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EFEITO DO PROCESSAMENTO, INOCULANTE BACTERIANO E TEMPO DE
ARMAZENAMENTO SOBRE A QUALIDADE DA SILAGEM DA PLANTA
INTEIRA DE MILHO

RESUMO - Obijetivou-se avaliar o impacto da utilizacdo de processador
de graos, inoculagéo bacteriana e tempo de armazenamento, e suas interacdes
sobre a fermentacéo, estabilidade aerébia, caracteristicas nutricionais e fisicas
da silagem de milho. Adicionalmente, avaliou-se a inoculagéo de silagem de mi-
Iho com Lentilactobacillus buchneri armazenada por 360 dias no desempenho
de cordeiros. Assim foram conduzidos trés estudos: sendo o primeiro e segundo
estudo realizados para avaliar o efeito do processamento e inoculagdo com L.
buchneri, respectivamente, sobre o processo fermentativo, composi¢cdo quimica,
caracteristicas fisicas e degradabilidade in situ (DIS) da MS e amido de silagens
de milho armazenadas por diferentes tempos. Com o terceiro estudo pode-se
avaliar os efeitos da inoculagéo bacteriana de silagem de milho armazenadas
por 360 dias e seus efeitos sobre o desempenho de ovinos terminados no confi-
namento. Nos estudos 1 e 2, os experimentos foram conduzidos em delinea-
mento inteiramente casualizado, como medidas repetidas no tempo, sendo que
no estudo 1 foi considerado o efeito de processamento (sem e com utilizacao de
processador de graos na ensilagem) e sua interacdo com o tempo de armaze-
namento. No estudo 2 foi considerado o efeito de inoculacao (sem e com utiliza-
cdo de L. buchneri CNCM 1-4323 em uma concentracdo de 1 x 10° ufc / g de
forragem na ensilagem) e sua interacdo com o tempo de armazenamento. J& o
estudo de desempenho, foi conduzido em delineamento inteiramente casuali-
zado, utilizando dois tratamentos (sem e com utilizagdo de L. buchneri CNCM I-
4323 em uma concentracdo de 1 x 10° ufc / g de forragem na ensilagem). Os
dados foram analisados utilizando-se o procedimento MIXED do SAS (SAS®
Studio, SAS Institute Inc., Cary, NC). Em todos os testes, médias foram compa-
radas pelo teste Tukey e diferencas significativas foram consideradas a 5% de
probabilidade. No estudo 1, a proporcdo de FDN, FDA, lignina e carboidratos
soluveis (CS), foram maiores quando se utilizou o processador de graos no mo-
mento da ensilagem. J4 o NNP, amido e prolamina foram menores quando se
utilizou o processador. As propor¢cdes de MM, FDN e FDA diminuiram com o
tempo de armazenamento, diferentemente do NNP o qual aumentou. No acido
butirico e NNH3, houve interacdo entre processamento e tempo de armazena-
mento. O etanol, 1,2 propanodiol e 4cido acético ndo foram afetados pelo pro-
cessamento. O acido latico foi maior quando se utilizou o processador de gréaos
no momento da ensilagem, ja os valores de acido propidnico, pH, perdas de MS
e producéo de efluentes foram menores. O tempo de armazenamento néo inter-
feriu nos valores de etanol, pH e producédo de efluentes, contudo, a proporcéo
de 1,2 propanodiol, acido latico, acético e propidnico, e perdas de MS foram afe-
tadas. Na temperatura maxima houve interacdo entre processamento e tempo
de armazenamento. A estabilidade aerébia (EA), ADITE e perdas de MS durante
o tempo de estabilidade (PMSE), ndo diferiram entre os processamentos de
graos (uso ou ndo). Por outro lado, todas essas variaveis apresentaram diferen-
cas quando avaliado em relacdo ao tempo de armazenamento. Houve interacéo
entre processamento e tempo de armazenamento nas propor¢des retidas na pe-
neira de 8 e 4 mm. O KPS, a peneira de 19 mm e o fundo foram afetadas pelo
tipo de processamento utilizado durante a ensilagem. A utiliza¢cdo ou nao de pro-
cessador de graos na ensilagem resultou em maior DIS do amido (12h), contudo



o tempo de armazenamento ndo afetou essa variavel. A DIS da MS (12h), DIS
da MS (24h) e a DIS do amido (24h) n&o apresentaram diferencas quando com-
paradas quanto ao tipo de processamento, tempo de armazenamento e a inte-
racao desses fatores. Conclui-se que a utilizagdo do processador de gréos na
ensilagem aumentou o KPS, melhorou a DIS do amido (12h) e a qualidade fer-
mentativa da massa ensilada. As variaveis relacionadas com estabilidade aero-
bia das silagens apresentaram melhores resultados em tempos mais prolonga-
dos de armazenamento. No estudo 2, nas propor¢gées de NNP e CS houve inte-
racao entre inoculagéo e tempo de armazenamento. A MS, FDN, Lignina, PB,
amido e prolamina nao foram afetadas pelo uso de inoculante. O tempo de ar-
mazenamento néo interferiu na lignina, PB e prolamina. As proporgoes de MM,
FDN e FDA diminuiram ao longo do tempo de armazenamento, enquanto as pro-
porcdes de amido aumentaram. O etanol nao foi afetado pela inoculagéo, assim
como os valores de pH, NNH3, perdas de MS e producao de efluentes. Contudo,
0 1,2 propanodiol, o acido latico, o acido acético e o acido propidnico, foram
maiores e o acido butirico menor quando se utilizou L. buchneri como inoculante
na ensilagem. O tempo de armazenamento n&o interferiu nos valores de etanol,
1,2 propanodiol, acido latico, acido acético e NNH3. Contudo, o acido propiodnico,
acido butirico, pH, perdas de MS e producao de efluentes foram afetadas quando
armazenadas por diferentes tempos. Na EA e ADITE houve interacéo entre a
inoculacdo e o tempo de armazenamento. A temperatura maxima e PMSE, ndo
diferiram entre os tratamentos. Por outro lado, essas variaveis apresentaram di-
ferencas quando avaliado em relagéo ao tempo de armazenamento. O KPS e as
proporcdes retidas nas peneiras de 19, 8, 4 mm e fundo ndo foram afetadas pelo
tempo de armazenamento. A DIS da MS (12h), apresentou interagdo entre o
tempo de armazenamento e a inoculacdo. Na DIS da MS (24h) e na DIS do
amido (24h) observamos diferencas nos tempos diferentes de armazenamento,
contudo, a inoculacdo nédo afetou essas variaveis. A inoculacdo e o tempo de
armazenamento nao afetaram a DIS do amido (12h). Conclui-se que o tempo
mais prolongado de armazenamento melhorou a DIS (24 h) da MS e amido. As
variaveis relacionadas com a estabilidade aerdbia responderam positivamente
ao tratamento utilizando inoculante até os 150 dias de armazenamento, apos
150 dias de armazenamento a utilizacdo ou ndo de L. buchneri foi indiferente
considerando essas variaveis. A inoculacdo com L. buchneri na ensilagem me-
lhorou a qualidade fermentativa da massa ensilada. No estudo 3, n&do foram en-
contradas diferencas na composi¢cao quimica das silagens de milho armazena-
das por 360 dias, utilizando ou n&o L. buchneri como inoculante no momento da
ensilagem. Igualmente, o consumo de nutrientes, ganho de peso médio diario,
eficiéncia alimentar, rendimento de carcaca e as perdas por resfriamento dos
cordeiros durante o confinamento, ndo apresentaram diferencas estatisticas. Ja
dentre os produtos da fermentacao, os valores de 1,2 propanodiol, acido acético
e propiénico foram maiores quando se utilizou L. buchneri como inoculante, e
menores no acido butirico e N-NHs. Conclui-se que a inoculagdo com L. bu-
chneri, aliada ao longo tempo de armazenamento, modificou o padrao fermenta-
tivo das silagens, contudo essas mudangas néo foram suficientes para alterar o
consumo de matéria seca e de nutrientes pelos cordeiros, como também né&o
afetou o desempenho.

Palavras-chave: caracteristicas nutricionais, degradabilidade in situ, estabili-
dade aerobia, KPS, Lentilactobacillus buchneri, processo fermentativo
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EFFECT OF PROCESSING, BACTERIAL INOCULANT AND STORAGE TIME
ON WHOLE PLANT CORN SILAGE QUALITY

RESUMO - The objective was to evaluate the impact of using a grain pro-
cessor, bacterial inoculation and storage time, and their interactions on fermen-
tation, aerobic stability, nutritional and physical characteristics of corn silage. Ad-
ditionally, the inoculation of corn silage with Lentilactobacillus buchneri stored for
360 days on the performance of lambs was evaluated. Thus, three studies were
conducted: the first and second studies were to evaluate the effect of processing
and inoculation with L. buchneri, respectively, on the fermentation process,
chemical composition, physical characteristics and in situ degradability (ISD) of
DM and starch from corn silages stored for different times. In the third study, it
was possible to evaluate the effects of bacterial inoculation of corn silage stored
for 360 days and the results on the performance of sheep finished in feedlots.
The studies 1 and 2, were made in a completely randomized design, with re-
peated measures in time. In study 1, the processing effect (with and without the
use of a grain processor in the ensilage) and its interaction with storage time were
evaluated. In study 2, the inoculation effect (with and without the use of L. buch-
neri CNCM 1-4323 at a concentration of 1 x 10° cfu / g of forage in the ensilage)
and its interaction with storage time were evaluated. The performance study was
made in a completely randomized design, using two treatments (without and with
the use of L. buchneri CNCM 1-4323 at a concentration of 1 x 10°cfu / g of forage
in the ensilage). Data were analyzed using the SAS MIXED procedure (SAS®
Studio, SAS Institute Inc., Cary, NC). In all tests, means were compared using
the Tukey test and significant differences were considered at 5% probability. In
study 1, the proportions of NDF, ADF, Lignin and soluble carbohydrates (SC)
were higher when the grain processor was used at the time of ensiling. On the
other hand, NNP, starch and prolamin were lower when the processor was used.
The proportions of MM, NDF and ADF decreased with storage time, unlike NNP
which increased. In butyric acid and NNH3, there was interaction between pro-
cessing and storage time. Ethanol, 1,2 propanediol and acetic acid were not af-
fected by processing. Lactic acid was higher when the grain processor was used
at the time of ensiling, while the values of propionic acid, pH, DM losses and
effluent production were lower. The storage time did not affect the values of eth-
anol, pH and effluent production, however, the proportion of 1,2 propanediol, lac-
tic, acetic and propionic acid, and DM losses were affected. At maximum temper-
ature, there was an interaction between processing and storage time. Aerobic
stability (AS), ADITE and DM losses during stability time (DMLS) did not differ
between grain processing (use or not). On the other hand, all these variables
showed differences when evaluated in relation to storage time. There was inter-
action between processing and storage time in the proportions retained in the 8-
mm and 4-mm sieve. KPS, 19-mm sieve and bottom were affected by the type of
processing used during ensiling. The use or not of a grain processor in the silage
resulted in higher starch ISD (12h), however the storage time did not affect this
variable. DM ISD (12h), DM ISD (24h) and starch ISD (24h) did not show differ-
ences when compared with regard to the type of processing, storage time and
the interaction of these factors. It is concluded that the use of the grain processor
in the silage increased the KPS, improved the ISD of the starch (12h) and the
fermentative quality of the ensiled mass. The variables related to aerobic stability
of silages showed better results in longer storage times. In study 2, in the
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proportions of NNP and SC, there was an interaction between inoculation and
storage time. DM, NDF, Lignin, CP, starch and prolamin were not affected by
inoculant use. Storage time did not affect lignin, CP and prolamin. The propor-
tions of MM, NDF and ADF decreased over time of storage, while the proportions
of starch increased. Ethanol was not affected by inoculation, as well as pH values,
NNH3, DM losses and effluent production. However, 1,2 propanediol, lactic acid,
acetic acid and propionic acid were higher and butyric acid was lower when L.
buchneri was used as inoculant in silage. Storage time did not affect the values
of ethanol, 1,2 propanediol, lactic acid, acetic acid and NNH3. However, propionic
acid, butyric acid, pH, DM losses and effluent production were affected when
stored for different times. In AS and ADITE, there was an interaction between
inoculation and storage time. The maximum temperature and DMLS did not differ
between treatments. On the other hand, these variables showed differences
when evaluated in relation to storage time. KPS and proportions retained on 19,
8, 4 mm and bottom sieves were not affected by storage time. DM ISD (12h)
showed interaction between storage time and inoculation. In DM ISD (24h) and
starch ISD (24h) were observed differences in different storage times, however,
inoculation did not affect these variables. Inoculation and storage time did not
affect starch ISD (12h). It was concluded that the longer storage time improved
the ISD (24 h) of DM and starch. The variables related to aerobic stability re-
sponded positively to the treatment using inoculant up to 150 days of storage,
after 150 days the use or not of L. buchneri was indifferent considering these
variables. Inoculation with L. buchneri in the silage improved the fermentative
guality of the ensiled mass. In study 3, no differences were found in the chemical
composition of corn silages stored for 360 days, using or not L. buchneri as inoc-
ulant at the time of ensiling. Also, during feedlots the consumption of nutrients,
daily weight gain, feed efficiency, carcass yield and losses due to cooling of lambs
did not show statistical differences. Among the fermentation products, the values
of 1,2 propanediol, acetic and propionic acid were higher when using L. buchneri
as inoculant, and lower in butyric acid and N-NH3. It was concluded that the in-
oculation with L. buchneri, combined with the long storage time, modified the fer-
mentation pattern of the silages, however these changes were not enough to alter
the dry matter and nutrients intake by the lambs, but also did not affect perfor-
mance.

Keywords: nutritional characteristics, in situ degradability, aerobic stability,
KPS, Lentilactobacillus buchneri, fermentation process



CAPITULO 1 - Considerac@es gerais

1.1 Introducéo

A silagem de milho representa a principal fonte de volumoso na alimenta-
¢cao do rebanho leiteiro e de bovinos confinados no Brasil (Bernardes & Régo,
2015; Silvestre & Millen, 2021), e de bovinos leiteiros em todo o mundo (Ferra-
retto et al., 2017). Sabe-se que a principal fonte de energia deste volumoso é
proveniente de carboidratos nao fibrosos, destacadamente do amido presente
nos graos, bem como da fracéo fibrosa potencialmente digestivel (Allen et al.,
1997). No entanto, os hibridos de milho comercializados no pais séo basica-
mente do tipo flint (Pereira et al., 2004).

Hibridos flint so largamente utilizados por apresentarem maior resistén-
cia a condicdes ambientais adversas e ataque de pragas e doencas, porém, o
grao de milho destes hibridos possui maior resisténcia ao ataque dos microrga-
nismos ruminais devido a maior proporcdo de endosperma vitreo comparado
com os hibridos dentados (Philippeau et al., 1999), reduzindo a digestibilidade
do amido (Correa et al., 2002). Desta maneira, a busca por estratégias que me-
lhorem a eficiéncia de utilizacéo da silagem de milho e da fracdo amido visando
otimizar a produg&o animal se faz necessaria.

Estudos tém apontado que o processamento de grdos na ensilagem (Bal
et al., 2000; Johnson et al., 2003; Salvati, 2019), a utilizac&do de inoculantes bac-
terianos (Hu et al., 2009; Saylor et al., 2020) e o tempo de armazenamento da
silagem (Daniel et al., 2015; Der Bedrosian et al., 2012; Hoffman et al., 2011;
Hristov et al., 2020) podem alterar o processo fermentativo e podem ter efeito
direto sobre a disponibilidade do amido. De maneira geral, as hipéteses associ-
adas a cada um dos fatores de forma isolada e descritas acima para aumentar a
disponibilidade do amido atualmente sdo bem aceitas. Contudo, muitas duvidas
ainda existem quando consideramos a interagdo entre o processamento de
graos, inoculagéo bacteriana e tempo de armazenamento, e os resultados atuais
se mostram controversos.

Embora esteja elucidado que o Lentilactobacillus buchneri possa atuar em
tempos prolongados de fermentag&do e o mesmo poderia alterar o processo fer-

mentativo (Kleinschmit & Kung, 2006) e, consequentemente, melhorar a



digestibilidade do amido e também da matéria seca — MS (Salvo et al., 2013),
estudos conduzidos com silagem de milho reportaram que ndo houve qualquer
efeito deste microrganismo de forma isolada (Filya, 2003; Rabelo et al., 2017) ou
associado as bactérias acido-laticas homofermentativas (Junges et al., 2015) so-
bre as variaveis citadas acima.

A utilizacdo de maquina automotriz equipada com sistema de rolos esma-
gadores, tem mostrado resultados promissores em relacdo ao aumento da di-
gestibilidade do amido, devido ao processo de picagem onde ocorre a quebra
uniforme dos graos do milho, o que reduz o tamanho da particula desses graos
e facilita 0 acesso aos microrganismos (Bal et al., 2000; Cooke; Bernard, 2005;
Johnson et al., 2003, Salvati, 2019). Por outro lado, ha poucos estudos mos-
trando como a utilizacdo de um maquinario acoplado a colhedora, que quebra
0s graos durante o processo de picagem da planta de milho, afeta as variaveis
relacionadas a qualidade das silagens produzidas em condicfes tropicais, utili-

zando hibridos flint, assim como a sua interagdo com tempo de armazenamento.

1.2 Revisao bibliogréfica

1.2.1 Processo fermentativo

Silagem € o produto da fermentacado de culturas agricolas, em condi¢des
de anaerobiose. O principio basico da conservacéo da silagem é a fermentacéo
de acUcares por bactérias, com producédo de acidos organicos e por consequén-
cia reducdo do pH da massa ensilada. Com isso, a ensilagem envolve um com-
plexo processo bioquimico e microbiolégico da colheita até a utilizacdo na ali-
mentacdo animal. Para obter-se uma silagem de alta qualidade se faz necessario
utilizar uma forrageira de alto valor nutritivo e empregar tecnologia apropriada
em todas as fases do processo de ensilagem para assegurar a preservacao dos
nutrientes (Jobim e Nussio, 2013).

A cultura do milho (Zea mays L.) apresenta alta capacidade de fermenta-
cao, isto é, possui todos os pré-requisitos para alcancar um padréo de fermen-
tacdo adequado no silo, como um teor de matéria seca (MS) adequado, elevada
concentracdo de carboidratos sollUveis, e baixo poder tamponante no momento

ideal do corte (Allen et al., 2003; Nussio et al., 2001). Outras caracteristicas



importantes dessa cultura sédo: elevado potencial de producdo de matéria seca,
elevada qualidade nutricional, assim como flexibilidade de uso (Siqueira e Ber-
nardes, 2013). Caracteristicas como essas fazem com que a silagem de milho
represente a principal fonte de volumoso na alimentacg&o do rebanho leiteiro e de
bovinos confinados no Brasil (Bernardes & Régo, 2015; Silvestre e Millen, 2021),
e de bovinos leiteiros em todo o mundo (Ferraretto et al., 2017).

O processo de fermentacéo da silagem pode-se separar em 5 fases (Jo-
bim e Nussio, 2013): a primeira € a fase aerdbia, no qual ha a presenca de oxi-
génio. Comeca desde a colheita até o armazenamento e termina quando todo o
oxigénio se esgota. Por isso a compactacao e a duracdo desses processos de-
vem ser eficientes, para que nao se tenha muito oxigénio na massa de forragem
€ com iSSo ocorra pouca respiracdo celular. A segunda fase é a de transicéao,
nessa fase se inicia também a multiplicacdo de bactérias acéticas e consumo de
carboidratos soluveis. A producdo de acido acético nessa fase resulta em uma
mudanca de pH de 6 para 4,2. A terceira fase € a anaerdbia, onde reduz a mul-
tiplicacdo de bactérias acéticas pelo baixo pH, e o ambiente propicia o cresci-
mento das bactérias acido laticas. Na quarta fase se inicia a estabilidade, e é
caracterizada pela continua formacao de acido latico, normalizacdo da tempera-
tura e reducao da atividade bacteriana, pH abaixo de 4. Ja na quinta fase ocorre
a estabilidade da silagem, onde o processo fermentativo se estabiliza, contudo,
algumas atividades microbioldgicas e enzimaticas continuam mesmo apos a fer-
mentacédo atingir a fase estavel.

Apos atingir a fase de estabilizacdo os nutrientes ficam conservados até
gue se interrompa a anaerobiose. A exposi¢cao da silagem ao ar, propicia, inici-
almente a degradacao dos nutrientes pela acao de leveduras utilizando inicial-
mente os carboidratos sollveis residuais e o0 acido latico, e assim o pH aumenta.
Posteriormente, tem-se a degradacéo dos nutrientes pela acdo de bactérias ae-
robias e fungos filamentosos, aumentando entéo a temperatura e afetando a es-
tabilidade aerdbia dessa silagem. A estabilidade aerdbia da silagem nada mais
€ do que a velocidade com que a massa deteriora apos a abertura dos silos
(Jobim e Nussio, 2013).

1.2.2 Processamento de graos



A utilizacdo de algum tipo de processamento do grdo no momento da en-
silagem é particularmente importante para o Brasil, onde a maior parte do milho
cultivado tem endosperma duro, hibridos flint, que sdo de baixa digestibilidade
(Correa et al., 2002). Hibridos flint sdo largamente utilizados por apresentarem
maior resisténcia a condicbes ambientais adversas e ataque de pragas e doen-
cas, porém, o grao de milho destes hibridos possui maior resisténcia ao ataque
dos microrganismos ruminais devido a maior propor¢cédo de endosperma vitreo
comparado com os hibridos dentados (Philippeau et al., 1999). O processo de
colheita e ensilagem exercem papel fundamental sobre a qualidade da conser-
vacdo desse material (Bernardes et al., 2018) e as decisdes tomadas durante
essas etapas podem afetar o valor alimentar da silagem durante todo o tempo
de utilizag&o (Kung Jr. e Muck, 2017).

Na ensilagem, ajustar as maquinas para o correto tamanho de particulas
e processamento dos grdos sdo essenciais, pois as caracteristicas fisicas da
silagem podem interferir no processo fermentativo, como também na disponibili-
dade de nutrientes para os animais (NRC, 2001). Com isso, uso de maquinas
automotrizes no Brasil tem se tornado uma pratica cada vez mais comum, em
substituicdo as ensiladeiras tradicionais, devido a necessidade de melhorar a
eficiéncia da utilizacdo de graos, e aumentar a digestibilidade do amido, princi-
palmente (Bernardes e Rego, 2015; Salvati, 2019).

O processamento do grdo na ensilagem de milho é realizado durante a
colheita, geralmente com maquina automotriz equipada com sistema de rolos
esmagadores, onde esse sistema € responsavel pela quebra uniforme dos graos
do milho durante o processo de picagem, o que fratura os graos de milho rom-
pendo o pericarpo o que reduz o tamanho da particula dos gréos e consequen-
temente leva ao aumento na digestibilidade do amido (Bal et al., 2000; Cooke;
Bernard, 2005; Johnson et al., 2003; Salvati, 2019). Além do sistema de rolos
esmagadores, ainda existem outros processadores que podem ser acoplados a
colhedora que quebram os graos durante o processo de picagem da planta de
milho. Com isso, a eficiéncia do processamento € influenciada por diversos fato-
res tais como: a maturidade da planta, comprimento do corte, tipo de processa-
dor utilizado, diferenca de velocidade entre os rolos, assim como o0 espagcamento

entre eles (Shinners et al., 2000; Ferraretto e Shaver, 2012).



A taxa e a extenséo da digestdo do amido pelo ruminante podem ser afe-
tadas por muitos fatores, o que interfere de forma dinamica na quantidade de
amido que sera fermentado no ramen ou que chegara ao intestino delgado (Car-
bonare, 2020). O amido quando chega no rimen é convertido em acidos graxos
de cadeia curta (AGCC) (Berchielli et al., 2006), principalmente acetato e propi-
onato, o que aumentam sua eficiéncia de utilizacdo metabdlica quando compa-
rado a absorcéo intestinal em forma de glicose (Philippeau et al., 1999).

Ferraretto e Shaver (2015), em uma meta-analise sobre silagem de milho
de planta inteira, relataram que os teores de amido total das silagens possuem
variacdes entre 16 a 46% e os valores de degradabilidade ruminal deste amido
em silagem de planta inteira de milho variam de 24 a 66% e sendo que no trato
digestério total podem chegar de 80 a 99%. Essa degradabilidade é afetada por
propriedades fisicas dos graos (Ferreira e Mertens, 2005) e quando quebrados
em particulas menores apresentam alto grau de degradacao ruminal (Dias Junior
et al., 2016), isto €, duas silagens podem ser utilizadas de formas diferentes pelo
animal, mesmo possuindo o0 mesmo teor de amido, essa diferenca se da pela
disponibilidade desse amido em cada silagem, que é influenciado pelo proces-
samento fisico dos graos (Carbonare, 2020).

Ferreira e Mertens (2005) propuseram uma técnica que permite avaliar
guantitativamente a extensao da fragmentacédo dos gréos da silagem de milho
planta inteira, denominada KPS (Kernel Processing Score) ou CSPS (Corn Si-
lage Processing Score), onde se utiliza cinco peneiras de gramaturas diferentes
(19,00; 13,20; 9,50; 6,70 e 4,75 mm), mais um fundo, que permanecem durante
15 minutos em um agitador de peneiras e avaliam a propor¢cdo de amido que
passa através da peneira de 4,75 mm em relacdo ao amido total da silagem. O
valor de 4,75 mm foi utilizado, pois os autores observaram que a digestibilidade
in vitro da matéria seca (DIVMS) foi 30% menor em gréos fragmentados em par-
ticulas maiores que 4,75 mm, do que quando comparados aqueles finamente
moidos. Sendo que o KPS representa a propor¢ao de graos quebrados em pelo
menos ¥ de grado que sdo capazes de passarem através da peneira de 4,75 mm
(Ferreira e Mertens, 2005).

Shinners e Holmes (2013) desenvolveram uma tabela de categorizacéo
para auxiliar na classificagdo do processamento dos graos, utilizando a metodo-

logia de KPS como ferramenta (Tabela 1).



Tabela 1. Categorizacdo do processamento de grdos da silagem, utilizando a

metodologia de KPS como ferramenta (Shinners e Holmes, 2013).

Categoria KPS (%)
Otimo >70%

Bom 50 - 69%
Ruim <50%

O tipo de maquinério e a regulagem do mesmo também podem afetar na
gualidade da silagem produzida, de modo que o tamanho de particula afeta na
gualidade da compactacao e consequentemente particulas maiores geram maior
porosidade no interior da massa ensilada, afetando na anaerobiose do ambiente,
e favorecendo o desenvolvimento de fungos e leveduras, que degradam 0s nu-
trientes e reduzem a qualidade final da silagem (Rooke e Hatfield, 2003; Neu-
mann et al., 2007).

Com intuito de quantificar o melhor tamanho de particulas, e proporcio-
nar menores perdas fermentativas e nutricionais, na Universidade da Pensilvania
(UPenn, EUA) foi desenvolvido um conjunto de peneiras para classificacdo do
tamanho de particula ideal, chamado Penn State Particle Size Separator (Hein-
richs e Kononoff, 2002). Na tabela 2 é apresentada a distribuicdo adequada de
particulas nas peneiras segundo Heinrichs (2013).

Tabela 2. Distribuicdo adequada de particulas nas peneiras para silagem de mi-

lho planta inteira (Heinrichs, 2013).

Peneiras Gramatura Distribuicdo
1 >19 mm 3-8%
2 8al9 mm 45-65%
3 4a8mm 20-30%
4 <4 mm <10%

Salvati (2019) utilizando silagem de milho colhidas pelo mesmo maquina-
rio, contudo uma parte utilizando quebrador de gréos e outra parte sem o que-
brador de gréos, com tamanho tedrico de corte (TTC) de 6 e 10 mm em ambas
e armazenadas por 35 dias, observou que o processador de grédos reduziu o

material retido na peneira de 19 mm de 4,7 para 1,8%, 0 que por sua vez



aumentou a percentagem de particulas retidas na peneira de 8 mm e diminuiu o
tamanho médio de particula (TMP). O processador de graos levou a uma redu-
¢do do tamanho geométrico dos graos, com subsequente aumento da area su-
perficial, além de aumentar a porcentagem de grdos menores que 4,75 mm de
56,4 para 80,0%.

Em outro estudo, com vacas alimentadas com silagem de milho colhidas
por diferentes maquinas (sem processador e autopropelidas) e tamanho tedrico
de corte (TTC) de 6, 12 e 18 mm, armazenadas por 270 dias, Salvati (2019)
observou maior producao e qualidade de leite, sem altera¢cdes no consumo de
matéria seca, maior digestibilidade do amido no trato total e na glicose plasma-
tica nas vacas alimentadas com TCC 6 e 12 mm e colhidas com autopropelidas.
Contudo, mesmo usando autopropelida, no TTC de 18 mm, foi observado uma
menor digestibilidade do amido no trato total e desempenho das vacas.

Saylor et al. (2021) colheram plantas de milho inteiras, separaram as es-
pigas da porcéo forrageira, deixaram os graos de milho intactos ou quebrados
(de forma manual utilizando um martelo), picaram a porcao restante da forragem
das plantas de milho, e reconstituiram esse material de forma a simular uma
silagem de milho de planta inteira, utilizando gréaos intactos ou quebrados, e ar-
mazenaram esse material por 30 dias. Analisando tanto os gréos separadamente
guanto a silagem de milho reconstituida, no tempo 0 e no tempo de 30 dias, foi
observado que a digestibilidade ruminal in vitro do amido (7 h) aumentou com a
ensilagem apenas nos graos que foram quebrados, evidenciando a importancia

da quebra do gréo para melhorar a digestibilidade do amido na silagem de milho.

1.2.3 Inoculantes bacterianos

Apesar da planta de milho apresentar caracteristicas desejaveis ao pro-
cesso de ensilagem, apods a abertura dos silos, a silagem torna-se susceptivel a
deterioracdo pela presenca de acido latico e alta concentracdo de nutrientes, 0s
quais séo utilizados como substrato para o desenvolvimento, principalmente, de
leveduras, bactéria aerdbias e fungos filamentosos, causando a deterioracdo da
silagem, o que podem afetar o consumo e desempenho animal (Salvo et al.,
2013).



Inoculantes bacterianos usados como aditivos incluem bactérias homofer-
mentativas, heterofermentativas ou a combinacéo delas. Os microrganismos ho-
mofermentativos caracterizam-se pela taxa de fermentacdo mais rapida, menor
protedlise, maior concentracdo de acido latico, menores teores de &cidos acético
e butirico e maior recuperacdo da matéria seca e da energia. Bactérias hetero-
fermentativas utilizam acido latico e glicose como substrato para producao de
acido acético e propidnico, os quais sao efetivos no controle de fungos filamen-
tosos e leveduras, especialmente sob pH baixo (Zopollatto, Daniel e Nussio,
2009; Checoli, 2015), além da producéo de etanol e CO:2 (Siqueira e Bernardes,
2013).

Dentre os microrganismos que atuam no processo fermentativo de sila-
gem temos as espécies de Lactobacillus, bactérias produtoras de &cido latico
(BAL), que podem ser classificadas em trés grupos de acordo com seu metabo-
lismo em (Holzer et al., 2003): Homofermentativa Obrigatoria: L. acidophilus, L.
lactis, L. delbrueckii, L. helveticus, L. salivarius, Pediococcus spp., Paralactoba-
cillus spp. e Enterococcus faecium; Heterofermentativa Facultativa: o L. casei, L.
curvatus, L. plantarum e L. sakei; e Heterofermentativa Obrigatéria: o L. brevis,
L. buchneri, L. fermentum, L. reuteri (Leuconostocaceae) e L. kefiri. Esses gru-
pos sao divididos de acordo com os produtos oriundos do resultado da fermen-
tacdo através de suas vias metabdlicas, homofermentativas (isto é, produzindo
principalmente &cido latico) ou heterofermentativo (ou seja, produzindo produtos
adicionais, como etanol, acido acético e CO2) (Pahlow et al., 2003; Checoli,
2015).

A adicao de inoculantes bacterianos, destacadamente o L. buchneri (bac-
téria acido-latica heterofermentativa), pode afetar os produtos da fermentacao e
a disponibilidade do amido quando a silagem é armazenada por longos tempos
(acima de 120 dias; Kleinschmit & Kung, 2006). Esta hipétese foi primariamente
suportada pelo continuo aumento na concentracédo de 1,2-propanodiol (produto
do metabolismo do &cido latico pelo L. buchneri) e nitrogénio amoniacal (N-NHz)
devido ao crescente tempo de armazenamento da silagem de milho (Kleinschmit
& Kung, 2006). Posteriormente, a maior disponibilidade do amido foi atribuida a
degradacéao das zeinas hidrofébicas causada pelo aumento da atividade proteo-
litica em tempos prolongados de armazenamento, observada em silagens de

grdos umidos de milho (Hoffman et al., 2011; Gervasio, 2021).



Os inoculantes que contém L. buchneri tem como finalidade a producéao
de acido latico e acético. Embora, o tltimo acido seja mais fraco que o primeiro,
tornando menos eficiente em garantir a fermentacédo exclusivamente latica, este
tem duas funcgdes adicionais, melhorar a estabilidade aerdbica e inibir o cresci-
mento de leveduras apés a abertura do silo (Driehuis et al., 1999). Nos trabalhos
de Basso et al. (2012), Salvo et al. (2013) e Rabelo et al. (2017), as silagens
tratadas com L. buchneri foram mais estéveis do que a silagem sem o tratamento
(controle).

Por outro lado, existe resultados controversos em relagdo a digestibili-
dade, onde a digestibilidade da MS pode né&o ser afetada ao se utilizar o L. bu-
chneri, como relataram Rabelo et al. (2017), contrario a Basso et al. (2014) onde
a digestibilidade da MS foi menor ao se utilizar inoculante. Ja Salvo et al. (2013)
observaram que a digestibilidade aparente da MS foi maior em resposta a ino-
culacdo. Ja a digestibilidade da FDN néao foi alterada ao se comparar silagens
com inoculante e sem inoculante (Rabelo et al., 2017; Basso et al., 2014; Basso
et al., 2018; Salvo et al. 2013).

Weinberg et al. (2004) citam um possivel aumento no ganho de peso em
animais alimentados com silagens inoculadas, e pode ocorrer devido a melhora
na digestdo da fibra por uma interacdo entre microrganismos da silagem e do
rimen, ou até mesmo por um efeito probiético do inoculante. Contudo, Rabelo
et al. (2017) ndo observaram o efeito probidtico da inoculagdo com L. buchneri,
e observaram que o seu uso alterou a fermentacao dentro do silo, melhorou a
gualidade da silagem e possibilitou alguns beneficios para a fermentacao rumi-
nal. Ja Basso et al. (2018) encontraram um aumento no consumo e maior ganho
de peso nos cordeiros alimentadas com dietas contendo silagens inoculadas
com L. buchneri associadas a baixa utilizacdo de concentrado. Com isso, 0s me-
canismos relacionados a utilizacdo de bactérias acidos-laticas sobre o desem-

penho animal ainda ndo estéo totalmente claros.
1.2.4 Tempo de armazenamento
O silo € um sistema dinamico que sofre inimeras alteracdes ao longo do

tempo de armazenamento (Saylor et al., 2021). Embora se considere que a fase
de fermentacdo estavel de uma silagem deva ser atingida entre 2 a 6 semanas
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apos a ensilagem (dependendo de diversas condicdes; Pahlow et al., 2003), al-
guns estudos tém reportado continuo acréscimo nas concentra¢des de proteina
soluvel e (N-NHs) nas silagens com o aumento no tempo de armazenamento
(Daniel et al., 2015; Der Bedrosian et al., 2012; Hoffman et al., 2011; Windle et
al., 2014), sendo o maior tempo avaliado nos estudos supracitados de 570 dias.
Em comum, estes estudos também reportaram continuo acréscimo na digestibi-
lidade do amido com o crescente tempo de armazenamento, o qual deve ser
atribuido a atividade proteolitica (degradagdo da matriz proteica que protege 0s
granulos de amido) causadas pela atividade de bactérias (60%), enzimas (30%),
fungos (5%) e produtos da fermentacéo (5%) (Junges et al., 2015), promovendo
a hidrdlise da fracdo proteica do gréo, resultado em maiores valores de (N-NHz)
e proteina solavel.

Ferraretto et al. (2015) testaram silagens de milho planta inteira, com tem-
pos de aberturas até 240 dias, observaram que o N-NH3s e proteina soltvel foram
bons indicadores de digestibilidade in vitro de amido e o tempo de armazena-
mento afetam esses fatores, como também o perfil de fermentacdo. Outros es-
tudos também relataram aumento da digestibilidade do amido em tempo prolon-
gados de armazenamento (Newbold et al., 2006; Kung, 2013; Carvalho et al.,
2017). Visando maximizar a digestibilidade do amido, Daniel et al. (2015) em um
estudo meta-analitico contemplando varios genoétipos e o tempo de armazena-
mento entre 0 a 570 dias, recomendaram que o tempo minimo de armazena-
mento da silagem de milho deve ser de 120 dias, observando um aumento de
0,28 unidades percentuais por dia na digestibilidade do amido, até 30 dias de
armazenamento, e apés 30 dias com um aumento de 0,033 unidades percentu-
ais por dia.

Salvati (2019) utilizando silagem de milho colhidas por diferentes maqui-
nas (sem processador e autopropelidas) e tamanhos teérico de corte (TTC) ar-
mazenadas por 0, 35 e 140 dias, observou que o tempo de armazenamento au-
mentou o tamanho médio de particulas (TMP) da fracdo grdos em ambas as
colhedoras. Além disso, observou um aumento na porcentagem de particulas
longas (>19 mm) e do corn silage processing score (CSPS ou KPS) apés 140
dias de armazenamento, nas amostras colhidas por autopropelidas, concluindo

gue o tempo de armazenamento de pelo menos 140 dias podem ser estratégias
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para maximizar o processamento de graos e, assim, a digestibilidade do amido
em silagem de milho.

A fracao fibrosa também pode ser afetada pelo tempo de armazenamento
de silagem de milho de planta inteira, sabe-se que durante o processo fermen-
tativo, alguma degradacao da hemicelulose € esperada devido a hidrolise acida
e/ou acdo enzimatica de alguns microrganismos (McDonald et al., 1991). Sendo
a hemicelulose a fracdo mais digestivel da FDN, é esperado que a FDN rema-
nescente na silagem tenha menor digestibilidade comparada com a da planta de
milho e pode ser afetada negativamente de acordo com o tempo de armazena-
mento. Contudo, Ferraretto et al., (2015) em silagem de milho planta inteira ndo
observaram efeito na digestibilidade in vitro (30h) da FDN armazenadas durante
0, 30, 120, e 240 dias, e do mesmo modo, nos valores de FDN da silagem com-
paradas ao da planta de milho antes de ensilar. Der Bedrosian et al. (2012) en-
contraram maiores valores de digestibilidade de FDN na planta de milho antes
de ensilar comparado aos da silagem, e isso foi atribuido a solubilizacéo da fibra
durante a ensilagem. Cherney et al. (2007) e Rossi (2020) também relataram
maior concentracdo de FDN na planta de milho antes de ensilar em comparacao
com a silagem.

Mediante o exposto e a inconsisténcia dos dados observado, os estudos
presentes nos proximos capitulos vislumbraram avaliar o impacto da ensilagem
da planta inteira de milho, utilizando ou n&o processador de gréos na ensilagem
e/ou utilizando ou n&o inoculacao bacteriana (L. buchneri), armazenadas por di-
ferentes tempos, sobre o processo fermentativo, estabilidade aerébia, composi-
¢cdo quimica, caracteristicas fisicas, degradabilidade in situ da MS e amido e de-

sempenho de ovinos.
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CAPITULO 2 - Efeito do processamento do grdo de milho e tempo de arma-
zenamento sobre o processo fermentativo, caracteristicas nutricionais e fi-
sicas da silagem de milho

RESUMO - O objetivo desse estudo foi avaliar o impacto do processa-
mento de graos sobre o processo fermentativo, composi¢cao quimica, caracteris-
ticas fisicas e degradabilidade in situ (DIS) da MS e amido em silagens de milho
armazenadas por diferentes tempos. O estudo foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, como medidas repetidas no tempo, considerando o
efeito de processamento (sem e com utilizacdo de processador de graos na en-
silagem) e sua interagdo com o tempo de armazenamento. Os dados foram ana-
lisados utilizando-se o procedimento MIXED do SAS (SAS® Studio, SAS Institute
Inc., Cary, NC). Em todos os testes, médias foram comparadas pelo teste Tukey
e diferencas significativas foram consideradas a 5% de probabilidade. A propor-
¢ao de FDN, FDA, Lignina e CS, foram maiores quando se utilizou o processador
de grdos no momento da ensilagem. Ja o NNP, amido e prolamina foram meno-
res quando se utilizou o processador. As propor¢coes de MM, FDN e FDA dimi-
nuiram com o tempo de armazenamento, diferentemente do NNP o qual aumen-
tou. No acido butirico e NNH3, houve interacdo entre processamento e tempo de
armazenamento. O etanol, 1,2 propanodiol e acido acético ndo foram afetados
pelo processamento. O acido latico foi maior quando se utilizou o processador
de graos no momento da ensilagem, ja os valores de acido propibnico, pH, per-
das de MS e producéo de efluentes foram menores. O tempo de armazenamento
nao interferiu nos valores de etanol, pH e producéo de efluentes, contudo, a pro-
porcdo de 1,2 propanodiol, &cido latico, acético e propibnico, e perdas de MS
foram afetadas. Na temperatura maxima houve interacdo entre processamento
e tempo de armazenamento. A estabilidade aerdbia (EA), ADITE e perdas de
MS durante o tempo de estabilidade (PMSE), néo diferiram entre os processa-
mentos de graos (uso ou ndo). Por outro lado, todas essas variaveis apresenta-
ram diferencas quando avaliado em relacdo ao tempo de armazenamento.
Houve interacdo entre processamento e tempo de armazenamento nas propor-
¢cOes retidas na peneira de 8 e 4 mm. O KPS, a peneira de 19 mm e o fundo
foram afetadas pelo tipo de processamento utilizado durante a ensilagem. A uti-
lizacdo ou n&do de processador de graos na ensilagem resultou em maior DIS do
amido (12h), contudo o tempo de armazenamento nao afetou essa variavel. A
DIS da MS (12h), DIS da MS (24h) e a DIS do amido (24h) ndo apresentaram
diferencas quando comparadas quanto ao tipo de processamento, tempo de ar-
mazenamento e a interacdo desses fatores. Conclui-se que a utilizagao do pro-
cessador de grédos na ensilagem aumentou o KPS, melhorou a DIS do amido
(12h) e a qualidade fermentativa da massa ensilada. As variaveis relacionadas
com estabilidade aerdbia das silagens apresentaram melhores resultados em
tempos mais prolongados de armazenamento.

Palavras-chave: degradabilidade in situ, estabilidade aerdbia, KPS

2.1 Introducdao

A silagem de milho representa a principal fonte de volumoso na alimenta-

¢ado de bovinos confinados no Brasil (Silvestre & Millen, 2021), e de bovinos
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leiteiros em todo o mundo (Bernardes & Régo, 2015; Ferraretto et al., 2017).
Sabe-se que a principal fonte de energia deste volumoso é proveniente de car-
boidratos néo fibrosos, destacadamente do amido presente nos gréos (Allen et
al., 1997). Desta maneira, a busca por estratégias que melhorem a eficiéncia de
utilizacao da fracdo amido da silagem de milho, visando otimizar a producéo ani-
mal se faz necessaria.

Estudos tém apontado que o processamento de grdos na ensilagem (Bal
et al., 2000; Johnson et al., 2003; Salvati, 2019) e o tempo de armazenamento
da silagem (Daniel et al., 2015; Der Bedrosian et al., 2012; Hoffman et al., 2011,
Hristov et al., 2020; Saylor et al., 2021) podem alterar o processo fermentativo e
podem ter efeito direto sobre a disponibilidade do amido para o animal.

Embora a utilizacdo de maquina automotriz equipada com sistema de ro-
los esmagadores, tem mostrado resultados promissores em relagcdo ao aumento
da digestibilidade do amido, devido ao processo de picagem onde ocorre a que-
bra uniforme dos grdos do milho, o que reduz o tamanho da particula desses
graos e facilita o acesso aos microrganismos (Bal et al., 2000; Cooke e Bernard,
2005; Johnson et al., 2003, Salvati, 2019). Por outro lado, ha poucos estudos
mostrando como a utilizacdo de um maquinario acoplado a colhedora que que-
bra os graos durante o processo de picagem da planta de milho, afeta as varia-
veis relacionadas a qualidade das silagens produzidas em condi¢des tropicais,
utilizando hibridos flint, assim como a sua interacdo com tempo de armazena-
mento.

O silo € um sistema dinamico que sofre inUmeras alteracées ao longo do
tempo de armazenamento (Saylor et al., 2021). Embora se considere que a fase
de fermentacdo estavel de uma silagem deva ser atingida entre 2 a 6 semanas
apos a ensilagem (dependendo de diversas condicdes; Pahlow et al., 2003), al-
guns estudos (Daniel et al., 2015; Der Bedrosian et al., 2012; Hoffman et al.,
2011; Windle et al., 2014), avaliando tempos de armazenamento de até 570 dias,
tém reportado continuo acréscimo na digestibilidade do amido com o crescente
tempo de armazenamento, o qual deve ser atribuido a atividade proteolitica (de-
gradacdo da matriz proteica que protege os granulos de amido) causadas pela
atividade de bactérias (60%), enzimas (30%), fungos (5%) e produtos da fermen-
tacao (5%) (Junges et al., 2015).
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Com isso, 0 objetivo desse estudo foi avaliar o impacto do processamento
de graos sobre o processo fermentativo, composi¢cao quimica, caracteristicas fi-
sicas e degradabilidade in situ da MS e amido em silagens de milho armazena-

das por diferentes tempos.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Tratamentos e processo de ensilagem

A area de producao era localizada proximo as coordenadas geodésicas
21°14’ |atitude Sul e 48°16’ longitude Oeste, com altitude média de 593 metros,
declividade 5,8%, apresentando clima Aw de acordo com classificacdo de Koep-
pen. O solo é classificado como Oxisols (Soil Taxonomy, 2006) com relevo suave
ondulado (EMBRAPA, 1999).

A semeadura do hibrido de milho 2B710PW (hibrido simples, ciclo pre-
coce, semi-duro), ocorreu em 17 de novembro de 2017 com espagcamento entre
linhas de 0,90 metros com 6 sementes por metro, com populacdo de 66.666 se-
mentes hat. Na adubacédo de semeadura foram utilizados 350 kg ha* da férmula
08-28-16 NPK. Na adubacéo de cobertura foi feita a aplicacéo de 200 kg de ureia
e 200 kg ha* da formula 30-00-10 NPK em 28 de novembro de 2017. A colheita
foi realizada aos 82 dias apdés a semeadura, com producdo média de 16,2 t
MS/ha.

Durante a safra, a temperatura média atingida foi de 24°C, sendo 35°C a
maxima e 14°C a temperatura minima. A umidade relativa média foi de 77%,
sendo a maxima de 100% e a minima de 20%. A radiacdo média foi 27 MIm? dia
e a precipitacdo média diaria foi de 7 mm. Os dados climatolégicos apresenta-
ram-se dentro das condi¢cdes ideais de desenvolvimento da cultura (Embrapa,
2021).

O milho foi colhido com aproximadamente 30% de MS em toda a planta.
A colheita do milho foi realizada de forma mecanizada, parte com a colhedora
New Pecus®, Nogueira Maquinas, contendo processador de gréos (sistema que-
bra graos que promove a quebra uniforme dos gréos do milho durante o processo
de picagem), e outra parte com a colhedora JF 92 Z4 Serie 3 sem processador

de grédos, ambas visando obter particulas com tamanho médio préximo a 10 mm.
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Apés a colheita, o milho foi inoulado com Lentilactobacillus buchneri CNCM I-
4323 (Lallemand Animal Nutrition, Goiania, GO, Brasil) em uma concentracao de
1 x 10° unidades formadoras de col6nia (ufc)/g de forragem. O inoculante foi
diluido em agua destilada (5 L/t) e aplicado sobre a forragem de todos os trata-
mentos com auxilio de borrifador manual sob constante homogeneizacao da for-
ragem.

Tubos de PVC com capacidade de 5 L foram utilizados como silos expe-
rimentais em quadruplicata por tratamento. A compactacéo da forragem foi rea-
lizada com auxilio de soquetes de madeira visando obter uma massa especifica
préxima a 600 kg/m3 de matéria natural. Posteriormente, os silos foram lacrados
com fita adesiva, pesados e armazenados em temperatura ambiente por 90, 150,
240 e 360 dias. No momento da ensilagem (tempo 0), a forragem foi amostrada
para determinacdo da composi¢do quimica. Em todos os tempos de armazena-
mento, uma amostra (~300 g) de cada repeticdo em cada tratamento foi colhida

e armazenada a -20°C em freezer para posteriores analises quimicas.

2.2.2 Determinacao das perdas fermentativas e estabilidade aerdbia

Decorridos os dias de armazenamento pré-determinados, os silos foram
novamente pesados para a quantificacdo de perda total de MS e producéao de
efluentes, conforme proposto por Jobim et al. (2007).

Na avaliacdo da estabilidade aerdbia, uma porcéo (~1,2 kg) de silagem
de cada repeticdo em cada tratamento foi removida dos silos, revolvida e homo-
geneizada em bandejas plasticas para haver maior penetracdo de oxigénio e
colocada em baldes plasticos (capacidade de 5 L) em uma sala sob temperatura
controlada (x 25°C). Durante 10 dias, a temperatura de cada silagem foi mensu-
rada a cada meia hora por meio de um ‘datalogger’ inserido no centro da massa
presente no balde. A temperatura ambiente também foi mensurada por meio de
um ‘datalogger’ alocado proximo aos baldes contendo as silagens. A estabilidade
aerdbia foi definida como o niumero de horas que a temperatura da silagem per-
maneceu estavel antes de aumentar 2°C acima da temperatura ambiente (Moran
et al. 1996). A temperatura diaria acumulada (ADITE) foi calculada como a soma
das médias diérias da diferenca entre a temperatura da silagem e a temperatura

ambiente durante os 5 primeiros dias de exposicdo aerobia. Os baldes foram
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pesados antes e depois do tempo de estabilidade aerdbia e calculado as perdas

de MS durante o processo.

2.2.3 Analises quimicas

Um extrato aquoso contendo 25 g de silagem e 225 mL de agua destilada
foi preparado (Kung et al., 1984) utilizando um liquidificador Philips Walita (Wal-
ita, Varginha, MG, Brasil) misturando por 1 min na configuragao mais alta e fil-
trado em filtros de TNT, para determinar os valores de pH e nitrogénio amoniacal
(N-NHzs). O pH do filtrado foi medido imediatamente por meio de um medidor de
pH (modelo MA522, Marconi Laboratory Equipment, Piracicaba, SP, Brasil). O
N-NHs foi determinado por destilagao em aparelho micro-Kjeldahl (AOAC, 1996;
método n°. 941.04) e expresso em relacdo ao N total (N-NHs/NT). O extrato
aguoso produzido com a silagem foi filtrado e centrifugado a 10.000 x g por 15
minutos a -4°C e posteriormente utilizado na determinag&o da concentragao dos
produtos da fermentacao, acido latico, AGCC (acido acético, propidnico e buti-
rico), etanol e 1,2 — propanodiol. Para isso, foi utilizado cromatografo gasoso com
detector de massas (GCMS) (GCMS QP 2010 plus, Shimadzu®, Kyoto, Japan),
usando coluna capilar (Stabilwax, Restek®, Bellefonte, USA; 60m, 0,25 mm g,
0,25 um crossbond carbowax polyethylene glycol) e pardmetros analiticos con-
forme as recomendacdes do fabricante.

Apés passarem pelo processo de secagem em estufa de ventilacédo for-
cada a 55°C por 72 horas, as amostras da planta e silagem foram moidas em
moinho de faca (peneira de 1 mm). Para determinacgdo da MS, as amostras foram
secas em estufa a 105 °C por 12 horas (AOAC, 1996; método n°. 930.15). A MS
foi corrigida (MSc) para compostos volateis, usando uma equacao (Eq. 1) pro-
posta por Weissbach e Strubelt (2008):

MSc (g/kg) = MS + (0,95 x AGCC) + (0,08 x Acido latico) + (0,77 x 1,2-propano-

diol) + (1 x outros alcoois) (1)

Onde todos os compostos volateis sdo expressos em g / kg de matéria
verde (MV).
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A matéria mineral foi determinada ap6s queima na mufla a 500°C por 5
horas (AOAC, 1996; método n°. 923.03). O NT foi determinado por destilacdo
em aparelho micro-Kjeldahl (AOAC, 1996; método n°. 941.04), e a proteina bruta
(PB) foi calculada como NT x 6,25. A proteina soltuvel (PS) foi determinada com
a utilizacao de acido tricloracético (Licitra et al., 1996) seguindo os procedimen-
tos descritos no INCT (Detmann et al., 2012) e expressa em relacdo a PB.

A fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) fo-
ram determinadas em autoclave, e posteriormente foi analisado a lignina, utili-
zando sacos de ANKON F57, seguindo os procedimentos descritos no INCT (De-
tmann et al., 2012). O FDN foi determinado utilizando-se amilase termoestavel
sem adicao de sulfito de sodio e, ambos FDN e FDA foram corrigidos para cin-
zas. A lignina foi determinada com a utilizacdo de acido sulfdrico seguindo 0s
procedimentos descritos no INCT (Detmann et al., 2012) e foi corrigida para cin-
zas.

Os carboidratos soluveis foram analisados a partir do método de antrona
(Dische, 1962). O teor de amido foi determinado utilizando o método de hidrolise
enzimatica, de acordo com Hall (2009). A prolamina foi analisada por meio de

colorimetria descritos por Nellis, Hoffman e Shaver (2013).

2.2.4 Degradabilidade in situ

Na analise de degradabilidade in situ da MS (DISMS) e amido (DISAmido)
foram utilizadas amostras frescas das silagens com o tamanho de particula ori-
ginal de cada tratamento nos diferentes tempos de armazenamento, e foram pe-
sadas proporcionalmente a 5 g de matéria seca. Foram incubadas por 12 horas
e 24 horas em sacos para degradabilidade (modelo R1020, Ankon, 50£15 mi-
cras) conforme descrito por Nocek (1988), sendo colocados primeiro os sacos
de 24 horas e, apds 12 horas, os sacos de 12 horas, todos foram retirados ao
mesmo tempo, lavados e secos por 72 horas em estufa de circulagao forcada a
55°C para posterior pesagem.

Foram utilizados 2 bovinos Nelore canulados no rumen recebendo dieta
com silagem de milho, concentrado e sal mineral, relacdo V:C de 80:20, com
quinze dias de adaptagcao e um de incubagdo. Em cada animal foram incubados

todos os tratamentos, foram usados quatros saquinhos para cada tratamento.
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Apés as 12 horas os sacos foram lavados e secos por 72 horas em estufa de
circulacao forcada a 55°C para pesar posteriormente. Apos a pesagem, oS resi-
duos da incubacédo foram moidos em moinho de faca (peneira de 1 mm), para
posterior andlise de MS e Amido, seguindo as metodologias citadas anterior-
mente (AOAC, 1996; método n°. 930.15; Hall, 2009). A DISMS e DISAmido (%)
foram obtidas como a diferenca entre 100 e a MS e Amido indigestivel, respecti-
vamente.

Na tabela 1 observamos a composi¢cdo quimica, pH e degradabilidade in
situ da MS e amido das plantas de milho antes da ensilagem, utilizando ou néao

processador de grdos no momento da ensilagem.

Tabela 1. Composi¢céo quimica, pH e degradabilidade in situ da planta de milho
antes da ensilagem.

SP CP DP

Composicdo quimica (% MS)

MS 30,5 29,3 0,352
MM 4,39 4,45 0,059
FDN 55,1 56,7 0,768
FDA 26,5 27,1 0,316
Lignina 3,53 3,63 0,051
PB 9,18 9,38 0,171
NNP (NT) 10,9 12,2 0,835
Amido 15,2 15,5 0,416
Prolamina 2,84 2,46 0,114
CS 17,1 16,4 0,533
N-NH3 (NT) 1,44 1,26 0,133
pH 5,99 6,06 0,039
DISMS % (12h) 32,1 41,5 2,95
DISMS % (24h) 46,3 50,6 1,08
DISAmido % (12h) 33,5 56,7 8,02
DISAmido % (24h) 44,5 69,8 6,08

MS= matéria seca; MM= matéria mineral; FDN=Fibra em detergente neutro; FDA= fibra em detergente acido; PB= pro-
teina bruta; NNP (NT)= nitrogénio néo proteico em relacéo ao N total; CS = Carboidratos solGveis; N-NH3 (NT)= nitrogé-
nio amoniacal em relagédo ao nitrogénio total; SP= Sem processador de grdos; CP= Com processador de graos; DP=
desvio padrao.

2.2.5 Caracteristicas fisicas

A extensao da fragmentacéo dos graos da silagem de milho foi analisada

utilizando a metodologia de KPS, segundo Ferreira e Mertens (2005). Para
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analisar a distribuicdo do tamanho de particula foi utilizado o conjunto de penei-
ras com gramatura de 19, 8 e 4 mm mais um fundo, seguindo as instru¢cdes de
Heinrichs (2013).

Na tabela 2 observamos as caracteristicas fisicas da planta de milho antes

da ensilagem.

Tabela 2. Caracteristicas fisicas (%) da planta de milho antes da ensilagem.

SP CP DP
KPS 44.4 78,0 2,03
Peneira 19 mm 7,22 3,16 0,636
Peneira 8 mm 47,6 30,8 1,25
Peneira 4 mm 32,4 41,8 1,13
Fundo 12,83 24,4 0,630

KPS = Processamento de gréos; SP= Sem processador de graos; CP= Com processador de grdos; DP= desvio padréo.

2.2.6 Delineamento experimental e andlise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
como medidas repetidas no tempo, com gquatro repeticdes por tratamento. Foi
utilizado o seguinte modelo: Yijk = y + Pi + Tk + PTik + eijk, em que efeitos fixos
sdo u = média geral; Pi = efeito de processamento (i = sem e com utilizacdo de
processamento de graos); Tk = tempos de armazenamento dos silos (k =90, 150,
240 e 360 dias); PTik = interacdo entre processamento e tempos de armazena-
mento, e eijk = erro experimental como fator aleatorio.

Os dados foram analisados utilizando-se o procedimento MIXED do SAS
(SAS® Studio, SAS Institute Inc., Cary, NC). Em todos os testes, médias foram
comparadas pelo teste Tukey e diferencas significativas foram consideradas a
5% de probabilidade.

2.3 Resultados

Na composi¢do quimica das silagens de milho armazenadas por 90,150,
240 e 360 dias, no teor de MS houve interacdo entre processamento e tempo de
armazenamento (p < 0,05; Tabela 3; Figura 1). Os teores de MS, no tratamento
utilizando processador de gréos, foram maiores nos tempos de 240 e 360 dias,
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ja no tratamento sem a utilizacdo de processador de gréos, o teor de MS foi
maior no tempo de 90 dias (Figura 1).

A proporcédo de MM e PB nédo foram afetadas pelo processamento (p >
0,05; Tabela 3). Contudo a proporgéao de FDN, FDA, Lignina e CS, foram maiores
guando se utilizou o processador de graos no momento da ensilagem (p < 0,05;
Tabela 3). Ja o NNP, amido e prolamina foram menores quando se utilizou o
processador (p < 0,05; Tabela 3).

O tempo de armazenamento nao interferiu na lignina, PB, amido, prola-
mina e CS (p > 0,05; Tabela 3). Entretanto, as propor¢des de MM, FDN e FDA
diminuiram quando armazenadas por 90,150,240 e 360 dias, diferentemente do
NNP o qual aumentou (p < 0,05; Tabela 3). As proporcdes de FDN e FDA, foram
maiores no tempo de armazenamento de 90 e 150 dias e menores valores foram
encontrados no tempo de 360 dias (Tabela 3). JA o NNP, o tempo de 90 dias

apresentou os menores valores e 360 dias os maiores (Tabela 3).
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Figura 1. Teor de matéria seca (MS) de silagem de milho utilizando (CP) ou ndo

(SP) processamento de graos na ensilagem e diferentes tempos de aberturas.
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Tabela 3. Composigédo quimica de silagem de milho utilizando ou ndo processamento de grdos na ensilagem e diferentes tempos

de aberturas.

Tempos de aberturas (dias) Processamento P-valor

90 150 240 360 SEM SP CP SEM P T PXT
Composicéo quimica (% MS)
MS 329 323 335 331 0,200 334 325 0,146 <0,001 0,003 0,038
MM 3,752 3,46% 3,29* 3,11° 0,105 3,40 3,40 0,081 0,974 0,001 0,114
FDN 44,32 44,32 42,32 412 0,601 40,3° 45,72 0,388 <0,001 <0,001 0,187
FDA 22,12 2222 21,7% 20,8° 0,267 20,1° 23,32 0,177 <0,001 0,004 0,123
Lignina 261 277 261 259 0,072 236° 2922 0,044 <0,001 0,340 0,430
PB 861 842 8,30 844 0,185 8,41 8,47 0,148 0,730 0,580 0,686
NNP (NT) 38,1° 40,52 43,23 4572 1,833 47,92 358° 1,456 <0,001 0,026 0,766
Amido 23,3 23,3 238 243 0,704 2542 21,9 0,532 <0,001 0.655 0,450
Prolamina 297 298 295 291 0,091 3,202 2,71 0,070 <0,001 0,900 0,091
CS 517 561 562 509 0,195 5,07° 5,682 0,119 0,005 0,124 0,389

MS= matéria seca; MM= matéria mineral; FDN=Fibra em detergente neutro; FDA= fibra em detergente acido; PB= proteina bruta; NNP (NT)= nitrogénio ndo proteico em relagdo ao N total; CS =
Carboidratos soluveis; SP= Sem processador de graos; CP= Com processador de gréos; SEM= erro padrdo da média; P= processamento; T=tempo; P x T = Intera¢é@o entre processamento e tempo.
* Médias seguidas de mesma letra na linha nao diferiram entre si pelo teste de Tukey (p=0,05).
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Nos produtos da fermentacdo das silagens de milho armazenadas por
90,150, 240 e 360 dias, nas variaveis acido butirico e NNH3 houve interacéo
entre processamento e tempo de armazenamento (p < 0,05; Tabela 4; Figura 2).
O acido butirico néo diferiu entre si nos tempos 90, 150 e 240 dias, quando com-
parado os tratamentos utilizando ou ndo processador de gréos, e foi diferente no
tempo de 360 dias, sendo que o tratamento que nédo utilizou o processador apre-
sentou maiores valores desse acido em 360 dias (Figura 2). J& o NNH3, nos
tempos de 90 e 150 dias a utilizagdo ou nao do processador de graos nao dife-
riram entre os tratamentos. No entanto, no tempo de 240 dias a nao utilizacao
de processador de grdos gerou menores valores de NNH3 comparadas com a
utilizacdo dessa ferramenta, contudo essa variavel se comportou de maneira
oposta no tempo de 360 dias (Figura 2).

Dentro do tratamento utilizando processador de grédos nao se observou
diferencas entre os tempos de aberturas nas variaveis acido butirico e NNH3
(Figura 2). No entanto, no tratamento sem a utilizacdo do processador de graos
observamos variagao entre os tempos de abertura (Figura 2).

O etanol, 1,2 propanodiol e acido acético ndo foram afetados pelo proces-
samento (p > 0,05; Tabela 4). Contudo, o acido latico foi maior quando se utilizou
0 processador de graos no momento da ensilagem (p < 0,05; Tabela 4). Ja os
valores de acido propidnico, pH, perdas de MS e producao de efluentes foram
menores quando se utilizou o processador de grdos no momento da ensilagem
(p < 0,05; Tabela 4).

O tempo de armazenamento ndo interferiu nos valores de etanol, pH e
producéo de efluentes (p > 0,05; Tabela 4). Contudo, a proporcao de 1,2 propa-
nodiol, &cido latico, acético e propibnico, e perdas de MS foram afetadas quando
armazenadas por diferentes tempos (p < 0,05; Tabela 4). A variavel 1,2 propa-
nodiol apresentou os maiores valores no tempo de 360 dias e menores valores
nos tempos de 90 e 150 dias (Tabela 4). Ja o acido latico e o acido acético se
comportaram de maneira opostas, enquanto o acido latico apresentou maiores
valores com 90 dias e menores com 360 dias, 0 acético apresentou maiores va-
lores com 360 dias e menores com 90 e 150 dias, 0 mesmo comportamento foi
observado para o acido propibnico (Tabela 4). As perdas de MS foram menores
nos tempos 90, 150 e 240 dias, comparadas ao tempo de 360 dias, e iguais entre
si (Tabela 4).
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Tabela 4. Compostos orgéanicos, pH, N-NHs, perdas de MS e producgéo de efluentes de silagem de milho utilizando ou néo proces-

samento de graos na ensilagem e diferentes tempos de aberturas.

Tempos de aberturas (dias) Processamento P-valor

90 150 240 360 SEM SP CP SEM P T PXT
Compostos organicos (% MS)
Etanol 0,374 0,267 0,300 0,274 0,042 0,294 0,313 0,017 0,561 0,102 0,520
1,2 Propanodiol 0,0003® 0,0003° 0,00062 0,0010% 0,0001 0,0007 0,0004 0,0001 0,105 0,018 0,863
Acido latico 6,532 5,10° 5,443 455 0,334 4,38° 6,432 0,247 <0,001 0,004 0,210
Acido acético 0,606° 0,593* 0,752 0,918 0,060 0,661 0,774 0,037 0,115 0,013 0,444
Acido propiénico 0,006° 0,004> 0,011% 0,0132 0,002 0,0112 0,006 0,001 0,030 0,016 0,172
Acido butirico 0,006 0,010 0,024 0,080 0,019 0,066 0,004 0,014 0,013 0,045 0,036
pH 3,71 3,71 3,72 3,70 0,012 3,762 3,66° 0,008 <0,001 0,521 0,227
N-NH3 (NT) 2,03 1,83 2,18 291 0,175 2,38 2,10 0,101 0,168 0,006 0,015
Perdas MS (% MS) 5,50°  5,26° 5,03 8,302 0,587 7,262 4,78> 0,398 0,001 0,006 0,560
Efluentes (kg/t MV) 34,9 33,6 41,5 43,1 2,57 43,92 32,7° 1,58 0,001 0,070 0,104

N-NH3 (NT)= nitrogénio amoniacal em relagédo ao nitrogénio total; SP= Sem processador de grdos; CP= Com processador de grdos; MV = matéria verde; SEM= erro padrdo da média; P= processa-
mento; T=tempo; P x T = Interagdo entre processamento e tempo. * Médias seguidas de mesma letra na linha nao diferiram entre si pelo teste de Tukey (p=0,05).
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Figura 2. Acido butirico (%MS) e nitrogénio amoniacal (N-NH3) de silagem de
milho utilizando (CP) ou nédo (SP) processamento de grédos na ensilagem e dife-

rentes tempos de aberturas.
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As variaveis relacionadas com estabilidade aerdbia das silagens, na T
méax houve interacdo entre processamento e tempo de armazenamento (p <
0,05; Tabela 5; Figura 3). No tempo de 90 dias a nao utilizagéo de processador
de graos resultou em maiores temperaturas maximas, entretanto no tempo de
150 dias foi observado o contrario, temperaturas maximas menores no trata-
mento sem a utilizacdo de processador (Figura 3). Contudo, as temperaturas
méximas das silagens diminuiram com o tempo de armazenamento (Figura 3).

A EA (h), ADITE e perdas de MS durante o tempo de estabilidade
(PMSE), nao diferiram entre os processamentos de graos (uso ou nao) (p > 0,05;
Tabela 5). Por outro lado, todas essas variaveis apresentaram diferencas
guando avaliado em relagcéo ao tempo de armazenamento (p < 0,05; Tabela 5).
A EA (h) apresentou maiores valores no tempo de 240 e 360 dias, em que esses
foram iguais entre si e diferiram dos tempos 90 e 150 dias, que também apre-
sentaram valores semelhantes entre si (Tabela 5). O ADITE e a PMSE apresen-
taram menores valores nas silagens armazenadas por 360 dias comparada as

com tempo de armazenamento de 90 dias (Tabela 5).
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Figura 3. Temperatura maxima (° C) atingida por silagens de milho utilizando
(CP) ou néo (SP) processamento de graos na ensilagem e diferentes tempos

de aberturas.
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Tabela 5. Estabilidade aerdbia de silagens de milho utilizando ou n&o processamento de grdos na ensilagem e diferentes tempos

de aberturas.

Tempos de aberturas (dias) Processamento P-valor
90 150 240 360 SEM SP CP SEM P T PXT
EA (h) 127> 123 2072 2352 16,7 177 169 12,3 0,644 0,001 0,880
T max (°C) 32,3 29,7 22,2 21,1 0,899 26,2 264 0,678 0,823 <0,001 0,007
ADITE 2,752 -0,875% -0,6822> -3,94 1,87 -1,44 0,063 1,56 0,333 0,040 0,902
PMSE (% MS) 15,72 10,9° 6,72° 4,39 1,45 8,33 10,54 0,909 0,078 <0,001 0,567

EA = estabilidade aerobia; T max = temperatura maxima; ADITE = média das somas das temperaturas acumuladas durante 5 dias; PMSE = perdas de matéria durante o tempo de estabilidade. SP=
Sem processador de grédos; CP= Com processador de grdos; SEM= erro padrdo da média; P= processamento; T= tempo; P x T = Interagdo entre processamento e tempo. * Médias seguidas de

mesma letra na linha n&o diferiram entre si pelo teste de Tukey (p=0,05).
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Nas variaveis relacionadas as caracteristicas fisicas das silagens foram
observadas interagdo entre processamento e tempo de armazenamento nas pro-
porcdes retidas na peneira de 8 e 4 mm (p < 0,05; Tabela 6; Figura 4). No trata-
mento utilizando o processador de gréos, nas proporcdes retidas na peneira de
8 mm, as aberturas que ocorreram com 90 e 150 dias foram iguais entre si e
inferiores das aberturas que ocorreram no tempo 240 dias e 360 dias e essas
foram iguais entre si, e 0 oposto ocorreu nas proporcoes retidas na peneira de 4
mm (Figura 4). O tratamento sem a utilizagdo do processador de graos, nas pro-
porcdes retidas na peneira de 8 mm, as aberturas que ocorreram nos tempos de
240 e 360 foram iguais entre si e superiores a de 150 dias (Figura 4). Ja nas
proporgdes retidas na peneira de 4 mm, a abertura que ocorreu no tempo de 90
dias foi superior a de 360 dias (Figura 4).

O KPS, a peneira de 19 mm e o fundo foram afetadas pelo tipo de pro-
cessamento utilizado durante a ensilagem (p < 0,05; Tabela 6). O KPS foi supe-
rior quando se utilizou o processador de graos no momento da ensilagem e
mesmo comportamento foi observado nas proporc¢des retidas no fundo das pe-
neiras (p < 0,05; Tabela 6). Ja as proporc¢des retidas na peneira de 19 mm foram
menores quando se utilizou o processador de grdos no momento da ensilagem
(p < 0,05; Tabela 6). No tempo de armazenamento foi observado que as propor-
¢Oes retidas no fundo foram maiores no tempo de 150 dias comparadas ao
tempo de 240 dias (p < 0,05; Tabela 6).
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Tabela 6. Caracteristicas fisicas de silagem de milho utilizando ou ndo processamento de gréos na ensilagem e diferentes tempos

de aberturas.

Tempos de aberturas (dias) Processamento P-valor
90 150 240 360 SEM SP CP SEM P T PXT
KPS 65,0 64,7 65,1 65,1 1,75 46,7° 83,22 1,19 <0,001 0,998 0,076
Peneira 19 mm 3,39 4,53 5,37 4,87 0,617 5,732 3,35° 0,427 <0,001 0,122 0,790
Peneira 8 mm 52,5 53,5 59,9 59,6 1,11 62,3 50,5 0,868 <0,001 <0,001 0,027
Peneira 4 mm 34,1 31,7 27,4 27,6 0,647 255 349 0,439 <0,001 <0,001 0,032
Fundo 10,1 10,32 7,73 7,93 0,612 6,50° 11,52 0,400 <0,001 0,015 0,427

KPS = Processamento de grdos; SP= Sem processador de graos; CP= Com processador de graos; SEM= erro padrdo da média; P= processamento; T=tempo; P x T = Interacéo entre processamento
e tempo. * Médias seguidas de mesma letra na linha n&o diferiram entre si pelo teste de Tukey (p=0,05).
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Figura 4. Porcentagem de silagem de milho retida na peneira de 8 e 4 mm, utilizando (CP) ou ndo (SP) processamento de graos

na ensilagem e diferentes tempos de aberturas.
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Nas variaveis relacionadas com degradabilidade in situ observamos que a
utilizacdo ou néo de processador de gréos na ensilagem resultou em maior DI-
SAmido (12h) (p < 0,05), contudo néao foi afetada pelo tempo de armazenamento
(p > 0,05; Tabela 7; Figura 5). A DISMS (12h), DISMS (24h) e a DISAmido (24h)
nao apresentaram diferencas estatisticas quando comparadas quanto ao tipo de
processamento, tempo de armazenamento e a interacdo desses fatores (p >
0,05; Tabela 7).

Tabela 7. Analise de variancia da degradabilidade in situ da MS (DISMS %) e
amido (DISAmido %), de silagens de milho utilizando ou n&o processamento de

graos na ensilagem e diferentes tempos de aberturas, incubadas por 12 e 24

horas.
P-valor
P T PXT
DISMS % (12h) 0,061 0,070 0,054
DISMS % (24h) 0,712 0,473 0,149
DISAmido % (12h) 0,048 0,490 0,687
DISAmido % (24h) 0,118 0,197 0,417

SP= Sem processador de grdos; CP= Com processador de grédos; SEM= erro padrdo da média; P= processamento; T=
tempo; P x T = Interag&o entre processamento e tempo.
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samento de graos na ensilagem e diferentes tempos de aberturas, incubadas por 12 e 24 horas.
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2.4 Discusséao

Apesar da prolamina nao ter diminuido com tempo, como era esperado
(Gervasio, 2021), valores de prolamina maiores no tratamento sem processador
podem indicar uma maior dificuldade dos microrganismos em acessar essa ma-
triz proteica nesse tratamento. A maior DISAMIDO 12 h encontrada no trata-
mento com o processador evidéncia isso, ja que a digestdo do amido é reduzida
de acordo com a complexidade da interacdo entre a matriz proteica e os granulos
de amido (Hoffman et al., 2011). Saylor et al. (2021) observaram que a digestibi-
lidade ruminal in vitro do amido (7 h) aumentou com a ensilagem apenas nos
graos que foram quebrados evidenciando a importancia da quebra do grao para
melhorar a digestibilidade do amido na silagem de milho.

O que pode explicar o tempo de armazenamento nao ter tido efeito sobre
a prolamina, e apenas apresentar menores valores com a utilizacao do proces-
sador, seria a maturidade com que a planta foi colhida (30% MS). Observa-se
maior complexidade da interac&o entre a matriz proteica e os granulos de amido
em plantas mais maduras, além de um aumento na vitreosidade e densidade dos
graos de milho (Correa et al., 2002; Hoffman et al., 2011).

Apesar do NNP aumentar com o tempo e essa variavel ser correlacionada
positivamente com digestibilidade do amido, ndo houve efeito do tempo de ar-
mazenamento (90,150, 240 e 360 dias) sobre a DISAmido 12 e 24 horas. Daniel
et al. (2015) em um estudo meta-analitico contemplando varios genotipos e o
tempo de armazenamento entre 0 a 570 dias, observaram um aumento mais
intenso na digestibilidade do amido de 0,28 unidades percentuais até 30 dias de
armazenamento, e ap6s 30 dias um aumento de 0,033 unidades percentuais por
dia. Esse comportamento pode explicar os tempos de armazenamento avaliados
nao apresentar diferenca na DISAmido.

O tempo de armazenamento afetou diretamente a fragao fibrosa das sila-
gens, apresentando menores proporgdes nos tempos mais longos de armazena-
mento. Isso pode ter ocorrido devido a solubilizacdo da fibra durante a ensila-
gem. Sabe-se que durante o processo fermentativo, alguma degradacao da he-
micelulose é esperada devido a hidrélise acida e/ou acédo enzimatica de alguns
microrganismos (McDonald et al., 1991). Sendo a hemicelulose a fragdo mais

digestivel da FDN, é esperado que a FDN remanescente na silagem tenha menor
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digestibilidade. Ademais, essa solubilizacdo ocorreu de maneira diferente entre
os tratamentos, o que fez que proporcionalmente o amido apresentasse valores
menores onde a FDN apresentou valores maiores e vice e versa.

Independente do tratamento, as variaveis relacionadas com estabilidade
aerdbia das silagens apresentaram melhores resultados em tempos mais pro-
longados de armazenamento. Provavelmente pelo aumento dos acidos acético
e 1,2 propanodiol (produto do metabolismo do acido latico pelo L. buchneri), es-
ses acidos estdo relacionados com a melhoria na estabilidade aerdbica e inibi¢cao
do crescimento de leveduras apdés a abertura do silo (Driehuis et al., 1999; Che-
coli, 2015).

Maiores valores de CS residuais, e menores valores de pH, acido butirico,
PMS e perdas por efluentes mostram uma melhor qualidade fermentativa no tra-
tamento utilizando processador comparado ao tratamento sem a utilizag&o. Isso
pode estar relacionado com as caracteristicas fisicas dessas silagens, onde as
maiores propor¢des retidas nas peneiras de 19 e 8 mm foram encontradas no
tratamento sem a utilizacdo do processador de gréos. Essas particulas maiores
podem ter afetado a compactacdo da massa no momento da ensilagem, e con-
sequentemente particulas maiores geram maior porosidade no interior da massa
ensilada, alongando o tempo da respiracéo celular nessa primeira fase (aerdbia)
do processo fermentativo (Rooke e Hatfield, 2003; Neumann et al., 2007; Lugé&o
et al., 2011), o que consumiu ainda mais os CS presentes, e essa ineficiéncia
nesse processo aliado ao tamanho de particula pode ter interferido posterior-
mente nos valores de pH, acido butirico, PMS e perdas por efluentes.

Apesar de ambos os tratamentos estarem dentro da faixa recomendada
de distribuicdo de particulas (Heinrichs, 2013). O KPS resultado do tratamento
utilizando processador de graos segundo a caracterizacéo de Shinners e Holmes
(2013) foi considerado 6timo (>70%), enquanto o sem a utilizacdo do processa-
dor foi categorizada como ruim (<50%). Essa variavel permite avaliar quantitati-
vamente a extensdo da fragmentacdo dos graos da silagem de milho, e esta
diretamente correlacionada com a digestibilidade, pois afeta diretamente a taxa
e a extensdo da digestdo do amido pelos ruminantes (Carbonare, 2020). Com-
parando um tratamento com um outro observamos que a utilizacao de quebrador
de gréo na ensilagem levou a um aumento de 36,5% no valor de KPS. Salvati
(2019) utilizando silagem de milho colhidas pelo mesmo maquinario, contudo
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uma parte utilizando quebrador de gréos e outra parte sem o quebrador de graos,
encontrou um aumento de 23,6% utilizando o quebrador. A DISAmido (12 h)
pode ter sido maior no tratamento utilizando processador de graos em resposta
a esse aumento da extensao da fragmentacao dos graos nas silagens de milho

avaliadas nesse tratamento.

2.5 Conclusodes

A utilizacdo do processador de graos na ensilagem aumentou o KPS, me-
lhorou a degradabilidade in situ do amido (12h) e a qualidade fermentativa da
massa ensilada. A degradabilidade in situ do amido (12 e 24 h) n&o diferiram nos
diferentes tempos de armazenamento. As variaveis relacionadas com estabili-
dade aerdbia das silagens apresentaram melhores resultados em tempos mais

prolongados de armazenamento (apds 150 dias de armazenamento).
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CAPITULO 3 - Efeito da inoculacdo bacteriana e tempo de armazenamento so-
bre o processo fermentativo, caracteristicas nutricionais e fisicas da silagem
de milho

RESUMO - O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da inoculagao bacteri-
ana sobre o processo fermentativo, composicao quimica, caracteristicas fisicas e de-
gradabilidade in situ (DIS) da MS e amido em silagens de milho armazenadas por
diferentes tempos. O estudo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
como medidas repetidas no tempo, considerando o efeito de inoculacdo (sem e com
utilizacdo de Lentilactobacillus buchneri CNCM [-4323 em uma concentracao de 1 x
10° ufc / g de forragem na ensilagem) e sua interagdo com o tempo de armazena-
mento. Os dados foram analisados utilizando-se o procedimento MIXED do SAS
(SAS® Studio, SAS Institute Inc., Cary, NC). Em todos os testes, médias foram com-
paradas pelo teste Tukey e diferencas significativas foram consideradas a 5% de pro-
babilidade. Nas propor¢cdes de NNP e CS houve interagéo entre inoculagédo e tempo
de armazenamento. A MS, FDN, Lignina, PB, amido e prolamina ndo foram afetadas
pelo uso de inoculante. O tempo de armazenamento néo interferiu na lignina, PB e
prolamina. As proporcées de MM, FDN e FDA diminuiram ao longo do tempo de ar-
mazenamento, enquanto as propor¢cdes de amido aumentaram. O etanol né&o foi afe-
tado pela inoculacéo, assim como os valores de pH, NNH3, perdas de MS e producao
de efluentes. Contudo, o 1,2 propanodiol, o acido latico, o acido acético e o acido
propidnico, foram maiores e o acido butirico menor quando se utilizou L. buchneri
como inoculante na ensilagem. O tempo de armazenamento néo interferiu nos valores
de etanol, 1,2 propanodiol, acido latico, acido acético e NNH3. Contudo, o acido pro-
pibnico, acido butirico, pH, perdas de MS e producédo de efluentes foram afetadas
guando armazenadas por diferentes tempos. Na estabilidade aerébia e ADITE houve
interacdo entre a inoculagcéo e o tempo de armazenamento. A temperatura maxima e
perdas de MS durante o tempo de estabilidade, ndo diferiram entre os tratamentos.
Por outro lado, essas variaveis apresentaram diferencas quando avaliado em relagéo
ao tempo de armazenamento. O KPS e as propor¢des retidas nas peneiras de 19, 8,
4 mm e fundo néo foram afetadas pelo tempo de armazenamento. A DIS da MS (12h),
apresentou interagao entre o tempo de armazenamento e a inoculagcédo. Na DIS da MS
(24h) e na DIS do amido (24h) observamos diferencas nos tempos diferentes de ar-
mazenamento, contudo, a inoculacdo ndo afetou essas variaveis. A inoculagéo e o
tempo de armazenamento ndo afetaram a DIS do amido (12h). Conclui-se que o
tempo mais prolongado de armazenamento melhorou a DIS (24 h) da MS e amido. As
variaveis relacionadas com a estabilidade aerdbia responderam positivamente ao tra-
tamento utilizando inoculante até os 150 dias de armazenamento, ap6s 150 dias de
armazenamento a utilizacdo ou ndo de L. buchneri foi indiferente considerando essas
variaveis. A inoculagdo com L. buchneri na ensilagem melhorou a qualidade fermen-
tativa da massa ensilada.

Palavras-chave: estabilidade aerdbia, Lentilactobacillus buchneri, qualidade fermen-
tativa
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3.1 Introducéo

A silagem de milho é o alimento mais utilizado como volumoso na alimentacéo
de bovinos confinados no Brasil (Silvestre e Millen, 2021) e bovinos leiteiros em todo
o mundo (Bernardes & Régo, 2015; Ferraretto et al., 2017). Devido a importancia da
silagem de milho para a agropecuaria em ambito mundial, se faz necessério a busca
por ferramentas que otimizem a utilizacdo desse alimento.

Estudos tém apontado que a utilizacdo de inoculantes bacterianos (Hu et al.,
2009; Saylor et al., 2020) e o tempo de armazenamento da silagem (Daniel et al.,
2015; Der Bedrosian et al., 2012; Hoffman et al., 2011; Hristov et al., 2020) podem
alterar o processo fermentativo e podem ter efeito direto sobre a disponibilidade do
amido da silagem de milho.

A adicdo de inoculantes bacterianos, destacadamente o Lentilactobacillus bu-
chneri (bactéria acido-latica heterofermentativa), pode afetar os produtos da fermen-
tacdo e a disponibilidade do amido quando a silagem é armazenada por longos tem-
pos (acima de 120 dias; Kleinschmit & Kung, 2006). Esta hipétese foi primariamente
suportada pelo continuo aumento na concentracdo de 1,2-propanodiol (produto do
metabolismo do acido latico pelo L. buchneri) e nitrogénio amoniacal (N-NHs) devido
ao crescente tempo de armazenamento da silagem de milho (Kleinschmit & Kung,
2006). Posteriormente, a maior disponibilidade do amido foi atribuida & degradacéo
das zeinas hidrofébicas (prolaminas) causada pelo aumento da atividade proteolitica
em tempos prolongados de armazenamento, observada em silagens de grdos umidos
de milho (Hoffman et al., 2011; Gervésio, 2021).

No entanto, existe resultados controversos em relacdo a digestibilidade utili-
zando esse inoculante em silagem de milho, onde a digestibilidade da MS pode néo
ser afetada ao se utilizar o L. buchneri, como relataram Rabelo et al. (2017), contrario
a Basso et al. (2014) onde a digestibilidade da MS foi menor. Ja Salvo et al. (2013),
observaram que a digestibilidade aparente da MS foi maior em resposta a inoculagao.

Com o intuito de elucidar essas interacdes entre a utilizacao de L. buchneri e o
tempo de armazenamento, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da inoculac&o
bacteriana sobre o processo fermentativo, composi¢ao quimica, caracteristicas fisicas
e degradabilidade in situ da MS e amido em silagens de milho armazenadas por dife-

rentes tempos.
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3.2 Material e métodos

3.2.1 Tratamentos e processo de ensilagem

A érea de producéo era localizada préximo as coordenadas geodésicas 21°14’
latitude Sul e 48°16’ longitude Oeste, com altitude média de 593 metros, declividade
5,8%, apresentando clima Aw de acordo com classificacdo de Kéeppen. O solo é clas-
sificado como Oxisols (Soil Taxonomy, 2006) com relevo suave ondulado (EMBRAPA,
1999).

A semeadura do hibrido de milho 2B710PW (hibrido simples, ciclo precoce,
semi-duro), ocorreu em 17 de novembro de 2017 com espacamento entre linhas de
0,90 metros com 6 sementes por metro, com populacédo de 66.666 sementes hat. Na
adubacéo de semeadura foram utilizados 350 kg ha* da férmula 08-28-16 NPK. Na
adubacéo de cobertura foi feita a aplicacéo de 200 kg de ureia e 200 kg ha* da férmula
30-00-10 NPK em 28 de novembro de 2017. A colheita foi realizada aos 84 dias apos
a semeadura, com producdo média de 16,2 t MS/ha.

Durante a safra, a temperatura média atingida foi de 24°C, sendo 35°C a méa-
xima e 14°C a temperatura minima. A umidade relativa média foi de 77%, sendo a
maxima de 100% e a minima de 20%. A radiacdo média foi 27 MJm?2 dia e a precipi-
tacdo média diaria foi de 7 mm. Os dados climatoldgicos apresentaram-se dentro das
condic¢des ideais de desenvolvimento da cultura (Embrapa, 2021).

O milho foi colhido com aproximadamente 30% de MS em toda a planta. A co-
lheita do milho foi realizada de forma mecanizada, com a colhedora JF 92 Z4 Serie 3,
visando obter particulas com tamanho médio préximo a 10 mm. Apdés a colheita, o
milho foi ensilado sem (controle) e com L. buchneri CNCM [-4323 (Lallemand Animal
Nutrition, Goiania, GO, Brasil) em uma concentragdo de 1 x 10° ufc / g de forragem.
O inoculante foi diluido em agua destilada (5 L/t) e aplicado sobre a forragem de todos
os tratamentos com auxilio de borrifador manual sob constante homogeneizacéo da
forragem. A mesma quantidade de agua destilada (5 L/t) foi aplicada no tratamento
controle.

Tubos de PVC com capacidade de 5 L foram utilizados como silos experimen-
tais em quadruplicata por tratamento. A compactacdo da forragem foi realizada com

auxilio de soquetes de madeira visando obter uma massa especifica proxima a 600
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kg/m3 de matéria natural. Posteriormente, os silos foram lacrados com fita adesiva,
pesados e armazenados em temperatura ambiente por 90, 150, 240 e 360 dias. No
momento da ensilagem (tempo 0), a forragem foi amostrada para determinacdo da
composi¢do quimica. Em todos os tempos de armazenamento, uma amostra (~300
g) de cada repeticdo em cada tratamento foi colhida e armazenada a -20°C em freezer

para posteriores analises quimicas.

3.2.2 Determinacgéo das perdas fermentativas e estabilidade aerdbia

Decorridos os dias de armazenamento pré-determinados, os silos foram nova-
mente pesados para a quantificacdo de perda total de MS e producéo de efluentes,
conforme proposto por Jobim et al. (2007).

Na avaliacdo da estabilidade aerébia, uma porcéo (~1,2 kg) de silagem de cada
repeticdo em cada tratamento foi removida dos silos, revolvida e homogeneizada em
bandejas plasticas para haver maior penetragdo de oxigénio e colocada em baldes
plasticos (capacidade de 5 L) em uma sala sob temperatura controlada (+ 25°C). Du-
rante 10 dias, a temperatura de cada silagem foi mensurada a cada meia hora por
meio de um ‘datalogger’ inserido no centro da massa presente no balde. A tempera-
tura ambiente também foi mensurada por meio de um ‘datalogger’ alocado préoximo
aos baldes contendo as silagens. A estabilidade aerdbia foi definida como o nimero
de horas que a temperatura da silagem permaneceu estavel antes de aumentar 2°C
acima da temperatura ambiente (Moran et al. 1996). A temperatura diaria acumulada
(ADITE) foi calculada como a soma das médias diarias da diferenca entre a tempera-
tura da silagem e a temperatura ambiente durante os 5 primeiros dias de exposicéo
aerdbia. Os baldes foram pesados antes e depois do tempo de estabilidade aerdbia e

calculado as perdas de MS durante o processo.

3.2.3 Analises quimicas

Um extrato aquoso contendo 25 g de silagem e 225 mL de agua destilada foi
preparado (Kung et al., 1984) utilizando um liquidificador Philips Walita (Walita, Vargi-
nha, MG, Brasil) misturando por 1 min na configuragdo mais alta e filtrado em filtros
de TNT, para determinar os valores de pH e nitrogénio amoniacal (N-NHs). O pH do
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filtrado foi medido imediatamente por meio de um medidor de pH (modelo MA522,
Marconi Laboratory Equipment, Piracicaba, SP, Brasil). O N-NH3 foi determinado por
destilacdo em aparelho micro-Kjeldahl (AOAC, 1996; método n°. 941.04) e expres-
sado em relagdo ao N total (N-NH3/NT). O extrato aquoso produzido com a silagem
foi filtrado e centrifugado a 10.000 x g por 15 minutos a -4°C e posteriormente utilizado
na determinacdo da concentracdo dos produtos da fermentacéo, acido latico, AGCC
(acido acético, propidnico e butirico), etanol e 1,2 — propanodiol. Para isso, foi utilizado
cromatdgrafo gasoso com detector de massas (GCMS) (GCMS QP 2010 plus, Shi-
madzu®, Kyoto, Japan), usando coluna capilar (Stabilwax, Restek®, Bellefonte, USA,;
60m, 0,25 mm g, 0,25 pum crossbond carbowax polyethylene glycol) e pardmetros ana-
liticos conforme as recomendac@es do fabricante.

ApGs passarem pelo processo de secagem em estufa de ventilagdo forcada a
55°C por 72 horas, as amostras da planta e silagem foram moidas em moinho de faca
(peneira de 1 mm). Para determinacdo da MS, as amostras foram secas em estufa a
105°C por 12 horas (AOAC, 1996; método n°. 930.15). A MS foi corrigida (MSc) para
compostos volateis, usando uma equacéo (Eq. 1) proposta por Weissbach e Strubelt,
(2008):

MSc (g/kg) = MS + (0,95 x AGCC) + (0,08 x Acido latico) + (0,77 x 1,2-propanodiol)

+ (1 x outros alcoois) 1)

Onde todos os compostos volateis sdo expressos em g / kg de matéria verde
(MV).

A matéria mineral foi determinada apos queima na mufla a 500°C por 5 horas
(AOAC, 1996; método n°. 923.03). O NT foi determinado por destilacdo em aparelho
micro-Kjeldahl (AOAC, 1996; método n°. 941.04), e a proteina bruta (PB) foi calculada
como NT x 6,25. A proteina solavel (PS) foi determinada com a utilizacado de &cido
tricloracético (Licitra et al., 1996) seguindo os procedimentos descritos no INCT (Det-
mann et al., 2012) e expressa em relacao a PB.

A fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) foram
determinadas em autoclave, e posteriormente foi analisado a lignina, utilizando sacos

de ANKON F57, seguindo os procedimentos descritos no INCT (Detmann et al., 2012).
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O FDN foi determinado utilizando-se amilase termoestavel sem adicdo de sulfito de
sédio e, ambos FDN e FDA foram corrigidos para cinzas. A lignina foi determinada
com a utilizacdo de acido sulfdrico seguindo os procedimentos descritos no INCT (De-
tmann et al., 2012) e foi corrigida para cinzas.

Os carboidratos soluveis foram analisados a partir do método de antrona (Dis-
che, 1962). O teor de amido foi determinado utilizando o método de hidrélise enzima-
tica, de acordo com Hall, (2009). A prolamina foi analisada por meio de colorimetria

descritos por Nellis, Hoffman e Shaver, (2013).

3.2.4 Degradabilidade in situ

Na andlise de degradabilidade in situ da MS (DISMS) e amido (DISAmido) fo-
ram utilizadas amostras frescas das silagens com o tamanho de particula original de
cada tratamento nos diferentes tempos de armazenamento, e foram pesadas propor-
cionalmente a 5 g de matéria seca. Foram incubadas por 12 horas e 24 horas em
sacos para degradabilidade (modelo R1020, Ankon, 50+15 micras) conforme descrito
por Nocek (1988), sendo colocados primeiro 0os sacos de 24 horas e, apos 12 horas,
0s sacos de 12 horas, todos foram retirados ao mesmo tempo, lavados e secos por
72 horas em estufa de circulacdo forcada a 55°C para posterior pesagem.

Foram utilizados 2 bovinos Nelore canulados no ramen recebendo dieta com
silagem de milho, concentrado e sal mineral, relagdo V:C de 80:20, com quinze dias
de adaptacao e um de incubacdo. Em cada animal foram incubados todos os trata-
mentos, foram usados quatros saquinhos para cada tratamento. Apés as 12 horas os
sacos foram lavados e secos por 72 horas em estufa de circulagéo forcada a 55°C
para pesar posteriormente. ApGs a pesagem, os residuos da incubac¢éo foram moidos
em moinho de faca (peneira de 1 mm), para posterior analise de MS e Amido, se-
guindo as metodologias citadas anteriormente para determinacdo de MS e amido
(AOAC, 1996; método n°. 930.15; Hall, 2009). A DISMS e DISAmido (%) foram obtidas
como a diferenca entre 100 e a MS e Amido indigestivel, respectivamente.

Na tabela 1 observamos a composi¢cdo quimica, pH e degradabilidade in situ
das plantas de milho antes da ensilagem, utilizando ou nédo L. buchneri como inocu-

lante, no momento da ensilagem.
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Tabela 1. Composi¢éo quimica, pH e degradabilidade in situ da planta de milho an-

tes da ensilagem.

Ct LB DP

Composicéo quimica (% MS)

MS 30,7 31,3 0,257
MM 4,50 4,45 0,092
FDN 57,1 58,0 0,772
FDA 27,0 27,9 0,623
Lignina 3,64 3,79 0,217
PB 9,40 9,30 0,203
NNP (NT) 15,7 15,4 1,93
Amido 14,5 14,6 0,281
Prolamina 2,80 2,43 0,100
CS 16,7 15,5 0,470
N-NH3 (NT) 1,20 0,857 0,180
pH 6,13 6,10 0,032
DISMS % (12h) 30,7 30,5 2,58
DISMS % (24h) 42,6 39,5 2,50
DISAmido % (12h) 29,7 28,0 5,93
DISAmido % (24h) 43,5 44,5 10,3

MS= matéria seca; MM= matéria mineral; FDN=Fibra em detergente neutro; FDA= fibra em detergente &cido; PB= proteina bruta;
NNP (NT)= nitrogénio néo proteico em relag@o ao N total; CS = Carboidratos soltveis; N-NH3 (NT)= nitrogénio amoniacal em
relagéo ao nitrogénio total; C= Controle; LB= Lentilactobacillus buchneri; DP= desvio padrdo; *A silagem de milho n&o foi tratada
com Lentilactobacillus buchneri CNCM 1-4323 a 1 x 10° ufc/g matéria verde.

3.2.5 Caracteristicas fisicas

A extensao da fragmentacdo dos graos da silagem de milho foi analisada utili-
zando a metodologia de KPS, segundo Ferreira e Mertens (2005). Para analisar a
distribuicdo do tamanho de particula foi utilizado o conjunto de peneiras com grama-
tura de 19, 8 e 4 mm mais um fundo, seguindo as instrugdes de Heinrichs, (2013).

Na tabela 2 observamos as caracteristicas fisicas da planta de milho antes da

ensilagem.

Tabela 2. Caracteristicas fisicas (%) da planta de milho antes da ensilagem.

ct LB DP
KPS 42,2 42,4 0,716
Peneira 19 mm 6,26 7,30 0,567
Peneira 8 mm 47,8 47,2 1,96
Peneira 4 mm 33,6 32,7 0,967
Fundo 12,43 12,83 0,726

KPS = Processamento de graos; C= Controle; LB= Lentilactobacillus buchneri; DP= desvio padrao; *A silagem de milho n&o foi
tratada com Lentilactobacillus buchneri CNCM 1-4323 a 1 x 10° ufc/g matéria verde.
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3.2.6 Delineamento experimental e andlise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado como
medidas repetidas no tempo, com quatro repeticdes por tratamento. Foi utilizado o
seguinte modelo: Yijk = y + li + Tk + ITik + eijk, em que efeitos fixos sdo y = média
geral; Pi = efeito de inoculagéo (i = sem e com utilizacdo de inoculante); Tk = tempos
de armazenamento dos silos (k =90, 150, 240 e 360 dias); ITik = interagdo entre ino-
culacdes e tempos de armazenamento, e eijk = erro experimental como fator aleatorio.

Os dados foram analisados utilizando-se o procedimento MIXED do SAS
(SAS® Studio, SAS Institute Inc., Cary, NC). Em todos os testes, médias foram com-
paradas pelo teste Tukey e diferencas significativas foram consideradas a 5% de pro-
babilidade.

3.3 Resultados

Comparando a composicao quimica das silagens de milho armazenadas
por 90,150, 240 e 360 dias, nas proporcées de NNP e CS houve interacdo entre
inoculacéo e tempo de armazenamento (p < 0,05; Tabela 3; Figura 1).

Os valores de NNP das silagens inoculadas com L. buchneri nos tempos
de abertura de 90 e 150 dias foram superiores aos do tratamento controle, no
entanto, foram iguais nos tempos de 240 e 360 dias (Figura 1).

O teor de CS, no tratamento utilizando inoculante, foi superior aos 90 dias
de armazenamento, intermediario nos tempos de 150 e 240 dias, e inferior em
360 dias (Figura 1). Ja no tratamento controle, os tempos 90, 150 e 240 dias
foram iguais entre si e superiores aos valores encontrados no tempo de 360 dias
(Figura 1).

A MS, FDN, Lignina, PB, amido e prolamina n&o foram afetadas pelo uso
de inoculante (p > 0,05; Tabela 3). Contudo a propor¢cédo de MM e FDA foram
menores quando se utilizou o L. buchneri como inoculante na ensilagem (p <
0,05; Tabela 3).
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O tempo de armazenamento nao interferiu na lignina, PB e prolamina (p
> 0,05; Tabela 3). Entretanto, as propor¢cdes de MM, FDN e FDA diminuiram
guando armazenadas por 90, 150, 240 e 360 dias, diferentemente do amido o
qual foi maior no tempo de 360 dias comparados aos demais tempos que foram
iguais entre si (p < 0,05; Tabela 3). Ja o teor de MS foi maior no tempo de 90

dias e menor no tempo de 150 dias (p < 0,05; Tabela 3).



51

Tabela 3. Composigédo quimica de silagem de milho utilizando ou n&o inoculante na ensilagem e diferentes tempos de aberturas.

Tempos de aberturas (dias) Inoculacao P-valor

90 150 240 360 SEM C! LB SEM I T I XT
Composicéo quimica (% MS)
MS 33,92 32,9» 33,73 33,43 0,224 33,4 33,6 0,187 0,324 0,036 0,180
MM 3,942 3,922 3,73% 346° 0,065 3,86% 3,66° 0,041 0,012 <0,001 0,337
FDN 41,92 42,32 40,62 37,9° 0,534 41,3 40,1 0,300 0,057 <0,001 0,052
FDA 21,02 21,32 20,6 19,4> 0,305 21,02 20,1® 0,178 0,012 0,006 0,183
Lignina 221 248 241 236 0131 247 2,26 0,097 0,108 0,484 0,649
PB 8,18 8,17 798 7,77 0,162 7,92 8,212 0,109 0,252 0,309 0,073
NNP (NT) 48,9 49,7 555 61,1 1,82 498 57,8 1,24 <0,001 <0,001 0,023
Amido 27,25 26,0° 27,00 29,82 0,694 28,1 26,9 0,694 0,071 0,003 0,731
Prolamina 255 294 282 281 0,147 267 2,88 0,077 0,061 0,090 0,147
CS 707 652 650 502 0,212 591 6,64 0,162 0,001 <0,001 0,005

MS= matéria seca; MM= matéria mineral; FDN=Fibra em detergente neutro; FDA= fibra em detergente &cido; PB= proteina bruta; NNP (NT)= nitrogénio ndo proteico em relacdo ao N total; CS =
Carboidratos soluveis; C= Controle; LB= Lentilactobacillus buchneri; SEM= erro padrao da média; I= inoculagdo; T= tempo; | x T = Interag&o entre inoculagdo e tempo. *A silagem de milho n&o foi
tratada com Lentilactobacillus buchneri CNCM 1-4323 a 1 x 10° ufc/g matéria verde. * Médias seguidas de mesma letra na linha n&o diferiram entre si pelo teste de Tukey (p=0,05).
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Figura 1. Nitrogénio nao proteico (NNP) e carboidratos sollveis (CS) de silagem
de milho utilizando (LB) ou n&o (C) inoculante na ensilagem e diferentes tempos

de aberturas.

Dos produtos da fermentacao das silagens de milho armazenadas por 90,
150, 240 e 360 dias, o etanol ndo foi afetado pela inoculagéo, assim como o0s
valores de pH, NNH3, perdas de MS e produgéao de efluentes (p > 0,05; Tabela
4). Contudo, 0 1,2 propanodiol, o &cido latico, o acido acético e o acido propidnico
foram maiores e o acido butirico menor quando se utilizou L. buchneri como ino-

culante na ensilagem (p < 0,05; Tabela 4).
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Tabela 4. Compostos orgéanicos, pH, N-NHzs, perdas de MS e producéo de efluentes de silagem de milho utilizando ou n&o inocu-

lante na ensilagem e diferentes tempos de aberturas.

Tempos de aberturas (dias) Inoculagéo P-valor

90 150 240 360 SEM ct LB SEM I T I XT
Compostos organicos (% MS)
Etanol 0,395 0,278 0,316 0,271 0,029 0,316 0,293 0,017 0,510 0,052 0,387
1,2 Propanodiol 0,001 0,002 0,002 0,002 0,0005 0,001° 0,0022 0,0003 0,039 0,521 0,446
Acido latico 445 531 541 484 0,443 352" 6,48 0,294 <0,001 0,464 0,059
Acido acético 0,532 0,474 0,726 0,720 0,062 0,543 0,683 0,036 0,067 0,051 0,257
Acido propiénico 0,005 0,007 0,012 0,014 0,001 0,009 0,011% 0,0006 0,038 <0,001 0,395
Acido butirico 0,026 0,021 0,065% 0,076 0,008 0,055 0,039° 0,006 0,047 <0,001 0,187
pH 3,73¢ 3,75°¢ 3,802 3,78 0,014 3,78 3,76 0,010 0,169 0,002 0,176
N-NH3 (NT) 262 298 234 294 0,177 258 286 0,125 0,124 0,058 0,366
Perdas MS (% MS) 5,18° 8,872 9,772 9,462 0,721 7,74 8,90 0,403 0,104 0,001 0,581
Efluentes (kg/t MV) 36,1° 30,0° 50,92 5552 3,36 414 448 1,88 0,230 <0,001 0,625

N-NH3 (NT)= nitrogénio amoniacal em relagdo ao nitrogénio total; MV = matéria verde; C= Controle; LB= Lentilactobacillus buchneri; SEM= erro padrdo da média; I= inoculagéo; T=tempo; | x T =
Interag&o entre inoculagédo e tempo. A silagem de milho ndo foi tratada com Lentilactobacillus buchneri CNCM 1-4323 a 1 x 10° ufc/g matéria verde. * Médias seguidas de mesma letra na linha ndo

diferiram entre si pelo teste de Tukey (p=0,05).
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O tempo de armazenamento nédo interferiu nos valores de etanol, 1,2 pro-
panodiol, acido latico, acido acético e NNH3 (p > 0,05; Tabela 4). Contudo, o
acido propibnico, &cido butirico, pH, perdas de MS e producao de efluentes foram
afetadas quando armazenadas por diferentes tempos (p < 0,05; Tabela 4). O
acido propibnico e butirico, assim como a producao de efluentes, foram iguais
entre si e apresentaram maiores valores nos tempos de 240 e 360 dias de aber-
tura comparados aos tempos de 90 e 150 dias, que também foram iguais entre
si (Tabela 4). O pH apresentou pequenas variagdes entre os tempos de abertura,
apresentando maiores valores em silagens abertas com 240 dias comparadas
ao tempo de 90 dias (Tabela 4). As perdas de MS foram menores no tempo de
abertura de 90 dias comparadas aos demais tempos, que néo diferiram entre si
(Tabela 4).

Nas variaveis relacionadas com a estabilidade aerdbia das silagens, na
EA (h) e ADITE houve interacdo entre a inoculacdo e o tempo de armazena-
mento (p < 0,05; Tabela 5; Figura 2). A EA (h) das silagens aumentou com o
tempo em ambos os tratamentos (Figura 2). Nos tratamentos utilizando L. bu-
chneri, nas aberturas que ocorreram com 90, 150 e 240 dias, as EA foram me-
nores e iguais entre si, comparadas a aberta com 360 dias (Figura 2). No trata-
mento controle, a abertura que ocorreu com 90 e 150 dias apresentaram meno-
res valores de EA comparado aos tempos 240 e 360 dias (Figura 2). J& no trata-
mento com L. buchneri, a abertura com 360 dias foi superior, nessa variavel, aos
demais tempos, que néao diferiram entre si (Figura 2).

O ADITE das silagens diminuiu com o tempo no tratamento controle, en-
tretanto néo diferiu nos tempos do tratamento que utilizou L. buchneri (Figura 2).
No tratamento controle, nas aberturas que ocorreram com 90, 150 e 240 dias,
as EA foram menores e iguais entre si, comparadas a aberta com 360 dias (Fi-
gura 2). No tratamento controle, a abertura que ocorreu com 360 dias apresentou
0s menores valores de ADITE comparadas a todos os outros tempos, posterior-
mente as abertas com 240 dias, e os tempos de 90 e 150 dias apresentaram 0s

maiores valores nessa variavel e foram iguais entre si (Figura 2).
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Tabela 5. Estabilidade aerdbia de silagens de milho utilizando ou n&o inoculante na ensilagem e diferentes tempos de aberturas.

Tempos de abertura (dias) Inoculagéo P-valor
90 150 240 360 SEM ct LB SEM I T I XT
EA (h) 110 103 155 223 16,8 127 169 10,3 0,021 0,001 0,037
T max (°C) 30,22 29,6 26,4 23,1° 1,09 27,7 27,0 0,735 0,454 0,001 0,894
ADITE 6,82 599 234 -3,39 1,71 6,23 -0,350 1,01 <0,001 <0,001 0,011
PMSE (% MS) 18,72 8,85° 7,62® 6,89° 0,977 11,0 10,0 0,590 0,281 <0,001 0,199

EA = estabilidade aerébia; T max = temperatura maxima; ADITE = média das somas das temperaturas acumuladas durante 5 dias; PMSE = perdas de matéria durante o tempo de estabilidade; C=
Controle; LB= Lentilactobacillus buchneri; SEM= erro padrao da média; |= inoculagdo; T=tempo; | X T = Interag&o entre inoculacdo e tempo. A silagem de milho n&o foi tratada com Lentilactobacillus
buchneri CNCM 1-4323 a 1 x 10° ufc/g matéria verde. * Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey (p20,05).
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Figura 2. Estabilidade aerobia (h) e ADITE de silagens de milho utilizando (LB) ou ndo (C) inoculante na ensilagem e diferentes
tempos de aberturas.
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A temperatura maxima (T max) e perdas de MS durante o tempo de esta-
bilidade (PMSE), ndo diferiram entre os tratamentos (p > 0,05; Tabela 5). Por
outro lado, essas variaveis apresentaram diferencas quando avaliado em relagédo
ao tempo de armazenamento (p < 0,05; Tabela 5). Maiores valores de T max
foram encontradas nos tempos de aberturas de 90 e 150 dias, comparados com
os tempos de 240 e 360 dias, e ambos os tempos foram iguais entre si (Tabela
5). Nas PMSE maiores valores foram encontrados no tempo de 90 dias compa-
rados aos demais tempos (Tabela 5).

Todas as variaveis relacionadas as caracteristicas fisicas das silagens
nao foram afetadas pelo tempo de armazenamento (p > 0,05; Tabela 6). No en-
tanto, maiores valores nas proporcoes retidas na peneira de 8 mm e no fundo,
foram encontradas no tratamento que utilizou L. buchneri (p < 0,05; Tabela 6). O
oposto foi encontrado nas proporc¢oes retidas na peneira de 4 mm (p < 0,05;
Tabela 6).
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Tabela 6. Caracteristicas fisicas de silagem de milho utilizando ou nado inoculante na ensilagem e diferentes tempos de aberturas.

Tempos de aberturas (dias) Inoculagéo P-valor
90 150 240 360 SEM ct LB SEM I T I XT
KPS 45,7 46,1 46,2 43,1 2,22 44,7 45,9 1,34 0,635 0,797 0,796
Peneira 19 mm 5,42 7,04 6,53 5,98 0,606 6,22 6,27 0,398 0,923 0,241 0,291
Peneira 8 mm 63,6 61,9 61,7 64,7 0,861 61,0° 64,62 0,594 <0,001 0,099 0,114
Peneira 4 mm 24,2 24,0 24,9 23,1 0,468 25,22 22,9* 0,286 <0,001 0,123 0,127
Fundo 6,83 7,11 6,99 6,69 0,268 6,25° 7,562 0,175 <0,001 0,722 0,090

KPS = Processamento de graos; C= Controle; LB= Lentilactobacillus buchneri; SEM= erro padrao da média; I= inoculagéo; T=tempo; | x T = Interagao entre inoculagéo e tempo. *A silagem de milho
ndo foi tratada com Lentilactobacillus buchneri CNCM 1-4323 a 1 x 10° ufc/g matéria verde. * Médias seguidas de mesma letra na linha n&o diferiram entre si pelo teste de Tukey (p20,05).
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Nas variaveis relacionadas com a degradabilidade in situ das silagens, a
DISMS (12h), apresentou interacao entre o tempo de armazenamento e a inocu-
lac&o (p < 0,05; Tabela 7; Figura 3). Na DISMS (24h) e na DISAmido (24h) ob-
servamos diferencas nos tempos diferentes de armazenamento (p > 0,05), con-
tudo, a inoculacdo néo afetou essas variaveis (p > 0,05; Tabela 7; Figura 3). A
DIS do amido (12h) ndo apresentou diferencas estatisticas quando comparadas
guanto a utilizacdo de inoculante na ensilagem, tempo de armazenamento e a

interacdo desses fatores (12h; p > 0,05; Tabela 7; Figura 3).

Tabela 7. Andlise de variancia da degradabilidade in situ da MS (DISMS %) e
amido (DISAmido %), de silagens de milho utilizando ou ndo inoculante na en-

silagem e diferentes tempos de aberturas, incubadas por 12 e 24 horas.

P-valor
I T IXT
DISMS % (12h) 0,044 0,003 0,013
DISMS % (24h) 0,066 0,008 0,168
DISAmido % (12h) 0,984 0,615 0,948
DISAmido % (24h) 0,061 0,022 0,418

C= Controle; LB= Lentilactobacillus buchneri; SEM= erro padrdo da média; I= inoculagéo; T= tempo; | x T = Interagdo
entre inoculagéo e tempo. A silagem de milho n&o foi tratada com Lentilactobacillus buchneri CNCM 1-4323 a 1 x 10°
ufc/g matéria verde.

Na avaliacdo dos dados de DISMS (12h) foi observado que o tratamento
utilizando L. buchneri foi superior ao tratamento controle no tempo de 90 dias
(Figura 3). Além disso, comparando os tempos dentro do tratamento que utilizou
o inoculante, os tempos de 150 e 240 dias apresentaram menores valores com-
parado com os tempos de 90 e 360 dias (Figura 3). Ja no tratamento controle
nao foi observado diferencas entre os tempos (Figura 3).

A DISMS (24h) e DISAmido (24h) apresentaram valores superiores no
tempo de abertura de 360 dias, comparado aos demais tempos, sendo que 0s

demais tempos nao diferiram entre si (Figura 3).
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Figura 3. Degradabilidade in situ da MS (DISMS %), amido (DISAmido %), de silagens de milho utilizando (LB) ou nédo (C) inoculante
na ensilagem e diferentes tempos de aberturas, incubadas por 12 e 24 horas.
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3.4 Discussao

O tempo de armazenamento afetou diretamente a fracao fibrosa das sila-
gens, apresentando menores propor¢cdes nos tempos mais longos de armazena-
mento. Isso pode ter ocorrido devido a solubilizacdo da fibra durante a ensila-
gem. Sabe-se que durante o processo fermentativo, alguma degradacao da he-
micelulose é esperada devido a hidrolise acida e/ou acédo enzimatica de alguns
microrganismos (McDonald et al., 1991). Ademais, essa solubilizacdo fez que
proporcionalmente o teor de amido apresentasse maior valor no tempo de 360
dias em que a FDN foi menor.

A adicao de L. buchneri como inoculante, pode afetar os produtos da fer-
mentacéo e a disponibilidade do amido quando a silagem é armazenada por lon-
gos tempos (acima de 120 dias; Kleinschmit & Kung, 2006). Esta hipotese foi
primariamente suportada pelo continuo aumento na concentracao de 1,2-propa-
nodiol (produto do metabolismo do acido latico pelo L. buchneri), N-NHz e prote-
ina soltvel devido ao crescente tempo de armazenamento da silagem de milho
(Kleinschmit & Kung, 2006; Daniel et al., 2015; Der Bedrosian et al., 2012; Ho-
ffman et al., 2011; Windle et al., 2014). Posteriormente, a maior disponibilidade
do amido foi atribuida a degradacdo das zeinas hidrofobicas (prolamina) cau-
sada pelo aumento da atividade proteolitica em tempos prolongados de armaze-
namento, observada em silagens de grdos umidos de milho (Hoffman et al.,
2011; Gervasio, 2021). Apesar da prolamina, NNH3 e NNP n&o sofrer alteracdo
em seus valores no decorrer dos tempos de armazenamento como esperado, 0
NNP utilizando L. buchneri como inoculante, ja apresentava um valor maior que
o tratamento controle nos tempos de armazenamento de 90 e 150 dias e man-
teve esse padrao nos demais tempos. O tratamento utilizando inoculante apre-
sentou maiores valores de 1,2 propanodiol, comparado ao controle. Ademais, a
DIS da MS e Amido (24h) foi maior em tempos prolongados de armazenamento
(360 dias).

As variaveis relacionadas com a estabilidade aerdbia responderam posi-
tivamente ao tratamento utilizando inoculante até os 150 dias de armazena-
mento, apds 150 dias de armazenamento a utilizacdo ou ndo de L. buchneri foi
indiferente no comportamento destas variaveis. Provavelmente, pelo acimulo de

acidos, principalmente acido acético, pela atividade bacteriana que continua
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mesmo apods a fermentacdo atingir a fase estavel (Lugéo et al., 2011). Observa-
mMos que 0 acido acético aumentou numericamente sua concentracao em res-
posta ao prolongamento do armazenamento. Tem-se que esse acido esta dire-
tamente relacionado com a melhoria na estabilidade aerdbica e inibigcdo do cres-
cimento de leveduras ap0s a abertura dos silos (Driehuis et al., 1999; Checaoli,
2015), o que pode explicar o comportamento observado nas variaveis relaciona-
das com a estabilidade aerdbia no presente estudo.

Apesar de ambos os tratamentos estarem dentro da faixa recomendada de
distribuicdo de particulas (Heinrichs, 2013). O KPS das silagens de ambos os
tratamentos, segundo a caracterizacédo de Shinners e Holmes (2013) foram clas-
sificados como ruins (<50%). Essa variavel permite avaliar quantitativamente a
extensdo da fragmentacao dos gréos da silagem de milho e essa menor frag-
mentagdo pode indicar uma maior dificuldade dos microrganismos em acessar
os granulos de amido afetando a taxa e a extensdo da digestdo do amido pelos
ruminantes (Carbonare, 2020). Fator esse que pode ter influenciado nas respos-
tas da DIS de amido, que apresentou diferencas apenas em 24 horas de incuba-
¢ao e ndo em 12 horas, apresentando o maior valor em tempos prolongados de

armazenamento (360 dias).
3.5 Conclusdes

O tempo mais prolongado de armazenamento melhorou a degradabili-
dade in situ (24 h) da MS e amido. As variaveis relacionadas com a estabilidade
aerdbia responderam positivamente ao tratamento utilizando inoculante até os
150 dias de armazenamento, apés 150 dias de armazenamento a utilizacdo ou
ndo de L. buchneri foi indiferente considerando essas variaveis. A inoculacdo
com L. buchneri na ensilagem melhorou a qualidade fermentativa da massa en-

silada.
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CAPITULO 4 - Impacto da inoculacdo bacteriana em silagens de milho ar-
mazenada por longo tempo sobre o desempenho de ovinos

RESUMO - O objetivo desse estudo foi avaliar a inoculagéo com Lentilac-
tobacillus buchneri em silagens de milho armazenadas por 360 dias e seus efei-
tos sobre o desempenho de ovinos terminados em confinamento. O estudo foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, utilizando dois tratamen-
tos (sem e com utilizacéo de L. buchneri CNCM 1-4323 em uma concentracao de
1 x 10° ufc / g de forragem na ensilagem). Os dados foram analisados utilizando-
se o procedimento MIXED do SAS (SAS® Studio, SAS Institute Inc., Cary, NC).
Em todos os testes, médias foram comparadas pelo teste Tukey e diferencas
significativas foram consideradas a 5% de probabilidade. No estudo 3, ndo foram
encontradas diferencas na composi¢cdo quimica das silagens de milho armaze-
nadas por 360 dias, utilizando ou ndo L. buchneri como inoculante no momento
da ensilagem. Igualmente, o consumo de nutrientes, ganho de peso médio diério,
eficiéncia alimentar, rendimento de carcaca e as perdas por resfriamento dos
cordeiros durante o confinamento, ndo apresentaram diferencas estatisticas. Ja
dentre os produtos da fermentacéo, os valores de 1,2 propanodiol, acido acético
e propionico foram maiores quando se utilizou L. buchneri como inoculante, e
menores no acido butirico e N-NHs. Conclui-se que a inoculagdo com L. bu-
chneri, aliada ao longo tempo de armazenamento, modificou o padréo fermenta-
tivo das silagens, contudo essas mudancas néo foram suficientes para alterar o
consumo de matéria seca e de nutrientes pelos cordeiros, como também nao
afetou o desempenho.

Palavras-chave: consumo de MS, Lentilactobacillus buchneri, processo fermen-
tativo

4.1 Introducéo

A silagem de milho tem sido amplamente estudada por décadas, bus-
cando ferramentas que aumentem a sua qualidade e eficiéncia de utilizacao,
visto a sua importancia para a agropecuaria mundial, sendo uma das principais
fontes de volumoso na alimentacdo de bovinos de corte confinados no Brasil
(Silvestre e Millen, 2021) e bovinos leiteiros em todo mundo (Bernardes & Régo,
2014; Ferraretto et al., 2017).

A utilizacdo de inoculantes bacterianos (Hu et al., 2009; Saylor et al.,
2020) e maiores tempos de armazenamento (Daniel et al., 2015; Der Bedrosian
et al., 2012; Hoffman et al., 2011; Hristov et al., 2020) tem apresentado resulta-
dos positivos em estudos com silagens de milho. Estes estudos mostram que o
Lentilactobacillus buchneri pode atuar em tempos prolongados de fermentacao,
alterar o processo fermentativo (Kleinschmit & Kung, 2006) e, consequente-
mente, melhorar a digestibilidade do amido e da matéria seca (MS).
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Weinberg et al. (2004), citam um possivel aumento no ganho de peso em
animais alimentados com silagens inoculadas, e pode ocorrer devido a melhora
na digestao da fibra por uma interacdo entre microrganismos da silagem e do
rimen, ou até mesmo por um efeito probidtico do inoculante. Contudo, Rabelo
et al. (2017) ndo observaram o efeito probidtico da inoculagdo com L. buchneri,
e observaram que o seu uso alterou a fermentacédo dentro do silo, melhorou a
gualidade da silagem e possibilitou alguns beneficios para a fermentacdo rumi-
nal. J& Basso et al. (2018) encontraram um aumento no consumo e maior ganho
de peso nos cordeiros alimentadas com dietas contendo silagens inoculadas
com L. buchneri associadas a baixa utilizacdo de concentrado. Com isso, 0s me-
canismos relacionados a utilizacao de bactérias acidos-laticas, especificamente
a L. buchneri, sobre o desempenho animal ainda n&o estéo totalmente claros.

Com isso, o objetivo desse estudo foi avaliar a inoculagdo com L. buchneri
em silagens de milho armazenadas por 360 dias e seus efeitos sobre o desem-

penho de ovinos terminados em confinamento.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Tratamentos e processo de ensilagem

A area de producao era localizada proximo as coordenadas geodésicas
21°14’ |atitude Sul e 48°16’ longitude Oeste, com altitude média de 593 metros,
declividade 5,8%, apresentando clima Aw de acordo com classificacdo de Kéep-
pen. O solo é classificado como Oxisols (Soil Taxonomy, 2006) com relevo suave
ondulado (EMBRAPA, 1999).

A semeadura do hibrido de milho 2B710PW (hibrido simples, ciclo pre-
coce, semi-duro), ocorreu em 17 de novembro de 2017 com espacamento entre
linhas de 0,90 metros com 6 sementes por metro, com populacéo de 66.666 se-
mentes ha'. Na adubacédo de semeadura foram utilizados 350 kg ha* da férmula
08-28-16 NPK. Na adubacéo de cobertura foi feita a aplicacéo de 200 kg de ureia
e 200 kg ha* da férmula 30-00-10 NPK em 28 de novembro de 2017. A colheita
foi realizada aos 82 dias apds a semeadura, com producdo meédia de 16,2 t
MS/ha.
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Durante a safra, a temperatura média atingida foi de 24°C, sendo 35°C a
maxima e 14°C a temperatura minima. A umidade relativa média foi de 77%,
sendo a maxima de 100% e a minima de 20%. A radiacdo média foi 27 MJIm? dia
e a precipitacdo média diaria foi de 7 mm. Os dados climatolégicos apresenta-
ram-se dentro das condi¢cdes ideais de desenvolvimento da cultura (Embrapa,
2021).

O milho foi colhido com aproximadamente 30% de MS em toda a planta.
A colheita do milho foi realizada de forma mecanizada, com a colhedora New
Pecus®, Nogueira Maquinas, com processador de grdos, visando obter particu-
las com tamanho médio proximo a 10 mm. Apds a colheita, o milho foi ensilado
sem (controle) e com L. buchneri CNCM [-4323 (Lallemand Animal Nutrition, Goi-
ania, GO, Brasil) em uma concentracdo de 1 x 10° ufc / g de forragem. O inocu-
lante foi diluido em agua destilada (5 L/t) e aplicado sobre a forragem de todos
os tratamentos com auxilio de borrifador manual sob constante homogeneizacéo
da forragem. A mesma quantidade de agua destilada (5 L/t) foi aplicada no tra-
tamento controle.

Tambores plasticos (n = 24 repeti¢cdes por tratamento) com capacidade
unitaria de 150 kg de forragem na matéria natural foram utilizados para armaze-
nar a silagem. A compactacédo da forragem foi realizada por meio de pressao
humana visando obter-se uma massa especifica proxima a 600 kg/m? de matéria
natural. Posteriormente, os silos foram vedados com lona dupla face (200 ym de
espessura) (Electro Plastic, Sdo Paulo, SP, Brasil), permanecendo fechados por
360 dias. No momento da ensilagem, quatro amostras (~300 g) de cada trata-
mento foram colhidas e armazenadas a -20°C em freezer para caracterizacao
guimica da planta. Similarmente, ap6s abertura dos silos, duas amostras (~350
g) de cada tratamento foram colhidas semanalmente durante o tempo de utiliza-
cao da silagem e armazenadas a -20°C em freezer para caracterizacao quimica

da silagem, bem como dos produtos da fermentacéo.
4.2.2 Desempenho animal e dietas
Quarenta ovinos machos Dorper x Santa Inés (peso vivo inicial (PVi) mé-

dio de 20,3 + 2,21 kg e 4 meses de idade) foram utilizados no ensaio de desem-

penho e alocados em confinamento coberto contendo baias individuais (0,5 m?).
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O ensaio de desempenho foi conduzido por 65 dias, incluindo um tempo inicial
de adaptacao de 15 dias dos animais as dietas e confinamento. No tempo de
adaptacao, a inclusdo de concentrado na dieta total foi realizada de maneira
lenta e gradual até que se atingiu a relagdo volumoso:concentrado desejada
(35:65). As dietas avaliadas foram compostas de 35% das respectivas silagens
descritas anteriormente e 65% de concentrado (milho moido, farelo de soja, ureia
e nucleo mineral) e balanceadas para que o0s animais pudessem ganhar 0,2
kg/dia (NRC, 2007).

Os animais foram alimentados ad libitum (as sobras foram restringidas em
5% em relacéo ao total fornecido, no intuito de reduzir a selecdo da dieta por
parte dos animais) duas vezes ao dia (7:00 e 16:00 horas). As sobras foram
pesadas diariamente antes da alimentacdo pela manha e a quantidade de ali-
mento fornecida foi ajustada a partir do consumo observado no dia anterior.
Amostras da dieta oferecida e sobra foram colhidas semanalmente e estocadas
a -20°C para posteriores analises quimicas e calculos de consumo de nutrientes.
O consumo de matéria seca (CMS) em relacdo ao peso corporal foi calculado
dividindo o CMS pelo peso médio dos animais multiplicado por 100.

Apoés 65 dias de confinamento, os animais foram abatidos no frigorifico
Dom Pig, localizado no distrito de Sao Miguel, SP. O PVi e PVf (peso vivo final)
foram obtidos apdés um jejum de 16 horas, e 0 ganho de peso médio diario
(GPMD) foi calculado subtraindo-se o PVi do PVf e dividindo-se pelo nUmero de
dias em que os animais permaneceram confinados. A eficiéncia alimentar (EA)

foi calculada dividindo-se o GPMD pelo CMS no tempo estabelecido.

4.2.3 Rendimento de carcaca

Os animais foram abatidos para analise do rendimento de carcaca (RC).
Posteriormente ao abate dos animais, todas as carcacas foram divididas em
duas (esquerda e direita) pesadas e refrigeradas a 4°C por 24 horas para calcular
0 peso de carcaca fria. A diferenca entre o peso de carcaca fria e peso de car-
caca guente foi usado para estimar as perdas por resfriamento (PR). O rendi-
mento de carcaca foi calculado dividindo-se o peso de carcaca quente pelo PVf

apos 16 horas de jejum e multiplicado por 100.
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4.2.4 Analises quimicas

Um extrato aquoso contendo 25 g de silagem e 225 mL de 4gua destilada
foi preparado (Kung et al., 1984) utilizando um liquidificador Philips Walita (Wal-
ita, Varginha, MG, Brasil) misturando por 1 min na configuracdo mais alta e fil-
trado em filtros de TNT, para determinar os valores de pH e nitrogénio amoniacal
(N-NHgzs). O pH do filtrado foi medido imediatamente por meio de um medidor de
pH (modelo MA522, Marconi Laboratory Equipment, Piracicaba, SP, Brasil). O
N-NHs foi determinado por destilagdo em aparelho micro-Kjeldahl (AOAC, 1996;
método n°. 941.04) e expressado em relacdo ao N total (N-NHs/NT). O extrato
aguoso produzido com a silagem foi filtrado e centrifugado a 10.000 x g por 15
minutos a -4°C e posteriormente utilizado na determina¢éo da concentragao dos
produtos da fermentacao, acido latico, AGCC (&cido acético, propidnico e buti-
rico), etanol e 1,2 — propanodiol. Para isso, foi utilizado cromatografo gasoso com
detector de massas (GCMS) (GCMS QP 2010 plus, Shimadzu®, Kyoto, Japan),
usando coluna capilar (Stabilwax, Restek®, Bellefonte, USA; 60m, 0,25 mm g,
0,25 um crossbond carbowax polyethylene glycol) e pardmetros analiticos con-
forme as recomendacdes do fabricante.

Apés passarem pelo processo de secagem em estufa de ventilacéo for-
cada a 55°C por 72 horas, as amostras da planta e silagem foram moidas em
moinho de faca (peneira de 1 mm). Para determinagao da MS, as amostras foram
secas em estufa a 105°C por 12 horas (AOAC, 1996; método n°. 930.15). A MS
foi corrigida (MSc) para compostos volateis, usando uma equacao (Eqg. 1) pro-
posta por Weissbach e Strubelt, (2008):

MSc (g/kg) = MS + (0,95 x AGCC) + (0,08 x Acido latico) + (0,77 x 1,2-propa-

nodiol) + (1 x outros alcoois) (1)

Onde todos os compostos volateis sdo expressos em g / kg de matéria
verde (MV).

A matéria mineral foi determinada ap6s queima na mufla a 500°C por 5
horas (AOAC, 1996; método n°. 923.03). O NT foi determinado por destilacdo
em aparelho micro-Kjeldahl (AOAC, 1996; método n°. 941.04), e a proteina bruta
(PB) foi calculada como NT x 6,25. A proteina soltvel (PS) foi determinada com
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a utilizacao de acido tricloracético (Licitra et al., 1996) seguindo os procedimen-
tos descritos no INCT (Detmann et al., 2012) e expressa em relacédo a PB.

A fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) fo-
ram determinadas em autoclave, e posteriormente foi analisado a lignina, utili-
zando sacos de ANKON F57, seguindo os procedimentos descritos no INCT (De-
tmann et al., 2012). O FDN foi determinado utilizando-se amilase termoestavel
sem adicdo de sulfito de sédio e, ambos FDN e FDA foram corrigidos para cin-
zas. A lignina foi determinada com a utilizacdo de acido sulftrico seguindo os
procedimentos descritos no INCT (Detmann et al., 2012) e foi corrigida para cin-
zas.

Os carboidratos soluveis foram analisados a partir do método de antrona
(Dische, 1962). O teor de amido foi determinado utilizando o método de hidrélise
enzimatica, de acordo com Hall, (2009). A prolamina foi analisada por meio de
colorimetria descritos por Nellis, Hoffman e Shaver, (2013).

Na tabela 1 esta descrito a composi¢cdo quimica da planta de milho antes

da ensilagem.

Tabela 1. Composicao quimica da planta de milho antes da ensilagem.

c! LB DP
Composicéao quimica (% MS)
MS 30,3 30,2 0,689
MM 4,45 4,47 0,090
FDN 58,0 57,2 0,728
FDA 27,9 27,0 0,623
Lignina 3,79 3,64 0,217
PB 9,30 9,40 0,203
NNP (NT) 15,43 15,73 1,93
Amido 14,6 14,0 0,426
Prolamina 2,43 2,46 0,116
CS 15,5 16,4 0,475
pH 6,10 6,06 0,038
N-NH3 (NT) 1,00 1,20 0,132

MS= matéria seca; MM= matéria mineral; FDN=Fibra em detergente neutro; FDA= fibra em detergente acido; PB= pro-
teina bruta; NNP (NT)= nitrogénio n&o proteico em relagéo ao N total; CS = Carboidratos soltveis; N-NH3 (NT)= nitrogé-
nio amoniacal em relac&o ao nitrogénio total; C= Controle; LB= Lentiactobacillus buchneri; DP= desvio padréo; A silagem
de milho n&o foi tratada com Lentilactobacillus buchneri CNCM 1-4323 a 1 x 10° ufc/g matéria verde.
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Na tabela 2 se apresenta a proporcédo de ingredientes utilizados durante
0 estudo, assim como a composi¢cao quimica das dietas oferecidas aos cordeiros

durante o confinamento.

Tabela 2. Proporcéo de ingredientes e composi¢cao quimica das dietas ofereci-

das aos cordeiros durante o confinamento.

Ct LB DP
Proporcgéao ingredientes (%)
Silagem de milho 35 35
Concentrado? 65 65
Composicéo quimica (% MS)
MS 72,4 72,5 0,150
MM 9,71 9,78 0,063
FDN 30,5 30,6 0,411
FDA 10,1 9,95 0,286
PB 19,0 19,1 0,071
Amido 32,6 33,0 0,178

1A silagem de milho n&o foi tratada com Lentilactobacillus buchneri CNCM 1-4323 a 1 x 10° cfu/g matéria verde. 2 Foi
utilizado um concentrado comercial (Bell Peso Ovinos; Trouw Nutrition, Mirassol, SP, Brasil) composto (com base na MS)
por: 208,5 g PB/kg; 386,9 g Amido/kg; 42,7 g NNP/kg; 30,5 g EE/kg; 51,7 g cinzas/kg; 29 g Fibra Bruta/kg; 8 g Ca/kg; 5,8
g P/kg; 1,5 g Na/kg; 3,2 g Cl/kg; 7,9 g K/kg; 1,5 g Ma/kg; 5,4 g S/kg;130 mg Fe/kg; 11 mg Cu/kg; 31 mg Mn/kg; 33 mg
Zn/kg; 0.53 mg Co/kg; 0.15 mg I/kg; 0.15 mg Se/kg; 31 mg F/kg. DP = Desvio padrdo; MS= matéria seca; MM= matéria
mineral; FDN=Fibra em detergente neutro; FDA= fibra em detergente acido; PB= proteina bruta.

4.2.5 Delineamento experimental e analise estatistica

O ensaio de desempenho foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, utilizando dois tratamentos (inoculacéo bacteriana ou néo), com 20
animais por tratamento. Foi utilizado o seguinte modelo: Yij = u + li + €ij, em que
efeitos fixos séo y = média geral; li = efeito de inoculacéo (i = sem e com utiliza-
¢ao de inoculante); e eij = erro experimental como fator aleatério.

Os dados foram analisados utilizando-se o procedimento MIXED do SAS
(SAS® Studio, SAS Institute Inc., Cary, NC). Médias oriundas do efeito de ino-
culacéo foram comparadas pelo teste Tukey, em todos os testes, diferencas sig-

nificativas foram consideradas a 5% de probabilidade.

4.3 Resultados
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A composicdo quimica de silagens de milho armazenadas por 360 dias,
utilizando ou nédo L. buchneri como inoculante no momento da ensilagem, néo

diferiram entre si estatisticamente (p > 0,05; Tabela 3).

Tabela 3. Composi¢ao quimica de silagem de milho utilizando ou ndo inoculante

na ensilagem armazenadas por 360 dias.

ct LB SEM P-valor

Composicéo quimica (% MS)

MS 31,9 32,0 0,443 0,955
MM 4,18 4,41 0,185 0,388
FDN 47,3 47,4 1,21 0,950
FDA 258 25,3 0,835 0,689
Lignina 290 2,73 0,217 0,573
PB 8,62 8,78 0,200 0,573
NNP (NT) 47,3 48,2 2,04 0,741
Amido 21,2 22,1 0,547 0,244
Prolamina 3,02 291 0,137 0,585
CS 553 584 0,360 0,542

MS= matéria seca; MM= matéria mineral; FDN=Fibra em detergente neutro; FDA= fibra em detergente acido; PB= pro-
teina bruta; NNP (NT)= nitrogénio nédo proteico em relagdo ao N total; CS = Carboidratos soltveis; C= Controle; LB=
Lentilactobacillus buchneri; SEM= erro padrdo da média. A silagem de milho nédo foi tratada com Lentilactobacillus bu-
chneri CNCM 1-4323 a 1 x 10° ufc/g matéria verde.

Em relagdo aos compostos organicos das silagens de milho armazenadas
por 360 dias, utilizando ou ndo inoculante, ndo observamos diferencas estatisti-
cas no etanol e o &cido latico, assim como nos valores de pH (p > 0,05; Tabela
4). No entanto, os valores de 1,2 propanodiol, acido acético e propiénico foram
maiores quando se utilizou L. buchneri como inoculante no momento da ensila-

gem, e menores no acido butirico e N-NHz (p < 0,05; Tabela 4).
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Tabela 4. Compostos organicos, pH, e N-NHz de silagem de milho utilizando ou

nao inoculante na ensilagem armazenadas por 360 dias.

ct LB SEM  P-valor
Compostos organicos (% MS)
Etanol 0.438 0.321 0.076 0.338
1,2 Propanodiol 0.003> 0.010* 0.001 0.042
Acido latico 7.48 6.97 0.392 0.410
Acido acético 0.543> 0.7382 0.029 0.009
Acido propibnico 0.005° 0.0072 0.0002 0.028
Acido butirico 0.0152  0.005* 0.002 0.047
pH 3,75 3,72 0,017 0,284
N-NH3 (NT) 2,422 1,78° 0,203 0,030

N-NH3 (NT)= nitrogénio amoniacal em relacéo ao nitrogénio total; MV = matéria verde; C= Controle; LB= Lentilactobaci-
llus buchneri; SEM= erro padrdo da média; I= inoculacdo; T= tempo; | x T = Interacé@o entre inoculacdo e tempo. A
silagem de milho n&o foi tratada com Lentilactobacillus buchneri CNCM 1-4323 a 1 x 10° ufc/g matéria verde. * Médias
seguidas de mesma letra na linha n&o diferiram entre si pelo teste de Tukey (p=0,05).

O consumo de MS, MS em relacdo ao peso corporal (CMS PC), MO, FDN,
PB e amido dos cordeiros durante o confinamento, recebendo dietas contendo
silagens de milho armazenadas por 360 dias, utilizando ou ndo L. buchneri como
inoculante no momento da ensilagem, ndo diferiram entre si estatisticamente (p
> 0,05; Tabela 5).

Tabela 5. Consumo e desempenho de cordeiros alimentados com dietas con-
tendo silagem de milho utilizando ou ndo inoculante na ensilagem armazenadas
por 360 dias.

ct LB SEM P-valor
Consumo (kg/d)
MS 1,31 1,32 0,050 0,978
MO 1,18 1,19 0,045 0,988
FDN 0,391 0,393 0,015 0,972
PB 0,282 0,280 0,011 0,910
Amido 0,442 0,435 0,016 0,770
CMS PC (%) 4,26 4,29 0,111 0,832
GPMD (Kg) 0,259 0,253 0,009 0,621
EA 0,199 0,195 0,005 0,564
RC (%) 45,2 45,5 0,488 0,606
PR (%) 2,04 1,097 0,302 0,858

IA silagem de milho n&o foi tratada com Lentilactobacillus buchneri CNCM 1-4323 a 1 x 10° cfu/g matéria verde. MS=
matéria seca; MO= matéria organica; FDN=Fibra em detergente neutro; PB= proteina bruta; CMS PC= consumo de
matéria seca em relacdo ao peso corporal; GPMD= ganho de peso médio diario; EA= eficiéncia alimentar; RC= rendi-
mento de carcaca; PR= Perdas por resfriamento.
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O GPMD, eficiéncia alimentar (EA), rendimento de carcaca (RC) e as per-
das por resfriamento (PR) dos cordeiros durante o confinamento, recebendo di-
etas contendo silagens de milho armazenadas por 360 dias, utilizando ou n&o L.
buchneri como inoculante no momento da ensilagem, ndo apresentaram diferen-

cas estatisticas (p > 0,05; Tabela 5).

4.4 Discussao

A inoculacdo em silagens armazenadas por longos tempos afetou os pro-
dutos da fermentacao dessas silagens, isso € evidenciado pelo aumento do 1,2
propanodiol, &cido acético e propidnico e diminuicdo do acido butirico e N-NHs,
nesse tratamento (Tabela 4). Esse perfil fermentativo pode trazer melhorias na
estabilidade aerdbia e inibir o crescimento de leveduras apés a abertura do silo
(Driehuis et al., 1999), afetando positivamente a qualidade dessas silagens du-
rante a sua utilizacdo. A estabilidade aerdbia da silagem nada mais € do que a
velocidade com que a massa deteriora ap0s a abertura dos silos (Jobim e Nus-
sio, 2013), e nesse processo ocorre degradacdo dos nutrientes pela acdo de
bactérias aerdbias e fungos filamentosos, o que pode afetar o consumo e de-
sempenho animal (Salvo et al., 2013).

Estudos mostram que o L. buchneri pode atuar em tempos prolongados
de fermentacéo, alterar o processo fermentativo (Kleinschmit & Kung, 2006), e
consequentemente, melhorar a digestibilidade do amido e da matéria seca da
silagem de milho (Salvo et al., 2013). Todavia, ndo foi observado que o inocu-
lante melhorou a qualidade da silagem nutricionalmente ao ponto de afetar o
consumo e desempenho dos animais.

Rossi (2020) comparou trés tratamentos utilizando silagens de milho com
120, 240 e 360 dias de armazenamento, e observou que o GPMD dos cordeiros
tendeu a aumentar com o tempo de armazenamento em até 10,2%, e a eficiéncia
alimentar aumentou em até 14%, e ambas as variaveis apresentaram valores
similares aos encontrados no presente estudo. Evidenciando que silagens arma-
zenadas por longos tempos podem apresentar 0os nutrientes mais disponiveis

comparadas a silagens armazenadas por curtos tempos.
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45 Conclusoes

A inoculagdo das silagens de milho com L. buchneri, aliada ao longo
tempo de armazenamento, modificou o padrao fermentativo das silagens, con-
tudo essas mudancas nao foram suficientes para alterar o consumo de matéria

seca e de nutrientes pelos cordeiros, como também néo afetou o desempenho.
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