectivamente).

A estabilidade da silagem ¢ determinada pela resisténcia a oxidagdo de substrato que
ocorre apés a abertura do silo. Portanto, a concentrag¢ao de oxigénio e a profundidade que o ar
penetra no silo sdo fatores preponderantes (JOBIM, 2007).

O desenvolvimento dos microrganismos aerdbios pode ser monitorado pela elevacao
na temperatura da massa, e esse processo de deterioragcdo da silagem exposta ao ar, causado
pela acdo de microrganismos aerobios tem como resultado a producdo de CO2, que também
pode ser considerada uma medida para a avaliagdo das perdas de matéria seca (Schmidt et al.
2010).

De acordo com Kung et al. (2000), a quebra da estabilidade aerdbia consiste no tempo
necessario para que a temperatura da silagem exceda a temperatura ambiente em 2 °C, ou seja,
representa a resisténcia da silagem ao aquecimento. Entretanto, alguns pesquisadores tém
estimado a estabilidade aerobia como sendo o tempo para elevagdo da temperatura da silagem
em 1 °C acima da temperatura ambiente, conforme definido por Driehuis et al. (2001).

A temperatura da silagem aumenta devido a atividade dos microrganismos aerobios e
o seu valor nutritivo pode diminuir em até 16% em relagdo a silagem na abertura do silo, antes
dos fungos comecarem a ser aparentes. Esta diminui¢do do valor nutritivo pode estar associada
especialmente ao esgotamento de produtos finais da fermentagdo e oxidag¢do de carboidratos
soluveis, que se tornam disponiveis progressivamente a partir da degradacao do amido e da
hemicelulose (TABACCO et al., 2011). O consumo destes compostos organicos e de outros
nutrientes soliveis resulta em perdas de matéria seca, possivel produ¢do de micotoxinas,
crescimento de espécies patogénicas e producdo de calor (FILYA e SUCU, 2007). A
estabilidade aerdbia ¢ de fundamental importancia em termos qualitativos, pois certifica que os
nutrientes do material estejam conservados, evitando-se acdo de microrganismos que sejam
indesejaveis ao processo (YUAN et al., 2015).

Diante do exposto, pode-se afirmar que o tempo decorrido entre a colheita e a
ensilagem em uma rotina experimental ¢ uma importante variavel, que pode influenciar tanto a
composi¢ao quanto as perdas fermentativas e estabilidade das silagens. O estudo do efeito dessa
variavel permitira a elaboragdo de um protocolo experimental que viabilize comparagdes mais
precisas entre tratamentos em experimentos com silagens, para serem usadas nos ensaios

futuros.
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3 CAPITULO II - PERDAS FERMENTATIVAS, MICROBIOLOGIA E
ESTABILIDADE AEROBIA DE SILAGENS DE MILHO ENSILADAS EM 4
TEMPOS DIFERENTES COM USO OU NAO DE INOCULANTE
MICROBIANO

3.1 INTRODUCAO

Ensaios experimentais para avaliagdo de parametros referentes ao processo de
ensilagem sdo muito comuns. Em geral, esses ensaios sdo realizados em pequenas unidades,
comumente chamadas de silos experimentais. Nessas unidades sdo avaliadas as respostas
relativas a aplicacdo de aditivos e diversas variaveis qualitativas. Apesar da importancia e
abundancia dessas pesquisas, as metodologias usadas nos trabalhos sdo muito diversas, e
importantes varidveis que podem afetar os resultados das pesquisas muitas vezes sdo
negligenciadas ou ndo sdo descritas corretamente nos artigos.

O uso de silos experimentais para pesquisas com silagens ¢é pratica corriqueira, embora
nao exista nenhuma padronizagdo sobre esses equipamentos (JOBIM et al., 2007), uma vez que
oferece maior facilidade de manuseio e possibilita 0 maximo controle dos fatores que interferem
nos processos fermentativos, com a vantagem da utilizagdo de menor volume de material
ensilado, que permite reducdo de custos, e maior numero de repeti¢des (PERKINS e PRATT,
1951).

E importante destacar que os processos de conservagdo de forragens sempre geram
redugdo dos nutrientes em diversas magnitudes. As perdas na producdo de silagem e as suas
consequéncias sobre a eficiéncia na preservacao do alimento demonstram a importancia no seu
detalhamento em todas as etapas do processo.

As plantas apds o corte continuam a respirar, o oxigénio ¢ absorvido e, durante o
metabolismo, os carboidratos sdo convertidos em gas carbdonico, dgua e calor, havendo perda
de matéria seca e, consequentemente, perdas nutricionais. Sendo assim, a ordem de ensilagem
durante os tratamentos pode influenciar significativamente as varidveis estudadas, uma vez que
as plantas sdo colhidas em um s6 momento e a partir destas sdo retirados montantes para a
condugao dos tratamentos.

As etapas de enchimento e compactagdo estdo estritamente ligadas as condi¢des de
aerobiose dentro do silo, pois tem como objetivo eliminar o ar remanescente no interior da
massa, criando um ambiente anaerdbio propicio para o comego da fermentagdao desejada. Por

isso, o rapido fechamento do silo, associado a uma boa compactacdo, ¢ responsavel pela
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diminui¢do do oxigénio na massa ensilada, redugdo do processo respiratorio, € maximizagao da
fermentagdo. A eficiéncia na remogao do ar ¢ fator-chave para a producao de uma boa silagem.

Entretanto, de maneira geral, a avaliagdo dos tratamentos nos experimentos realizados
¢ feita de forma aleatdria, sem levar em consideragdo a ordem de ensilagem e as consequéncias
da influéncia do tempo de exposicao do material antes da ensilagem (NOVINSKI, 2018). Da
mesma forma, a comparacao de resultados experimentais que desconsideram o tempo de
exposi¢do ao ar antes da ensilagem ¢ questionavel. Diante disso, fica evidente a necessidade de
se estabelecer metodologia especifica e criteriosa para realizacao de ensaios.

Nessa perspectiva, acreditamos que a exposicao aerdbia da forragem picada antes da
ensilagem deve ser a menor possivel, para minimizar as perdas do valor nutricional do alimento.
Assim sendo, objetiva-se avaliar o efeito do tempo de ensilagem sobre as respostas do uso de
aditivos em ensaios experimentais em silagem de milho. Pretende-se quantificar a variabilidade
nos resultados experimentais em funcdo de diferentes tempos decorridos entre o corte e picagem

da planta, e a vedagao dos silos.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Local

O experimento foi realizado no Centro de Pesquisas em Forragicultura (CPFOR) da
Universidade Federal do Parana, localizado na Fazenda Canguiri - UFPR, situada no municipio
de Pinhais, PR, com altitude de 950 m.

O clima da regido ¢ classificado pelo método de Koppen como Cfb, isto &,
mesotérmico (subtropical e temperado), sempre imido (sem estagdo seca definida), com verdes

amenos e geadas severas e frequentes.

3.2.1.1 Condigdes climaticas durante o a condugdo da cultura

As variaveis climaticas do periodo de conducdao da cultura estdo apresentadas na

FIGURA 1.
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FIGURA 1 — PRECIPITACAO, UMIDADE RELATIVA DO AR E TEMPERATURA MEDIA DO PERIODO
DO PLANTIO ATE A COLHEITA DO MILHO

FONTE: Simepar (2020).

As médias das temperaturas ocorridas nos meses de outubro a mar¢co da safra
2019/2020 variaram de 26,2 °C (méaxima) a 15,2 °C (minima). No inicio da implantagcdo da
cultura (outubro) a temperatura média foi 24,2 °C e no momento da colheita da silagem (margo)
a temperatura média foi 18,8 °C. A precipitacao pluviométrica variou entre 50,4 mm (maximo)
a 0 mm (minimo), com precipitagdes consideradas baixas em quase todo o periodo

experimental, com umidade relativa variando entre 69,1% e 99,6% (FIGURA 1).

3.2.2  Implantacdo da cultura e tratos culturais

A espécie cultivada foi o milho (Zea mays), hibrido da Pioneer PA285VYHR ®, numa
4rea de 120 m?. A semeadura foi realizada em 30 outubro de 2019, utilizando-se espagamento
entre linhas de 0,5 m, com profundidade de semeadura de 4 cm e distribui¢do de 4 sementes
por metro linear, a fim de obter populagao final de 80 mil plantas/ha.

Para as recomendacdes de adubagao na semeadura ¢ cobertura foi utilizado o Manual
de Adubagao e Calagem do Estado do Parana (PAULETTI; MOTTA, 2017), baseando-se na

analise de solo e na produtividade esperada da cultura.
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Para suprir as necessidades nutricionais da planta utilizou-se 650 kg por hectare de
adubo formulado NPK 8-20-20, e para atingir a demanda de nitrogénio e potassio necessaria,
na cobertura utilizou-se 288 kg por hectare de ureia (45%) e 250 kg por hectare de cloreto de
potassio (KCI). Ademais, na area implantada foi realizada a gradagem e calagem, uma vez que
o milho responde melhor em solos fracamente adcidos ou neutros.

Foram realizadas capinas manuais para retirada de plantas daninhas, especialmente
nos estadios iniciais do desenvolvimento da cultura. Por se tratar de 4rea de protecdo ambiental,

ndo foram sobrepostos inseticidas, herbicidas ou fungicidas.

3.2.3 Tratamentos

O ensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial
4x2, resultando em oito tratamentos com 5 repeticdes. Foram avaliados quatro tempos
decorridos entre a picagem das plantas e a vedagao dos silos, bem como o uso (ou ndo) de
inoculante bacteriano comercial.

Todos os intervalos de tempo entre o corte das plantas e o fechamento dos silos foram
rigorosamente controlados (TABELA 1), sendo os tempos entre a picagem das plantas € o
enchimento dos silos de: 30 minutos, 90 minutos, 150 minutos e 210 minutos. Em cada tempo
de ensilagem foram testados dois tratamentos: Controle (sem aditivos) e o Inoculante comercial

(Pionner® 11C33 - Lactobacillus buchneri e L. plantarum).

TABELA 1 - INTERVALOS DE TEMPO ENTRE AS ETAPAS DO PROCESSO DE ENSILAGEM

Atividade Horario inicial Horério final
Corte 08h47min 08h54min
Transporte 08h54min 09h11min
Picagem 09h11min 09h26min
Ensilagem 30’ 09h56min 10h24min
Ensilagem 90’ 10h56min 11h24min
Ensilagem 150’ 11h56min 12h24min
Ensilagem 210’ 12h56min 13h24min

3.2.4  Ensilagem do milho

As plantas de milho foram cortadas manualmente e transportadas imediatamente ao
CPFOR para picagem em picadora estacionaria (Menta, modelo Super 15 T) regulada para o

processamento tedrico de particulas de 10 mm.
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Em cada tempo de ensilagem duas pilhas de 35 kg de forragem picada foram pesadas
e alocadas sobre lonas plasticas, previamente higienizadas e distantes 4 metros uma da outra,
para montagem dos tratamentos (silagem controle ou inoculada).

O inoculante foi pesado e diluido em &4gua deionizada (2 L/t), conforme a
recomendacio do fabricante, objetivando a dose de 1,1 x 10° UFC/g de forragem. A silagem
controle recebeu a mesma quantidade de agua deionizada (2 L/t).

Para garantir efetividade de execu¢do dos tempos pré-programados de ensilagem e
evitar riscos de contaminagdo cruzada, 10 pessoas previamente treinadas trabalharam
simultaneamente, divididas em duas equipes diferentes (controle e inoculante), durante toda a
montagem do ensaio.

Quarenta silos de policloreto de vinila (PVC) de 8,8 L foram utilizados como silos
experimentais. Os silos possuiam grades plasticas no fundo para retengdo de efluente, cobertas
com pano de algodao e tela.

Apo6s a aplicagdo dos tratamentos, a forragem homogeneizada foi individualmente
pesada para a compactacdo manual nos silos experimentais. Em seguida, os silos foram
fechados e hermeticamente vedados com selante liquido (Selabond®). Os silos foram
imediatamente acoplados a um sistema para coleta e mensuracdo de gases (FIGURA 2),
conforme descrito por Bueno et al. (2020), e armazenados em temperatura ambiente por 55

dias.
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FIGURA 2 — ILUSTRACAO ESQUEMATICA DO SISTEMA COMPOSTO POR DISPOSITIVO COLETOR
DE GAS (GCD) E EFLUENTE (ECD)

FONTE: Souza et al. (2015).

3.2.5  Avaliagdo da produgdo de gases

Para a avaliagao da producao de gases durante o processo fermentativo da massa
ensilada os silos experimentais foram equipados de acordo com a metodologia descrita por

Souza (2015) e Bueno et al. (2020).
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Toda producao de gases foi monitorada e registrada até que fosse totalmente cessada
(8 d), a temperatura ambiente média de 22,7 + 1,0 °C. O intervalo entre uma leitura e outra foi
determinado conforme a velocidade de producdo dos gases, ja que o sistema desenvolvido
apresenta capacidade de armazenamento para apenas 1 litro, o que torna imprescindivel o
esvaziamento frequente para que nao haja vazamento e perda dos gases. O esvaziamento do
reservatorio, sem a entrada de ar atmosférico nos silos, foi realizado através da torneira de trés
vias. A producao total de gas no periodo de armazenamento foi expressa em L de gas por kg de

MS ensilada.

3.2.6  Abertura dos silos experimentais

Transcorridos os 55 dias apds a ensilagem, os silos foram abertos para as coletas de
amostras para as posteriores andlises de teor de MS, pH, contagens microbioldgicas,
composi¢ao bromatologica, COV, e montagem de ensaio para avaliacdo da estabilidade em

aerobiose e curva de pH durante o periodo de exposigdo ao ar.

3.2.7  Amostragens

As amostras para analise foram coletadas em dois diferentes momentos, o primeiro no

momento da ensilagem e o segundo na abertura dos silos.

3.2.7.1 Coleta de amostras na ensilagem

Na ensilagem foram coletadas amostras da planta de milho picada nos 4 tempos
avaliados. As amostragens foram realizadas em diferentes pontos dos montes de forragem.
Amostras em duplicata de 300 g foram acondicionadas em sacos de papel kraft e alocadas em
estufa de ventilagdo forcada a 65 °C por 72 horas, para a avaliagdo da MS. Para a avaliacao do
pH e da microbiologia mais duas amostras de 50 g foram coletadas. A composi¢ao quimico-

bromatologica da forragem estéd apresentada na TABELA 2.
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TABELA 2 — COMPOSICAO QUIMICA E MICROBIOLOGICA DA PLANTA DE MILHO ANTES DA
ENSILAGEM NOS QUATRO TEMPOS AVALIADOS (30 A 210 MINUTOS)

] Tratamento .

Variavel' Média
30° 90’ 150° 210°
pH 5,85 5,95 5,87 5,85 5,88
MS (%) 29,3 29,5 29,1 29,1 29,3
FDN (%) 55,0 50,3 48,6 52,7 51,6
FDA (%) 32 28,5 28,21 30,9 29,9
Amido (%) 19,7 247 23,6 19,8 22,0
PB (%) 6,91 7,47 7,9 7,19 7,37
Cinzas (%) 2,88 2,62 2,98 2,99 2,87
Extrato Etéreo (%) 2,4 2,73 2,69 2,43 2,56
Lignina (%) 5,09 4,54 4,53 5,04 4,80
CS (%) 14,5 14,3 14,3 15.4 14,6
Log UFC/g

BAL - - 5,30 5,60 5,45
Leveduras 6,40 6,53 6,40 5,95 6,32
Bolores 5,30 5,60 5,60 5,60 5,53

! Matéria seca a 65 °C.

3.2.7.2 Coletas de amostras na abertura dos silos experimentais

Para a realizacdo da coleta das amostras dos silos experimentais toda a silagem
armazenada nos silos foi retirada e homogeneizada em sacos plasticos. Na sequéncia, duas
amostras de aproximadamente 300 g foram acondicionadas em saco de papel kraft para
secagem em estufa de ventilagdo forcada a 65 °C por 72 horas. Outra aliquota, de
aproximadamente 200 g, foi acondicionada em saco plastico e armazenada em congelador a
temperatura de -20 °C, para uso do extrato aquoso da silagem, para analise dos compostos
organicos volateis. Outras duas amostras, de aproximadamente 50 g, foram coletadas para
andlises de pH e microbiologia. Por fim, parte do material foi destinado a avaliagdo de

estabilidade aerdbia.

3.2.8  Analises

Os silos experimentais foram pesados, antes e apds a retirada da silagem, para
determinagdo gravimétrica das perdas (JOBIM et al., 2007).

Para as andlises de composi¢do quimica, amostras de aproximadamente 300 g da
porcdo total da silagem e da planta de milho picada fresca, foram coletadas em duplicata e de
cada repeticao. Foram determinadas as seguintes variaveis: o potencial hidrogenionico (pH) em

extrato aquoso da silagem (KUNG Jr. et al., 1984), em pHmetro digital; a determinagdo do teor
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de matéria seca (MS) em estufa de ventilacdo forcada, com a temperatura de 65 °C, por
aproximadamente 72 horas e em seguida as amostras foram pesadas e posteriormente moidas,
para as estimativas das variaveis bromatologicas.

As amostras moidas contra peneira de malha 1 mm foram encaminhadas para o
Laboratorio 3RLAB, em Chapecdé — SC, onde foram colocadas em cubetas proprias do
equipamento e escaneadas em Espectrometro de Reflectancia Infravermelho Proximo (NIRS)
NIR, modelo DS2500. Apds a leitura de cada amostra foi feita a limpeza das cubetas para
retirada de residuos. Para obtencdo dos teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB)
(%MS), proteina soluvel (%PB), cinzas, fibra em detergente dcido (FDA), fibra em detergente
neutro (FDN), lignina, amido e extrato etéreo (EE), foram utilizados os modelos do proprio
equipamento NIRS, utilizando curva de calibragdo de dominio Rock River Laboratory dos
EUA. Os resultados foram lidos diretamente na tela do equipamento. A tomada de decisdo pela
analise via NIRS deu-se em funcao da confiabilidade obtida para amostras de silagem de milho
no referido laboratorio, ¢ do impedimento em acessar laboratérios de bromatologia
convencional por restrigdes decorrentes da pandemia de COVID-19.

A avaliagdo dos acidos graxos volateis (AGV) foi realizada no Centro de Pesquisa em
Quimica Aplicada (CEPESQ) da Universidade Federal do Parand. As andlises foram realizadas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), usando cromatografo da marca Shimadzu
(Kyoto, Japao) e coluna cromatografica da marca Phenomenex, do tipo Rezex, que operou a 65
°C, utilizando como fase movel H2SO4 5 mmol/L na vazio de 0,6 mL/min. Os AGV também
foram analisados via NIRS, para que pudesse ser feito uma correlagao entre as duas analises,
com objetivo de determinar qual a intensidade da relacdo entre elas.

A determinacdo do teor de carboidratos soluveis (CS) da forragem antes da ensilagem
foi realizada no Laboratorio de Nutrigdo Animal da Universidade Estadual de Maringa (UEM),
pelo método do etanol (80%), adaptado de Hall (1990).

A avaliagdo de estabilidade aerdbia foi realizada segundo a metodologia descrita por
Kung et al. (2000), na qual uma amostra de 3 kg de cada tratamento foi colocada em baldes
plésticos abertos e sem compactacao. As medidas de temperatura nos silos e do ambiente foram
registradas durante 9 dias, com intervalos de 5 minutos, com auxilio de data loggers (Lascar
Eletronics/UK, modelo EL-USB-1), inseridos no centro geométrico da massa em cada balde. A
quebra de estabilidade aerobia foi considerada como a elevacao da temperatura da silagem em
2 °C em relacdo a temperatura ambiente. Cerca de 700 g de cada silagem foram acondicionados
em outro recipiente plastico para amostragem e determinagdo do pH ao longo do periodo de

exposicao aerdbia. Estes recipientes foram mantidos na mesma sala, em temperatura controlada
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(23 +1 °C). O pH foi determinado nos dias 0, 2, 4, 6 € 8 ap0ds abertura. Também foram coletadas
amostras das silagens no inicio e no término do periodo de avaliagdao da EA, para determinacao
do teor de MS em estufa de circulagdo forgada de ar a 65 °C por 72 horas, e estimativa das
perdas de MS durante exposi¢do aerobia (PMSea).

O plaqueamento para contagem de bactérias acido laticas, leveduras e fungos
filamentosos foi realizado na forragem fresca no dia da ensilagem, e nas silagens no dia da
abertura dos silos experimentais, no laboratério do CPFOR.

Para contagem microbioldgica, os extratos foram preparados pela adi¢ao de 25 g de
silagem a 225 mL de solucdo salina estéril, em saco pléastico para homogeneizacdo em
homogeneizador de amostras tipo Stomacher (MA440/CF, Marconi, Brasil), onde as amostras
foram homogeneizadas por 4 minutos, a velocidade de 150 rpm.

Ao final da agitacdo a solugdo foi filtrada em trés camadas de gaze e a partir do extrato,
foram realizadas dilui¢cdes sequenciais em caldo MRS (MRS Broth ACC — Rogosa e Sharpe,
Merck, Alemanha) para contagem de BAL, e solugdo salina para contagem de leveduras e
bolores.

As dilui¢des (104, 107, 10%) em caldo MRS foram plaqueadas em placas Petrifilm
(AC, 3M®) e alocadas em jarra de cultivo de microrganismos. A jarra foi mantida sob
anaerobiose em estufa a temperatura constante de 30 °C e a contagem da populacdo de BAL
foi realizada 48+4 horas apos a incubagio. As diluicdes (104, 107, 10°) em solugdo salina
foram plaqueadas em placas Petrifilm (YM, 3M®) e incubadas em estufa de cultura
(MA415/mini, Marconi, Brasil) com temperatura constante de 23,5 °C por 72 horas, para
contagem de leveduras, e 120 horas, para contagem de bolores. E importante destacar aqui que
a contagem de BAL, para o tratamento inoculado no tempo 210’ foi impossibilitada devido ao
escurecimento do caldo MRS utilizado, fazendo com que ndo houvesse possibilidade de

contagem das colonias formadas nessas placas.

3.2.9  Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 2,
totalizando 40 unidades experimentais (5 repeti¢des/ tempo/aditivo).

As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa SAS University Edition
(2019), os dados foram submetidos a andlise de variancia a 5% de probabilidade, e quando
houve significancia pelo teste F, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de

5 % de probabilidade de erro.
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33 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composi¢do bromatologica e os produtos da fermentagcdo das silagens de milho
avaliadas nos quatro tempos de ensilagem estdo apresentados na TABELA 3. O teor de cinzas
das silagens foi influenciado apenas pela inclusao do inoculante. Os teores mais elevados desse
componente na silagem aditivada possivelmente estejam relacionados ao consumo de parte dos
componentes soliveis no metabolismo das bactérias inoculadas, acarretando a elevacdo dos
componentes insoluveis.

Pela analise dos efeitos do tempo de exposi¢do ao ar antes da ensilagem em ambos os
tratamentos (aditivo x controle), verifica-se que a permanéncia da forragem fresca ao ar antes
da compactagdo foi maléfica e elevou a concentragdo relativa de parede celular, incrementando
os teores lignina. A elevacdo dos teores dessa fragdo em silagens expostas ao ar ¢ devido ao
consumo de compostos mais digestiveis pela acdo de microrganismos que oxidam os compostos
prontamente soluveis e consequentemente eleva a concentragdo dos componentes da parede

celular.
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O 4cido latico foi o produto da fermentagao de maior concentragdo, quando comparado
aos demais produtos, o que condiz com o pH médio de 3,81, para ambas as silagens, controle e
aditivada. Isso evidencia que todas as silagens fermentaram adequadamente. Os valores médios
aqui obtidos estdo proximos ao valor 3,7, encontrado por Nishida et al. (2007), que avaliaram
a qualidade de silagens de milho no Japao. As silagens ndo aditivadas (controle) apresentaram
uma tendéncia para maior concentragdo de acido latico. Esse fato pode ser explicado pela
conversdao potencial deste dcido em acido acético pelo L. buchneri presente no inoculante
utilizado (DRIEHUIS et al., 2001). Os tempos de ensilagem influenciaram o teor de acido
latico, e essa diminuicao com o aumento do tempo de exposi¢ao do material antes da ensilagem,
esta associada ao impedimento ao acesso a anaerobiose e a consequente fermentacao do acido
latico impedida por conta do atraso na vedagao (Weiss, 2001). O menor teor verificado no maior
tempo (210") pode ser devido ainda, ao consumo parcial de componentes soliveis por
respiragdo, em funcdo do tratamento proposto. Resultados semelhantes foram verificados por
Briining et al. (2018), avaliando o efeito do atraso de vedagdo na qualidade das silagens de
milho. Para o acido latico, foi realizada a analise de correlacdo de Pearson entre os dados
analisados via cromatografia (HPLC) e os valores encontrados nos laudos do 3RLAB, via NIRS
e o coeficiente de correlacdo para essa varidvel foi baixo e negativo (R =- 0,12).

As silagens inoculadas apresentaram maior teor de acido acético, o que esta de acordo
com os resultados observados por outros pesquisadores que utilizaram BAL
heterofermentativas e homofermentativas associadas (FILYA, 2003; KLEINSCHMIT et al.,
2005; HU et al. 2009; SALVO et al., 2013). Nas silagens analisadas, observa-se um acréscimo
de 56,0%, 54,9%, 56,3% e 57,8%, respectivamente, comparando os tratamentos controle x
aditivado, em cada tempo avaliado. Esse aumento da producdo de acido acético com a expansao
do tempo de ensilagem também foi relatado por Mills e Kung (2002), avaliando o efeito do
retardo no processo de ensilagem de cevada.

Os teores de 4cido acético apresentaram valores de 1,47 a 1,68% nas silagens controle
e 2,32% a 2,62% nas silagens inoculadas. As silagens inoculadas apresentaram valor superior
ao limite de 2,0% de acido acético proposto por Roth e Undersander (1995) como referencial
para classificar as silagens como de “boa qualidade”. No entanto, ¢ importante salientar que
esse conceito (acetato menor que 2% da MS classifica a silagem como excelente) que foi
proposto no trabalho de Dulphy e Dermaquilly (1981) ndo ¢ mais considerado na atualidade, ja
que a restricdo da producdo de acido acético aumenta os riscos de instabilidade durante a
exposicao aerobia do material (NUSSIO et al., 2002). A produ¢do de acido acético ocorre em

funcdo do metabolismo heterolatico das BAL presentes na massa ensilada. Além disso, este



51

metabolito também pode ser produzido no inicio do processo fermentativo por enterobactérias
que competem com as BAL pelos carboidratos disponiveis, reduzindo, assim, a produgao de
acido latico (McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991). Todavia, apesar de ocorrer essa
queda em termos de acido latico, o pH se manteve abaixo de 4,2, ou seja, a quantidade de acido
latico produzido pelas bactérias inoculadas foi suficiente para assegurar o baixo pH. E o grande
beneficio que se observa com o uso do inoculante bacteriano ¢ de fato o aumento nos teores de
acido acético e consequente elevacdo da estabilidade das silagens em aerobiose (TABELA 6).
Para a variavel acido acético, a correlacao de Person entre as analises via NIRS e HPLC foi alta
e sem significincia estatistica (R =0,77 e p = 0,22).

As silagens tratadas com o inoculante apresentaram teor de etanol médio 96% superior
as silagens controle. Embora de magnitude pequena, esse efeito pode ser justificado pelas
bactérias heterolaticas presentes no inoculante microbioldgico aditivado, que assim como as
leveduras, sdo capazes de produzir etanol a partir de agticares (MUCK, 2010). Kleinschmit e
Kung (2006), avaliando o padrao fermentativo de silagens de milho inoculadas com L. buchneri
também descreveram o aumento na produgao de etanol, pelo estimulo causado pelo préprio L.
buchneri. A presenga desse composto ¢ indesejavel, pois, além de ser volatil, pode ser toxico
aos microrganismos de interesse a silagem (McDONALD et al., 1991). No entanto, quantidades
de até 2% de etanol na MS em silagens de milho sdo consideradas baixas, fato ocorrido em
todos os tratamentos avaliados nesse experimento (KUNG e SHAVER, 2001).

No presente ensaio nao foi detectada a presenga de acido butirico nas silagens
avaliadas, assim como no trabalho de Rodrigues et al. (2002). De acordo com Hu et al. (2009),
silagens de milho normalmente ndo apresentam acido butirico em sua composi¢ao em fungdo
do pH baixo. O conteudo de 4cido butirico reflete a extensdao da atividade clostridiana e esta
relacionado a maiores valores finais de pH. Segundo Tomich et al. (2003), valores entre 0 e
0,3% indicam boa fermentacdo e menores perdas de energia e MS. Todas as silagens foram
influenciadas pelo tempo de ensilagem e pela interagdo entre o tempo e o inoculante utilizado,

mas, ndo foi verificado efeito da inoculagdo sobre o pH do material (TABELA 4).
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TABELA 4 - DESDOBRAMENTO DAS INTERACOES TEMPO X ADITIVO PARA O pH DA SILAGEM,
EM QUATRO TEMPOS DE ENSILAGEM (30 A 210 MINUTOS), INOCULADAS OU NAO

COM Pioneer 11C33
Variavel 30 90 150 210
pH Controle 3,778 3,882 3,852 3,688
Aditivo 3,834 3,81 3,79 3,80%

Me¢dias com letras sobrescritas diferentes, mintisculas na linha e maiusculas na coluna, diferem entre si pelo teste
Tukey (P<0,05).

O pH encontrado em todas as silagens avaliadas indica que a massa ensilada fermentou
adequadamente, mesmo com o teor de MS da forragem ligeiramente abaixo da faixa
normalmente recomendada, de 30 a 35% (TABELA 2).

Os valores de MS estdo apresentados na TABELA 5. As silagens avaliadas
apresentaram teores de MS condizentes com aqueles registrados na literatura. Schmidt et al.
(2015), avaliando a produgdo de silagens de milho em diferentes regides do pais, verificaram
que as silagens produzidas na regido Sul s3o comumente mais umidas que no resto do Brasil,
em funcdo do clima e das tomadas de decisdo. Segundo Senger et al. (2004), o conteudo de MS
assume papel fundamental, aumentando a propor¢ao de nutrientes, facilitando os processos
fermentativos ou diminuindo a a¢do de microrganismos que afetam negativamente o valor

nutricional da silagem.

TABELA 5 - DESDOBRAMENTO DAS INTERACOES TEMPO X ADITIVO PARA O TEOR DE MS DA
SILAGEM, EM QUATRO TEMPOS DE ENSILAGEM (30 A 210 MINUTOS), INOCULADAS

OU NAO COM Pioneer 11C33
Variavel 30 90 150 210
MS Controle 28,6 29,224 28,5° 28,54
Aditivo 28,82 28,38 28,3b 28,208

Meédias com letras sobrescritas diferentes, mintisculas na linha e maiusculas na coluna, diferem entre si pelo teste
Tukey (P<0,05).

O maior teor de MS no tratamento controle era esperado, tendo em vista que o uso do
inoculante elevou a producao de gases (TABELA 13), levando a maior perda de MS (TABELA
5). No entanto, apesar da diferenca estatistica entre os tratamentos controle e inoculado, as
diferencas ocasionadas pelos tempos de exposicdo ao ar antes da ensilagem foram pequenas e
dificeis de explicar.

A boa fermentacdo da silagem ¢é dependente do teor de MS, concentragdo de
carboidratos e capacidade tampado das culturas forrageiras. Nesse estudo o contetdo de
carboidratos soluveis da forragem nos diferentes tempos avaliados ndo apresentou diferencas
expressivas (TABELA 2). Esse ¢ um efeito inconsistente nos estudos avaliando tempos maiores

(>10h) de exposi¢do aerdbia da forragem antes do processo de ensilagem, que ilustraram
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claramente que a respiracao nos tecidos vegetais hidratados continua apos o corte, ocasionando
perdas acentuadas de carboidratos soluveis (BRUNING et al.,, 2018; CAI et al., 2020).
Entretanto, de acordo Kim e Adesogan (2006), os efeitos contrastantes de pequenos atrasos de
vedagdo (<10h) ndo devem ser confundidos com os efeitos de atrasos prolongados. Muitas
horas de exposi¢ao tendem a tornar o inoculante ou tratamento aditivo menos eficaz, aumentam
o pH da silagem, protedlise e concentracdes de proteinas danificadas pelo calor, além de
acelerarem a deterioracdo (URIARTE, 2001). No caso do presente experimento, a auséncia de
diferengas no teor de CS entre os diferentes tempos pode ser resultado da continuidade da
atividade enzimatica sobre os mesmos durante o inicio da secagem em estufa, por tempo mais
prolongado que os proprios tempos dos tratamentos propostos. Contudo, esse efeito ndo pode
ser mensurado no presente ensaio.

Pela analise dos efeitos do tempo de exposi¢do ao ar antes da ensilagem em ambos os
tratamentos (aditivo x controle), verifica-se que a permanéncia da forragem fresca ao ar antes
da compactagdo elevou a concentragdo relativa de parede celular, incrementando os teores de

FDN (TABELA 6) e FDA (TABELA 7).

TABELA 6 - DESDOBRAMENTO DAS INTERACOES TEMPO X ADITIVO PARA O TEOR DE FDN DA
SILAGEM, EM QUATRO TEMPOS DE ENSILAGEM (30 A 210 MINUTOS), INOCULADAS

OU NAO COM Pioneer 11C33
Variavel 30 90 150 210
'FDN Controle 47,9b 46,68 49,3b 52,6
Aditivo 47,0b 49,54 49,02 50,5°

Médias com letras sobrescritas mintsculas diferentes na mesma linha e maiasculas diferentes nas colunas diferem
pelo teste de Tukey (P<0,05).
! Fibra em Detergente Neutro.

TABELA 7 - DESDOBRAMENTO DAS INTERACOES TEMPO X ADITIVO PARA O TEOR DE FDA DA
SILAGEM, EM QUATRO TEMPOS DE ENSILAGEM (30 A 210 MINUTOS), INOCULADAS

OU NAO COM Pioneer 11C33
Variavel 30 90 150 210
'FDA Controle 27,8 27,7° 28,9° 31,0°
Aditivo 27,2° 29,32 28,5% 29,6

Meédias com letras sobrescritas mintsculas diferentes na mesma linha e maitsculas diferentes nas colunas diferem
pelo teste de Tukey (P<0,05).
! Fibra em Detergente Acido.

Os teores de FDN aumentaram 4,7 e 3,5 pontos percentuais entre o primeiro € o ultimo
tempo avaliado no tratamento controle e aditivado, respectivamente. Em consonancia, Rotz e

Muck (1994) afirmam que a soma das perdas fisicas ou a exaustdo de nutrientes como os

carboidratos solveis ocasionam aumentos de 3 a 12% no teor de FDN na MS das silagens
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produzidas. Destaca-se que o aumento nos teores de FDA indica pior valor nutritivo das
silagens, ja que existe uma correlacdo negativa entre os teores de FDA e a degradabilidade do
alimento (VAN SOEST, 1994).

Segundo Dias (2002), as duas fragdes que mais representam a planta de milho sdo a
FDN e o amido. Qualquer alteracdo nesses dois parametros resulta em grandes alteragdes no
valor nutricional da planta de milho. A qualidade das silagens de milho ¢ avaliada de acordo
com seus teores de energia, por ser caracterizada pela alta quantidade de amido e baixos teores
de PB. Com isso, a diminui¢do da quantidade de amido na silagem avaliada caracteriza queda
acentuada do valor nutricional do alimento. Considerando-se os teores de amido descritos,
observa-se que a vedacao tardia ocasionou diminui¢ao no teor de amido de forma significativa

(p <0,05) (TABELA 8).

TABELA 8 - DESDOBRAMENTO DAS INTERACOES TEMPO X ADITIVO PARA O TEOR DE AMIDO
DA SILAGEM, EM QUATRO TEMPOS DE ENSILAGEM (30 A 210 MINUTOS),
INOCULADAS OU NAO COM Pioneer 11C33

Variavel 130 190 1150 1210
Amido Controle 20,82 22,54 19,08 15,8<B
Aditivo 22,7* 20,1%B 20,72bA 18,64

Médias com letras sobrescritas minusculas diferentes na mesma linha e maiusculas diferentes nas colunas diferem
pelo teste de Tukey (P<0,05).

A degradagao do amido, neste estudo, pode ter ocorrido por atividade hidrolitica das
enzimas da propria planta antes da ensilagem, produzindo substratos adicionais de carboidratos
para a fermentagao do acido latico (MUCK, 1988), ou para respiragdo microbiana. Mills e Kung
(2002) avaliando o efeito do atraso na ensilagem de cevada descreveram observagdes
semelhantes, mostrando que com o aumento do tempo de exposicdo do material antes da
ensilagem os teores de amido diminuiram significativamente (p < 0,05).

O teor de PB foi significativamente influenciado pelo tempo de ensilagem, para as silagens

controle (TABELA 9).
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TABELA 9 - DESDOBRAMENTO DAS INTERACOES TEMPO X ADITIVO PARA O TEOR DE PB DA
SILAGEM, EM QUATRO TEMPOS DE ENSILAGEM (30 A 210 MINUTOS), INOCULADAS

OU NAO COM Pioneer 11C33
Variavel 30 90 150 210
21pB Controle 8,07° 8,112 8,132 7,668
Aditivo 8,17 8,21 8,26 8,194

Me¢dias com letras sobrescritas mintsculas diferentes na mesma linha e maiusculas diferentes nas colunas diferem
pelo teste de Tukey (P<0,05).
! Proteina bruta.

A massa controle ensilada no tempo 30°, apresentou concentragdo de PB maior que a
ensilada no periodo de 210°, o que pode ser explicado pela oxidagdo de componentes soluveis
e proporcional aumento do N amoniacal. Os menores valores de PB apresentados pelo tempo
de 210°, deve-se possivelmente por conta de algum processo de proteolise. A protedlise inicial
¢ mediada por enzimas da propria planta, enquanto as degradacdes subsequentes de
aminoacidos ocorrem pela agdo de microrganismos (TOMICH et al., 2003). De acordo, Muck
(1987) a taxa de proteodlise tem relacdo direta com a concentracdo de umidade da planta,
presumivelmente porque a umidade estimula as enzimas proteoliticas da planta e da bactéria.
Além disso, enterobactérias, que também vivem em condi¢des de ensilagem tmida e quente
(WOOLFORD, 1984), podem ocasionar proteolise. As silagens inoculadas apresentaram maior
teor de PB que as silagens controle; como o uso de aditivos tem por finalidade preservar os
nutrientes da silagem, seu efeito na avaliacdo das silagens foi considerado positivo. Os valores
de PB das silagens avaliadas sdo levemente maiores do que os valores descritos por Rocha Jr.
et al. (2003), de 7,25% de PB na MS e por Silva et al. (2005), de 7,68% de PB na MS para
silagens de milho.

O teor de proteina soluvel foi elevado com o aumento do tempo de ensilagem, para as silagens
controle, mostrando ainda interagdo entre o tempo e o aditivo, e ndo havendo significancia

para o uso do inoculante (TABELA 10).
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TABELA 10 - DESDOBRAMENTO DAS INTERACOES TEMPO X ADITIVO PARA O TEOR DE PS DA
SILAGEM, EM QUATRO TEMPOS DE ENSILAGEM (30 A 210 MINUTOS), INOCULADAS

OU NAO COM Pioneer 11C33
Variavel 30 90 150 210
PS Controle 63,8 61,5%8 64,2 67,1°
Aditivo 64,3 64,14 63,9 65,2

Me¢dias com letras sobrescritas mintsculas diferentes na mesma linha e maiusculas diferentes nas colunas diferem
pelo teste de Tukey (P<0,05).
! Proteina soluvel.

A solubilidade da proteina ¢ um dos fatores que mais influi na degradagdo proteica a
nivel de rimen. As proteinas mais soluveis tendem a ser mais rapidamente degradadas
(CHALUPA, 1974 e TAMMINGA, 1979). As proteinas soluveis sdo aquelas que geralmente
apresentam maior vulnerabilidade ao ataque proteolitico microbiano quando comparadas as
proteinas insoluveis, pelo fato de as proteases terem um melhor acesso as proteinas quando elas
estdo em solucdo. Nessa perspectiva, observou-se que o aumento do tempo de ensilagem
aumentou 3,3 pontos percentuais entre o tempo 30’ e o tempo 210’ para as silagens controle,
com diferenga estatistica e 0,9 pontos percentuais entre o tempo 30’ € o tempo 210’ para as
silagens inoculadas, mas sem diferenca estatistica. E importante, também, destacar que a
solubilidade da proteina e outras interferéncias, presentes na fracao solivel das plantas, podem
superestimar o teor de carboidratos soluveis (WISEMAN; MALLACK; JACOBSON, 1960).
O aumento do tempo de ensilagem reduziu o teor de EE das silagens (TABELA 11).

TABELA 11 — DESDOBRAMENTO DAS INTERACOES TEMPO X ADITIVO PARA O TEOR DE EE DA
SILAGEM, EM QUATRO TEMPOS DE ENSILAGEM (30 A 210 MINUTOS), INOCULADAS

OU NAO COM Pioneer 11C33
Variavel 30 90 150 210
'EE Controle 2,66%B 2,758 2,538 2,358
Aditivo 2,902 2,75% 2,74bcA 2,58

Médias com letras sobrescritas minusculas diferentes na mesma linha e maitsculas diferentes nas colunas diferem
pelo teste de Tukey (P<0,05).
"Extrato etéreo.

Da mesma forma, silagens aditivadas apresentaram valores ligeiramente maiores de
EE. Possivelmente, a exposicao ao ar levou a maior oxidagdo e metabolismo dos lipideos de
reserva, por respiracdo celular (PEIXOTO et al., 2020). Comparando-se aos valores da
forragem original, parece ter havido leve incremento do teor de EE nas silagens inoculadas,
provavelmente decorrente da reducgdo relativa de outros componentes usados na fermentacao

das silagens.
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Em termos gerais, os dados apresentados da composi¢ao bromatolédgica das silagens
avaliadas permitem entender que os intervalos de tempo estudados sao grandes o suficiente para
interferir negativamente na avaliagdo de um experimento. Suponhamos um ensaio onde o
tratamento controle foi feito logo apos a colheita e picagem (0-90 minutos), e um tratamento
inoculado fosse realizado de 150 a 210 minutos apds. Se nos detivermos apenas nas variaveis
onde nao houve efeito de aditivo (p. ex., FDN, FDA e lignina), concluir-se-ia que o aditivo teria
elevado os teores da fragdo fibrosa, o que percebemos nao ser verdade. E importante reforgar
que os intervalos de tempos testados aqui, e até muito maiores que esses, sdo comumente
adotados pelos grupos de pesquisa, sem maior questionamento sobre sua influéncia danosa aos
dados obtidos. As perdas fermentativas das silagens de milho, nos quatro tempos de ensilagem,

inoculadas ou ndo com Pioneer 11C33 estao apresentadas na TABELA 12.

TABELA 12 - DESDOBRAMENTO DAS INTERACOES TEMPO X ADITIVO PARA A PERDA DE MS DA
SILAGEM DURANTE A FERMENTACAO, EM QUATRO TEMPOS DE ENSILAGEM (30 A
210 MINUTOS), INOCULADAS OU NAO COM Pioneer 11C33

Variavel 30 90 150 210
Perda de MS Controle 3,052 1,77%8 3,288 3,36%8
Aditivo 3,08 4,414 4,144 4,734

Médias com letras sobrescritas minusculas diferentes na mesma linha e maiusculas diferentes nas colunas diferem
pelo teste de Tukey (P<0,05).

Para a variavel Perda de MS o efeito do inoculante foi altamente significativo
(p<,0001). Segundo Ribeiro et al. (2005), a combinacdo de bactérias hetero e
homofermentativas favorece a reducdo dos valores das perdas fermentativas em silagens
tratadas. Entretanto, a maior perda de MS durante a fermentac¢ao no tratamento aditivado pode
ser resultado dos maiores teores de etanol e acido acético nessas silagens, pois a perda de gas
oriunda do processo fermentativo das BAL heterolaticas representa MS perdida para o
ambiente. Ainda, os valores apresentados ndo foram corrigidos para perda de volateis em estufa,
o que influencia diretamente a magnitude das perdas. A perda total de MS também foi
significativamente influenciada pelo tempo de ensilagem. Os tratamentos ensilados no tempo
30°, apresentaram perdas totais de MS menores que os ensilados no tempo 210°. Da mesma
forma, Briining et al. (2018) também observaram esse efeito avaliando perda total de MS em
silagens de milho com diferentes tempos de exposicdo aerdbia antes da ensilagem (0, 2 e 4
dias).

Silagens inoculadas apresentaram maior produ¢do de gas (Gprod) que as silagens
controle (TABELA 13). Esse efeito ja era esperado e pode ser justificado pelo metabolismo das

BAL heterofermentativas, que sao menos eficientes devido a formagdo de CO> durante seu
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metabolismo. Os tempos de exposicao ao ar antes da ensilagem também influenciaram nessa
variavel. A literatura apresenta diferentes respostas ao uso de inoculantes em relagao as perdas
geradas por gases, e isso esta relacionado as diferengas entre as doses sobrepostas, estirpe das
cepas e administracdo do produto, que pode interferir diretamente na agdo das bactérias, além

da propria metodologia utilizada para a avaliagdo, que ¢ bastante variavel.

TABELA 13 — PRODUCAO DE GASES E PERDAS FERMENTATIVAS DAS SILAGENS DE MILHO, EM
QUATRO TEMPOS DE ENSILAGEM (30 A 210 MINUTOS), INOCULADAS OU NAO COM

Pioneer 11C33
Tempo Aditivo 3Efeitos
Varidvel 30’ 90’ 150° 210’ Controle ﬁifg? Média  2EPM T A
(Ll/ifg’rf\’/fs) 571 581 578  627°  570°  6,02* 587 0,07 00174 0,0243
%&“&“Sti 1,62 219 133 134 2,12*  120° 1,64 0,18 02793 0,0127

''Volume de gas produzido na fermentagio;
2 Erro-Padrao da Média;
3 T = Efeito de tempos e A = Efeito de aditivos.

A produgdo de efluente nas silagens inoculadas foi inferior as silagens controle,
embora a quantidade de efluente produzida possa ser considerada muito pequena para todos os
tratamentos avaliados. A produgdo de efluente ¢ influenciada por fatores como teor de MS da
cultura ensilada, tipo de silo, grau de compactacdo e processamento fisico da forragem
(HAIGH, 1999).

As perdas por gases calculadas pela equacao “tradicional” (PGtrad) foram pequenas,
mas apresentaram efeito significativo do uso do aditivo e da interagdo aditivo x tempo

(TABELA 14).

TABELA 14 — DESDOBRAMENTO DAS INTERACOES TEMPO X ADITIVO PARA A PRODUCAO DE
GASES EM QUATRO TEMPOS DE ENSILAGEM (30 A 210 MINUTOS), INOCULADAS OU
NAO COM PIONEER 11C33

Varivel 30 90 150 210
'PGtrad (%MS) Controle 2,818 1,608 2,468 2,518
Aditivo 3,007 4,877 3,374 3,984

Me¢édias com letras sobrescritas diferentes, mintsculas na linha e maitsculas na coluna, diferem entre si pelo teste
Tukey (P<0,05).
"Perda por gases calculada pela equagdo tradicional, por diferenga do peso bruto dos silos antes e depois da
ensilagem;

As silagens apresentaram producdo de gas (Gprod) por apenas oito dias apds a
vedacao dos silos, € o volume de gas produzido na fermentagdo foi pequeno (FIGURA 3), e

apresentou efeito significativo de tratamento, indicando que a elevagao do tempo entre picagem

e vedagdo dos silos eleva a producdo de gés durante a fermentacdo, provavelmente em
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decorréncia do aumento da populagao de microrganismos aerdbios. As variaveis Gprod e
PGtrad nao estiveram correlacionados significativamente entre si (R = 0,3997 e p = 0,3266),
embora ambas tenham apresentado efeito significativo do uso do aditivo. Em fun¢@o dos erros
de estimativa e da perda de MS na forma de volateis durante a secagem das amostras em estufa,
consideramos a observagao direta do volume de gas produzido (Gprod) a variavel mais segura

para descrever as perdas na forma de gas em experimentos com silagens.
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FIGURA 3 — PRODUCAO MEDIA DE GASES ACUMULADA (L/kg MS) NO TRATAMENTO
ADITIVADO (A) E NO TRATAMENTO CONTROLE (B)

LEGENDA: (w) 30 minutos, («) 90 minutos, (s) 150 minutos e (v) 210 minutos.

Na FIGURA 3 pode-se observar que as maiores produgdes de gas foram registradas
na fase inicial do processo (nas primeiras 24 horas) e essa taxa foi decrescendo até o oitavo dia,
em virtude da elevada atividade respiratdria inicial do oxigénio residual pela planta ensilada,
juntamente com o desenvolvimento inicial das colonias de microrganismos fermentadores. Ao
passar dos dias, acontece a diminui¢ao desta taxa de producdo de gases, em virtude da

estabilizacdo da atividade microbiana no interior da massa ensilada (JOBIM et al., 2007). As
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silagens deste estudo apresentaram valores de producao de gas (Gprod) mais altos do que os
apresentados por Souza (2015), de 4,69 L/kg MS. As silagens deste estudo apresentaram
produgdo acumulada de gases de 5,70 € 6,02 L/kg MS, para os tratamentos controle e aditivado,
respectivamente.

A importancia de limitar a duragdo da exposicdo da forragem ao ar se da
principalmente pela menor concentra¢do de acido latico e concentragdo residual de CS, o que
indica fermenta¢ao menos extensa. Esse tltimo diz respeito a uma fase respiratdria mais longa
devido a maiores tempos de exposi¢ao aerdbia da forragem, que pode esgotar os substratos
fermentesciveis para o crescimento microbiano. No entanto, nesse estudo, devido aos
tratamentos propostos, o tempo de até 210’ ndo prejudicou de forma marcante as caracteristicas
fermentativas da silagem.

A contagem microbiana das silagens de milho ¢ apresentada na TABELA 15. As
diferengas entre os tempos de ensilagem ndo influenciaram a contagem dos microrganismos ¢
o uso do inoculante apresentou apenas tendéncia (p = 0,06) de elevac¢ao na contagem de BAL,
provavelmente em decorréncia da maior sobrevivéncia de BAL heterolaticas provenientes do
inoculante usado, ao longo do processo de fermentagdo. Os aditivos para silagem afetam o
padrdo de fermentagdo de diferentes maneiras, de acordo com seu modo de agdo especifico
(KUNG et al., 2003).

E importante salientar que a contagem microbiana realizada ndo representa a dindmica
das populagdes nem seu tamanho ao longo do ensaio, mas apenas o nimero de UFC viaveis no
momento da abertura dos silos. A populagao de BAL neste trabalho conglomera tanto bactérias
homolaticas, que tém o 4cido latico como produto da fermentacdo, quanto as heterolaticas, que
tém como produtos de fermentacdo além do acido latico, acético, propidnico, etanol, CO; e
agua. Neste estudo nado foi realizada a caracterizagao e identificagao das espécies. Sa Neto et
al. (2013) testaram L. plantarum combinado com L. buchneri em silagens de cana-de-actcar e
milho, e também ndo observaram alteragdo na composi¢do microbioldgica dessas silagens. De
acordo com Schmidt (2008), a variabilidade do padrdo de respostas a aplicagao de lactobacilos
parece ser superior a de outros aditivos, possivelmente, porque muitos fatores podem afetar o
desenvolvimento dos microrganismos, como populagdo epifitica, temperatura da silagem,
ambiente, composi¢do de carboidratos, entre outros. As implicagdes da utilizagao de aditivos

combinados sao de dificil interpretacao, ja que cada bactéria tem uma forma de atuagao.
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TABELA 15 - CONTAGENS MICROBIANAS EM SILAGENS DE MILHO EM QUATRO TEMPOS DE
ENSILAGEM (30 A 210 MINUTOS), INOCULADAS OU NAO COM Pioneer 11C33

Variavel
Tempos' BAL (log UFC/g) (II; CgV{:g:ué?;) Bolores (log UFC/g)
Controle (sem aditivos) 30 7,68 4,86 3,78
90’ 7,59 5,15 3,90
150° >8,0 5,38 3,30
210° >8,0 4,52 3,48
Meédia 7,81 4,98 3,61
Pioneer 11C33 30° >8,0 3,30 3,78
90’ >8,0 3,78 3,30
150° >8,0 3,90 3,30
210° - 3,78 3,90
Média >8,0 3,69 3,57
Efeito? EPM? 0,57 0,09 0,03
T 0,2722 0,5950 0,8547
A 0,0614 0,1049 0,6211
T*A - 0,7352 0,6211

! Tempos entre picagem e fechamentos dos silos experimentais: 30, 90, 150 ¢ 210 min;
2 Erro-Padrao da Média;
3 T = Efeito de tempos, A = Efeito de aditivos e T*A = Interacio entre Tempo e Aditivo.

De maneira geral, a média da populagdo de leveduras diminuiu com o uso do
inoculante, mas sem diferenca estatistica entre os tratamentos (p = 0,10). Sa Neto et al. (2013)
avaliando a silagem de milho controle ou inoculada com L. plantarum e L. buchneri, também
ndo encontraram diferenca significativa para essa variavel. As leveduras podem ficar dormentes
durante a fase anaerobia de produgdo das silagens, sem aumento da populacdo (ROCHA et al.,
2006), desde que haja carboidratos soluveis no meio (McDONALD et al., 1991). Contudo, as
silagens avaliadas apresentaram menores valores de leveduras, quando comparadas com a
forragem fresca (TABELA 2). O decréscimo eminente dessa populacdo se dd4 em funcio da
concentracdo de acidos na silagem, pH e anaerobiose.

Nao houve diferenca na contagem de bolores nas silagens analisadas. Estes
microrganismos sdo sensiveis aos acidos acético e propidnico, assim como as leveduras. A
ocorréncia de bolores afeta o padrao de fermentacdo, gera produgdo de compostos toxicos e
pode resultar em silagens de qualidade insatisfatoria (SANTOS et al., 2008). Provavelmente, o
cuidado no processo de vedagdo dos silos experimentais foi satisfatorio para inibir a populagdo
desses microrganismos, ja que sdo mais influenciados pela presenca de oxigénio do que pelo
pH (PAHLOW et al., 2003).

Conforme apresentado na TABELA 16, as silagens inoculadas com o 11C33 nao

apresentaram quebra da estabilidade durante todo o periodo de avaliagdo (213 horas). Outros
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estudos também relataram melhora da estabilidade aerobia quando combinagdes de bactérias
homolaticas e heterolaticas foram aplicadas em silagens (WEINBERG et al. 2002; FYLIA,
2003; ARRIOLA etal., 2011). As silagens sem aditivo apresentaram estabilidade relativamente
alta, entre 62 e 90 horas, valores superiores aos descritos por Hu et al. (2009) e Balieiro Neto
et al. (2009), para silagens de milho nao inoculadas, de 50 e 53 horas, respectivamente.

A combinagao de bactérias homolaticas e heterolaticas tem sido estudada em silagens
de milho, a fim de se aliar o efeito positivo das homolaticas na fermentacao decorrente da rapida
queda do pH, causada pela elevada producdo de 4cido latico, e as vantagens das bactérias
heterolaticas apos a abertura, em razao da produgdo de acido acético, eficiente no controle de

leveduras e fungos filamentosos (HU et al., 2009; QUEIROZ et al., 2012).

TABELA 16 —- DESDOBRAMENTO DAS INTERACOES TEMPO X ADITIVO PARA A EA DAS
SILAGENS NOS QUATRO TEMPOS DE ENSILAGEM (30 A 210 MINUTOS)),
INOCULADAS OU NAO COM Pioneer 11C33

Variavel 30 90 150 210
'EA Controle 62,038 80,35%8 90,30°8 89,138
Aditivo >2134 >2134 >2134 >2134

Médias com letras sobrescritas minusculas diferentes na mesma linha e maiusculas diferentes nas colunas diferem
pelo teste de Tukey (P<0,05).
! Estabilidade aerobia.

Segundo Woolford (1990), a deterioracdo aerébia ¢ de longe a maior fonte de perdas
no processo de ensilagem. Com a infiltragdao de ar, microrganismos acido tolerantes e aerobios
(facultativos) presentes na silagem comegam a se desenvolver e proliferar, utilizando agucares
residuais e 4cido latico como substrato, ocasionando perdas de matéria seca (PAHLOW et al.,
2003). Por isso, ¢ importante destacar que o controle marcante na deterioracdo aerdbia
proveniente do uso do inoculante, ocorre pela maior concentragdo do acido acético, produzido
a partir da fermentacdo dos carboidratos soluveis e do acido latico, e que possui efeito
antifiingico.

No presente estudo a estabilidade aerdbia também foi influenciada pelos diferentes
tempos de ensilagem, entretanto, apenas para as silagens controle. Da mesma forma, Briining
et al. (2018), avaliando silagens que foram vedadas no quarto dia pds-enchimento observaram
menor estabilidade aerdbia (49 x 64 horas) quando comparadas as silagens vedadas
imediatamente apds o corte. De natureza similar, Araujo et al. (2020) observaram quebra da
estabilidade aerobia 46 horas apds o inicio do ensaio, para o tratamento com 24 horas de

exposicao ao ar antes da ensilagem, enquanto a estabilidade aerobia foi de 62 horas para as
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silagens que foram confeccionadas logo apds a colheita, evidenciando que o maior tempo do
processo de ensilagem pode acarretar em menor estabilidade aerdbia das silagens.

De fato, a vedagdo atrasada, ou seja, uma exposi¢do prolongada ao ar na fase de pré-
vedagdo, pode permitir o desenvolvimento de maior populagdo de leveduras. Esses
microrganismos sobrevivem em parte ao processo de ensilagem, e apos a abertura dos silos
iniciam rapida proliferagdo, que por conseguinte contribui consideravelmente para a quebra
mais rapida da estabilidade da massa ensilada.

A deteriorag@o aerdbia da silagem esté estritamente ligada ao aumento da temperatura
e do pH devido a atuacao das bactérias e leveduras no metabolismo dos carboidratos e 4acidos
organicos (SPOELSTRA et al.,1988), reduzindo consideravelmente a qualidade da silagem e
decrescendo a concentragdo do acido latico e dos carboidratos (KUNG, 2001).

Kung e Stokes (2002) afirmaram que a variacdo do pH durante o periodo de exposi¢ao
ao ar pode ser um indicativo pratico de que a silagem esta sendo deteriorada. Assim, a presenca
do inoculante favoreceu melhor conservagio da silagem apos a exposi¢ao ao ar, de forma que
mesmo apos 213 horas de exposicao ao ar o pH se manteve em 3,87 (FIGURA 4). Reforcamos
aqui que resultados como esse sdo escassos na literatura, e estdo relacionados a uma nova
geracdo de inoculantes altamente eficazes na elevacdo da estabilidade das silagens.

O comportamento foi bastante consistente em todos os tempos, com a silagem
inoculada, mantendo o pH baixo e praticamente sem alteragdo. As silagens tratadas com o
aditivo, apos as 213 horas de avaliacao da estabilidade aerobia, independentemente do tempo
de ensilagem apresentaram menores valores de pH em relagcdo ao Controle. Essa manutengao
no valor de pH para as silagens inoculadas expostas ao ar indica que o aporte adicional de
microrganismos foi responsavel pela modificagdo da fermentacdo dos carboidratos presentes
na biomassa. Ao contrario do esperado, para as silagens Controle o pH do tratamento 210’ foi
o de menor variacdo ao longo da exposi¢ao ao ar. Uma justificativa para esse efeito, esta
associada a maiores teores de acido latico nos tratamentos que foram ensilados nos menores
tempos (TABELA 3), pois este ¢ um substrato que alguns dos microrganismos aerobios utilizam
como fonte de energia para crescimento e multiplicacdo de suas colonias. O metabolismo desse
acido resulta em aumento de pH da silagem, que consequentemente, desencadeia o crescimento
de outros microrganismos indesejaveis (McDONALD; HENDERNSON; HERON, 1991). Nos
tratamentos com maior tempo de exposicao antes de serem ensilados provavelmente houve
também consumo de compostos soluveis precursores do acido latico, reduzindo a relagio acido
latico:acético, o que pode ter levado a manutencdo da estabilidade em aerobiose por mais

tempo.
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FIGURA 4 — CURVA DE pH ENTRE OS TRATAMENTOS CONTROLE (A) E ADITIVADO (B) NOS

DIFERENTES TEMPOS AVALIADOS DURANTE A O TESTE DE ESTABILIDADE
AEROBIA

LEGENDA: (s) 30 minutos, (s) 90 minutos, (+) 150 minutos ¢ (v) 210 minutos.

E importante destacar que durante a realizacio do ensaio de avaliagdo de EA houve
uma queda de arvore e rompimento da rede de energia, comprometendo o controle de
temperatura da sala. Por isso, boa parte da avalia¢do foi realizada em temperatura ambiente
(FIGURA 5). Em silagens, os principais fatores que afetam o crescimento dos microrganismos
aerobios sdo a presenga de substratos fermentesciveis, temperatura ambiente e a disponibilidade
de oxigénio. As silagens de milho s3o mais susceptiveis a deterioracdo aerdbia em climas
quentes (BASSO et al., 2012), e provavelmente em virtude da baixa temperatura do ambiente
durante parte do ensaio (12-18 °C), as silagens sem aditivo apresentaram estabilidade
relativamente alta, e baixas perdas de MS durante a EA. Confirmando essa afirmativa, Ashbell
et al. (2002) analisaram os efeitos da temperatura na estabilidade aerébia em silagens de milho
e verificaram que a temperatura de 30 °C as perdas iniciaram apos trés dias de exposi¢ao,

enquanto que apenas no sexto dia os materiais expostos a 20 °C manifestaram perdas aerdbias.
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FIGURA 5 — VARIACAO NA TEMPERATURA DURANTE A AVALIACAO DA ESTABILIDADE
AEROBIA DAS SILAGENS

Neste experimento, a oscilagdo da temperatura durante a exposicao das silagens ao ar
pode ter proporcionado breves periodos de temperatura 6tima para o desenvolvimento dos
microrganismos aerdbios. Portanto, estas condi¢cdes podem ter limitado o crescimento dos
microrganismos envolvidos no processo de deterioracao das silagens.

Para a variavel perda de matéria seca durante a exposicao aerobia (PMSea) observou-
se efeito significativo para o uso do aditivo (p = 0,0011) e para a interac¢do aditivo x tempo (p

= 0,0435) (TABELA 17).

TABELA 17 - DESDOBRAMENTO DAS INTERACOES TEMPO X ADITIVO PARA A PMSea DAS
SILAGENS NOS QUATRO TEMPOS DE ENSILAGEM (30 A 210 MINUTOS),
INOCULADAS OU NAO COM Pioneer 11C33

Variavel 30 90 150 210
'PMSea Controle 7,844 8,714 6,19 6,56
Aditivo 547" 5,46" 6,71 4,758

Meédias com letras sobrescritas maitsculas diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
! Perda de matéria seca durante a estabilidade aerdbia.

O maior teor de acido latico nas silagens do tratamento controle € coerente com a maior
PMSea observada neste tratamento, pois os microrganismos envolvidos na deterioragdo de

silagens consomem principalmente o acido latico para obtengao de energia (McDONALD et
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al., 1991). O consumo do acido latico, que apresenta o menor pKa dentre os acidos presentes
nas silagens, provoca aumento do pH, indicando que houve degradacao do material.

A intenc¢do primaria deste experimento foi compreender qual o efeito de tempos
relativamente curtos de exposic¢ao ao ar da forragem fresca antes do processo de ensilagem, na
qualidade da silagem produzida em ensaios experimentais. Ao contrario do observado com
longos periodos de exposi¢do ao ar da planta ensilada em situacdes de campo, nenhum silo
apresentou aspectos caracteristicos de silagem deteriorada, tampouco alteragdes na composi¢ao
bromatoldgica que afetassem significativamente a qualidade da silagem. Contudo, as diferengas
observadas, e as interacdes entre tempos e aditivos, permitem afirmar que a exposi¢ao ao ar por
diferentes tempos entre os tratamentos pode comprometer as conclusdes advindas dos ensaios
experimentais com silagens. A intengdo secundaria foi verificar qual a influéncia dessa
exposi¢do na efetividade do aditivo utilizado e nas respostas experimentais a sua aplicagao,
relativas a estabilidade aerobia das silagens; nesse sentido, mesmo o maior tempo de exposi¢ao
do tratamento 210’ ndo comprometeu a efetividade do inoculante avaliado.

Grupos de pesquisa que realizam ensaios em silos experimentais devem padronizar e
registrar os tempos de montagem dos ensaios, sabendo que essas variaveis podem comprometer
os resultados. Recomenda-se que todos os tratamentos sejam realizados de forma concomitante,

e no menor intervalo de tempo possivel, de acordo com os objetivos do ensaio em questao.
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4 CONCLUSOES

Todas as silagens avaliadas apresentaram um bom padrao de fermentagdo. A elevagdo
nos tempos de exposicdo ao ar antes da ensilagem eleva as perdas fermentativas e reduz a
qualidade da silagem. Os tempos estudados, se negligenciados, podem influir na avaliagao dos
resultados de um ensaio com aditivos e levar a resultados equivocados.

O aditivo microbiano utilizado foi ineficiente em reduzir as perdas fermentativas, mas

elevou de forma marcante a estabilidade aerdbia e melhorou o valor nutricional das silagens.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As metodologias empregadas na avaliacdo da ensilagem em ensaios experimentais sao
dindmicas e, por isso, extremamente complexas. A grande contribuicdo que este trabalho traz
para a pesquisa ¢ o auxilio na condugdo metodologica desses ensaios. O tempo de ensilagem,
como demonstrado na revisdo bibliografica deste estudo e comprovado no ensaio realizado, tem
impacto direto nas caracteristicas da silagem produzida, por isso, a interpretacdo das
metodologias existentes deve ser cautelosa, com atengdo aos processos que a forragem fresca
sofre até chegar aos valores finais das caracteristicas da silagem produzida, a fim de evitar

avaliacdo equivocada dos parametros estudados.

Rotineiramente os experimentos sdo realizados sem o controle do tempo de ensilagem
entre os tratamentos propostos, sem levar em consideracao que diferentes tempos implicam em
respostas diferentes das varidveis analisadas. Com o uso do inoculante, respostas equivocadas
podem interferir ainda mais nesses estudos, podendo as respostas das varidveis serem

modificadas em fun¢do do tempo e ndo como resposta ao uso do inoculante.

A aplicagdo pratica de manejo, tendo em vista a qualidade do material ensilado
comeca no campo e continua ao longo de todo o processo de ensilagem, por isso, minimizar os
erros experimentais e padronizar as metodologias aplicadas na condugao dos ensaios € premissa
basica para a comparagao idonea dos resultados entre os diferentes grupos de pesquisa. Assim,
novas metodologias que determinem que os tratamentos sejam ensilados concomitantemente
deverao ser aplicadas. Essas metodologias devem oferecer maior exatidao nas comparagdes das

variaveis estudadas.
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