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RESUMO

CAMILO, Michele Gabriel, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2022, Utilizacdo de aditivos em silagens de milho,
milheto e sorgo. Orientador: Alberto Magno Fernandes.

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a utilizacdo de aditivos na composicao
quimica, producdo de gases in vitro, pH, perdas, estabilidade aerobia e populacdo
microbiana de silagens de milho, milheto e sorgo em silos de PVVC (policloreto de vinil).
No primeiro ano foi utilizado um delineamento em blocos casualizados em um esquema
fatorial 2 x 3, sendo dois tipos de silos (silos saco e nos silos de PVC) e trés aditivos
([Control, CON] sem aditivo; 50 g de milho moido [MM] por kg de material ensilado; e
2 g/t de forragem de aditivo microbiologico (Lactobacillus plantarum [2.5 x 101 ufc/g]
e Propionibacterium acidipropionici [2.5 x 10'° ufc/g,], com cinco repeticdes por
tratamento.Para determinacdo do valor nutricional foram realizados as analises quimicas
e a producdo de gas in vitro das silagens. As perdas foram determinadas somente dos silos
PVC. Além disso, foram determinados a estabilidade aerobica, pH e populagdo
microbiana das silagens. No segundo ano foi utilizado um delineamento em blocos
casualizados em um esquema fatorial 3 x 4, sendo trés culturas (milheto, milho e sorgo)
e quatro aditivos : (Controle - CON; microbiol6gico - Micro ( Lactobacillus plantarum
[2.5 x 10%° cfu/g] e Propionibacterium acidipropionici [2.5 x 10° cfu/g]); Quitosana e
Blend (quitosana e micro), com cinco repeticGes por tratamento. Para determinacdo do
valor nutricional foram realizados as analises quimicas e a producao de gas in vitro das
silagens. Foram determinadas digestibilidade in vitro e matéria seca da digestibilidade in
vitro, perdas fermentativa, determinados a estabilidade aerobica, pH e populacdo

microbiana das silagens.

Palavras — chave: conservagdo, estabilidade aerobica, forragem.



ABSTRAC

CAMILO, Michele Gabriel, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2022, Use of additives in corn, millet and sorghum
silages. Orientador: Alberto Magno Fernandes.

This study aimed to evaluate additives on chemical composition, in vitro gas production,
pH, losses, aerobic stability, and microbial population of corn, pearl millet, and sorghum
silages in PVC silos (polyvinyl chloride). A randomized block design was used in a 2x3
factorial scheme in the first year. Two types of silos (bag silos and PVC silos) and three
additives, and ([control, CON] without additive; 50 g of ground corn per kg of ensiled
material; and 2 g/t of forage of microbiological additive( Lactobacillus plantarum [2.5 x
10%° ufc/g] and Propionibacterium acidipropionic [2.5 x 10'° ufc/g,], with five replicates
per treatment. Chemical analysis and in vitro gas production were performed to determine
the silages' nutritional value. Losses were determined only from PVC silos. In addition,
we determined the aerobic stability, pH, and microbial population of the silages. A
randomized block design was used in a 3x4 factorial scheme in the second year. Three
crops (pearl millet, corn, and sorghum) and four additives: (control-CON;
microbiological-Micro ( Lactobacillus plantarum [2.5 x 10 cfu / g] and
Propionibacterium acidipropionic [2.5 x 10 cfu/g]); chitosan and Blend (chitosan and
micro), with five replicates per treatment. Chemical analysis and in vitro gas production
were performed to determine the nutritional value of the silages. We determined the in
vitro digestibility and dry matter in vitro digestibility, fermentative losses, aerobic

stability, pH, and microbial population of silages.

Keywords: conservation. aerobic stability, forage
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1. INTRODUCAO

Diversas tecnologias tém sido estudadas para minimizar os efeitos da sazonalidade
na producdo de forragem nos tropicos, dentre essas tecnologias, a conservacdo da
forragem como silagem é uma das mais importantes na atual producdo pecuéria
(FREITAS et al.,2020). O processo de conservacao é complexo, pois envolve varios
microrganismos de diferentes espécies e géneros na converséo das taxas de carboidratos
soltveis em acidos organicos presentes nos alimentos durante o processo de fermentacao
(MCDONALD, 1991).

As plantas tém potenciais distintos de adaptacdo nos diferentes ecossistemas e séo
diversos os fatores que caracterizam cada um deles (ZIMMER et al., 2013). Ao escolher
uma espécie forrageira devemos considerar sua produtividade e qualidade nutritiva, mas
também sua adaptacdo ao clima e tipo de solo do local (EMBRAPA, 2006). O principal
objetivo do processo de ensilagem € a preservacdo original dos nutrientes encontrados
na forragem fresca, com o0 minimo de perdas de matéria seca e energia. Segundo Kung
Jr. (2009) os aditivos podem ser usados no processo de ensilagem com intuito de
recuperar nutrientes e energia da forragem, com consequente beneficio no desempenho
dos animais.

Varios tipos de aditivos podem ser aplicados no inicio do processo para garantir que
a fermentacdo ocorra de forma adequada e para melhorar a qualidade da silagem
(MUCK et al. 2018).

O presente estudo foi, portanto, realizado com o objetivo de avaliar a utilizacédo
de diferentes aditivos na composicdo quimica, producdo de gases in vitro, pH, perdas,
estabilidade aerdbia e populacdo microbiana de silagens de milho, milheto e sorgo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. MILHETO

A planta de milheto (Pennisetum glaucum) surgiu entre quatro e cinco mil anos atras
ao sul do deserto do Saara, de onde foi levada para a india a partir do ano 2000 a.C.,
tendo gerado gendtipos distintos dos originais africanos.O milheto ainda é uma das
culturas mais cultivadas nos paises da Africa Saheliana e Sudaniana (EMBRAPA,2016).

Pertencente a familia Poaceae, subfamilia panicoideae, género Penisetum (Bruken,
1977) e existem varias sinonimias botanicas usadas para esta espécie P. typhoides Stapf
e Hubbard, P. americanum (L.) Leeke ou P. glaucum (L.) R. Br., o milheto é uma
forrageira caracterizada como graminea de ciclo vegetativo anual de verdo, cespitosa e
de crescimento ereto. E uma cultura capaz de se desenvolver em regides com
precipitaces pluviométricas anuais inferiores a 400mm (Skerman e Riveros, 1990) e é
tolerante a baixa fertilidade do solo (BOGDAN, 1977; FREITAS, 1988; ANDREWS &
RAJEWISKI, 1995).

Segundo a Embrapa (2016) o milheto apresenta excelente produgédo de perfilhos e
vigorosa rebrota ap6s corte ou pastejo, a estatura do colmo pode superar 3 m, podendo
atingir 1,5 m entre 50 e 55 dias ap0s a emergéncia, nesse periodo também ocorrem as
primeiras emissdes da inflorescéncia. A planta apresenta folhas com laminas largas e
inflorescéncia na forma de panicula longa e contraida e necessita de uma disponibilidade
hidrica em torno de 30mm para germinar, sendo a temperatura Otima para
desenvolvimento do milheto entre 30 e 34 °C (PEREIRA FILHO et al., 2003).

Em comparagéo com o milho e o sorgo, o milheto requer mais calor para germinar e
se estabelece de maneira uniforme e proveitosa. As exigéncias térmicas ideais para a
planta de milheto se encontram em um intervalo de temperaturas noturnas médias de 15-
28°C para germinacao, podendo ser, desta forma, uma boa opcdo como planta de
cobertura de outono- inverno, embora a época recomendada para o plantio do milheto
seja mesmo o verdo (PERRET & SCATENA, 1985).

De acordo com Damasceno (2013) o milheto é uma graminea bastante rastica, com
grande producéo de matéria seca (8 a 10 t.ha't), com época de semeadura de setembro a
marco, rebrotando muito bem apds rocado no inicio do florescimento.

No Cerrado e na regido Sul € uma excelente opc¢éo para a producédo de palha para

cobertura de solos no sistema de plantio direto, além de ser utilizado para amenizar 0s
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efeitos da compactacgéo dos solos, pois possui um sistema radicular vigoroso, que deixam
canais que propiciam condi¢Bes ao desenvolvimento de raizes da cultura subsequente
(WANG; HESKETH; WOOLLEY, 1986). Além disso suas caracteristicas agronémicas
e nutritivas o qualificam como possivel substituto energético na alimentacdo animal
(RIBEIRO et al., 2004).

O milheto € considerado uma planta totalmente atdxica para os animais em qualquer
estadio vegetativo, podendo ser utilizada para corte, pastejo direto, feno e silagem
(BUSO et al.,2011).

O milheto possui teor e qualidade da proteina bruta (PB) semelhantes aos do sorgo e
superiores aos do milho utilizado na alimentagdo animal, em meédia 12% de PB
(PEREIRA et al., 1993). Além de ser pouco exigente quanto a fertilidade do solo, o
milheto € uma espécie que apresenta elevada tolerancia a toxidez por aluminio
(AHLRICHS & KRETZSCHMAR,1991), e possui uma caracteristica que o coloca em
vantagem econémica em relacdo ao milho e ao sorgo, que é a baixa exigéncia hidrica. A
grande tolerancia desta cultura a seca deve-se ao seu sistema radicular agressivo, que
pode alcancar 3,60m de profundidade o que propicia a absor¢édo de nutrientes e agua em
camadas profundas de sub-superficie onde geralmente os solos sdo mais umidos
(SKERMAN e RIVERQOS, 1990).

Uma das principais caracteristicas do milheto é sua alta eficiéncia de uso de agua,
utilizando até 70% menos agua que a cultura do milho para produzir a mesma quantidade
de matéria seca (ALMEIDA et al., 2018). Enquanto o milho e o sorgo necessitam,
respectivamente, de 370 e 321g de &gua para cada grama de matéria seca, 0 milheto
precisa, dependendo das circunstancias climéticas, de menos de 300g (EMBRAPA,
2016). O ciclo da planta é de aproximadamente 130 dias, sendo que as variedades
precoces variam de 60 a 90 dias, com producdo média de 10 toneladas de matéria
seca/ha. Dai o milheto se tornar uma planta de importancia, ndo sé pelas caracteristicas
benéficas que proporciona ao solo, mas também no fator econémico de instalacéo e
conducéo da lavoura (PERRET e SCATENA, 1985).

O milheto € uma espécie de duplo propdsito, cujos graos sdo usados para consumo
humano e animal; a planta inteira é utilizada como alimento para o gado, na forma de
capineira, silagem ou pastejo direto, pois produz grande quantidade de folhagem tenra,
nutritiva (até 24% de PB e digestibilidade variando de 60 a 78%), além de ser palatavel
e atoxica (MINOCHA, 1991). Um dos problemas da pecudria no Brasil € a sazonalidade

de producéo de forrageiras ao longo do ano, levando a periodos de grande producéo,
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seguidos de escassez, dessa forma, para evitar a falta de alimento volumoso na época
seca, sdo propostos métodos de conservagdo, sendo a ensilagem o mais utilizado
(EVANGELISTA e LIMA, 2001).

E em funcdo de suas caracteristicas agrondmicas, 0 milheto possui bom potencial

para ser conservado e usado na forma de silagem (LIMA et al., 1999).

2.2.MILHO

O milho (Zea mays L.) é uma espécie que pertence a familia Gramineae/Poaceae, com
origem no teosinto, Zea mays, subespécie mexicana (Zea mays ssp. mexicana (Schrader)
Iltis, h& mais de 8000 anos e que é cultivada em muitas partes do Mundo (Estados Unidos
da América, Republica Popular da China, india, Brasil, Franca, Indonésia, Africa do Sul,
etc.). A sua grande adaptabilidade, representada por variados genotipos, permite o seu
cultivo desde o Equador até ao limite das terras temperadas e desde o nivel do mar até
altitudes superiores a 3600 metros, encontrando-se, assim, em climas tropicais,
subtropicais e temperados (BARROS e CALADO, 2014).

O periodo de crescimento e desenvolvimento do milho é limitado pela agua,
temperatura e radiagdo solar ou luminosidade. A cultura do milho necessita que os indices
dos fatores climéticos, especialmente a temperatura, precipitacdo pluviométrica e
fotoperiodo, atinjam niveis considerados 6timos, para que o seu potencial genético de
producdo se expresse ao maximo (EMBRAPA, 2006).

O Brasil, por ser um pais de clima tropical em grande parte do seu territério, possui
uma grande vantagem para cultivar essas gramineas (metabolismo C4) devido a suas
caracteristicas climaticas, temperaturas em média de 25°C e precipitacdo anual em torno
de 1200mm, ou seja, condi¢do ideal para um 6timo desenvolvimento. Contudo, também
existem desvantagens nesse tipo de ambiente, como a imprevisibilidade das condig¢des
climéaticas e variacbes bastante acentuadas tanto entre regiGes quanto entre anos
(PATERNIANI et al., 2000).

A silagem de milho é a mais utilizada no mundo e sua fermentac&o é considerada ponto
de referéncia (FERRARETTO, SHAVER e LUCK, 2018), em virtude dos adequados
teores de carboidratos solGveis encontrados na planta e elevada producéo de matéria seca
hal, o que favorece uma boa fermentacdo quando a mesma é ensilada de maneira

adequada, que levam a fermentacéo lactica, promovendo a conservacdo de um alimento
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de alto valor nutritivo, de facil preparo e de grande aceitacdo pelos animais, com
rendimento elevado (FERRARETTO, SHAVER & LUCK, 2018).

No Brasil, visando acelerar o processo fermentativo e maior eficiéncia na preservacao
das silagens, o uso de inoculantes microbianos tem sido adotado em muitas propriedades
rurais. Dentre as bactérias mais utilizadas como inoculantes para silagens, destacam-se as
heterolaticas Lactobacillus plantarum, L. acidophilus, Pediococcus acidilactici, P.
pentacaceus e Enterococcus faecium, produtoras de &cido latico a partir da fermentagéo
de acUcares simples, resultando em perdas minimas de energia e matéria seca (SIQUEIRA
etal., 2013).

2.3.S0RGO

O sorgo é um cereal da familia das gramineas Poaceae nativo do Nordeste da Africa e
foi cultivado pela primeira vez entre 3700 e 4000 anos atras (ROONEY & WANISKA,
2000). O sorgo é uma das principais culturas de cereais em todo o mundo e classificado
como a quinta maior producdo das culturas de cereais, depois do milho, trigo, arroz e
cevada, com 57,6 milhdes de toneladas de producéo anual globalmente em 2017 (FAO,
2017).

O sorgo [Sorgo bicolor (L.) Moench] é uma planta tropical que usa agua de forma
eficiente e é uma boa alternativa as culturas de milho para alimentacdo de ruminantes,
principalmente em regides com chuvas baixas ou irregulares (GETACHEW, PUTNAM,
BEN, & PETERS, 2016). Em comparacdo com as plantas de milho, as plantas de sorgo
requerem menos fertilizacdo e menos controle de pragas e podem crescer em solos com
baixo pH (AERC, 2007).

Entre as forrageiras que podem ser ensiladas, o sorgo tem sido muito explorado por
sua maior resisténcia a veranicos e menor exigéncia de fertilidade do solo (DIAS et al.,
2001). Além disso, a planta de sorgo destaca-se por ser um alimento de alto valor
nutritivo, elevada concentracdo de carboidratos sollveis, essenciais para adequada
fermentacdo latica, pelos seus altos rendimentos de matéria seca por unidade de area
(Neumann et al., 2002), que podem superar os do milho, e pelo menor custo de producao
(EVANGELISTA & LIMA, 2000).

Apesar das caracteristicas da cultura do sorgo serem propicias ao processo de

ensilagem, perdas ainda podem ocorrer por conta de fermentacOes indesejaveis,
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provocando prejuizos na qualidade final da silagem produzida (SANTIN et al., 2020).
Segundo Martinkoski et al (2013), e Filho et al, (2010), a idade de corte da planta no
momento da ensilagem altera diretamente a sua composic¢ao bromatologica, quanto maior
a idade da planta maior seré a participacdo da fracdo fibrosa da mesma, podendo interferir

na digestibilidade da silagem e seu consumo pelos animais.

2.4.SILAGEM E PROCESSO DE ENSILAGEM

A utilizacdo de forragens conservadas, principalmente na forma de silagem, é uma
alternativa vidvel para que se possa garantir o fornecimento de forragem de alta
qualidade durante o periodo de escassez de alimentos.

A Silagem é o produto resultante da fermentacdo da planta forrageira na auséncia de
ar, conservando o volumoso para ser utilizado no periodo critico de producéo dos pastos.
Uma vantagem da silagem € a exigéncia de uma tecnologia simples e eficiente, embora
ndo necessite de tecnologias complexas para o processo de ensilagem, esta técnica tem
que ser feita com alguns cuidados, visando manter o valor nutritivo da forragem
(TEIXEIRA et al., 2009).

A ensilagem é um processo que permite a conservacdo do alimento em meio
anaerobico. O processo normal de ensilagem nada mais é do que a combinacdo da
exclusdo de oxigénio e da fermentacdo natural dos acUcares por bactérias, em acido
lactico e outros produtos, diminuindo o pH do material (SILVA et al., 2015). A falta de
oxigénio diminui o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis, enquanto que o
baixo pH é o principal mecanismo regulador do crescimento de microrganismos
anaerébios (MUCK, 2011).

A conservacdo de determinada forrageira como silagem envolve um complexo
processo bioquimico e microbiol6gico, desde a colheita até sua utilizacdo na
alimentacdo animal. A forrageira ensilada é conservada por produtos originados da
fermentagdo anaerdbica e, normalmente, os critérios utilizados para classificacdo de
silagens abrangem os valores de pH, os acidos organicos e o nitrogénio amoniacal
(VILELA, 1998).

Segundo Neumann et al., (2007), sdo varios 0s aspectos que causam variagGes na
qualidade da silagem, como a escolha do hibrido, o estdio de maturacdo da planta, além
de aspectos agrondémicos como tipo de solo e clima, na producédo das silagens aspectos

relacionados ao tamanho de particulas e a altura de colheita de plantas afetam o grau de
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compactacdo. E para que se obtenha uma boa fermentacdo a percentagem de matéria
seca (MS) do material ensilado deve ficar entre 28 e 35% (ANDRIGUETTO et al.,
1983). Os diferentes processos de conservacdo de forragens convivem rotineiramente
com perdas de nutrientes de diversas magnitudes. Especificamente para o processo de
ensilagem, a qualidade final do alimento esta diretamente relacionada ao material que
Ihe deu origem e as condi¢des em que 0 mesmo foi ensilado (LOURES et al.,2003).

Todas as silagens expostas ao ar se deterioram por causa da atividade de
microrganismos aerdbicos, o que influencia negativamente a qualidade da silagem e a
rentabilidade da propriedade, além de que a deterioracdo aerdbica leva a um menor
consumo desta silagem pelos animais (GERLACH et al., 2013). AlteracOes substanciais
na qualidade nutricional ocorrem quando a silagem é exposta ao ar (TABACCO et al.,
2010), sendo que a susceptibilidade a deterioracdo é um problema muito comum em
locais que apresentam clima quente (ASHBELL et al., 2002).

A literatura apresenta diversos tipos de silos experimentais: tubos de PVC, baldes
plasticos de diferentes volumes, sacos de polietileno, manilhas de cerdmica e tambores
de pléastico ou concreto. Independente do tamanho ou tipo do silo o objetivo comum ¢é
reproduzir as condi¢cdes de campo, porém com a vantagem de permitir avaliacdo de um
namero maior de varidveis e repeticGes, com facilidade de manipulacéo e baixo custo
(JUNGES, 2010).

Segundo Ortiz et al. (2009), por meio dos silos laboratoriais tem-se facilidade de
manipulacdo, e as fermentacdes sdo semelhantes aos dos silos no campo e como o
volume de material ensilado é pequeno, tem baixos custos, proporcionando maior
nimero de repeticbes. Embora se aceite que tais unidades de experimentacao
reproduzam as condi¢Ges anaerdbicas basicas para avaliar a silagem, existem indicacfes
de que, dependendo das condigcdes experimentais, os resultados obtidos podem néo ser
exatamente aqueles observados em silos a campo (RODRIGUEZ et al.,2002).

No campo os tipos de silo mais comumente utilizados séo: silo de superficie e os silos
tipo trincheira, porém, ha outros tipos que vém sendo desenvolvidos cada vez mais nas
propriedades agricolas como o silo-fardo revestido por filme plastico (bola) e os silos
tubulares (bag). Cada um deles tem suas vantagens e desvantagens referentes,
principalmente,ao custo de construcéo, facilidade de carregamento e descarregamento e
eficiéncia na conservacao da silagem.

Um aspecto bastante relevante quanto a utilizacdo de silagens em dietas de

ruminantes € o conhecimento da composi¢do quimico-bromatoldgica, pois esta
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informacdo permite planejar a utilizacdo correta de alimentos concentrados, visando
atender 0s requerimentos nutricionais dos animais. Assim, a determinacdo das
caracteristicas que interferem na qualidade de uma silagem, como os constituintes da
parede celular séo de suma importancia (FERREIRA et al., 2013).

Outro aspecto relevante ao processo de fermentacdo, é que ele é dinamico e afetado
por uma variedade de fatores, o que leva a uma reducdo no valor nutricional. Com 0
objetivo de ajudar no processo de fermentagdo, varios aditivos tém sido utilizados no
processo de ensilagem. Embora, os aditivos ndo substituem um bom manejo, eles séo
ferramentas que ajudam a assegurar que o processo de ensilagem fique dentro dos limites

aceitaveis.

2.5.POPULACAO MICROBIOLOGICA

O ecossistema microbiano da silagem é dominado por bactérias como o
Lactobacillus plantarum, sendo a espécie mais frequentemente isolada de silagens
em geral. Mas bactérias heterofermentativas, como o, Lactobacillus buchneri e
Lactobacillus brevis, sdo encontrados (MCDONALD et al., 1991). Muito
frequentemente, as leveduras e os fungos filamentosos também estdo presentes na
silagem. Os fungos filamentosos muitas vezes ocorrem na silagem como placas com
camadas de 20-50 cm a partir da superficie (AUERBACH et al., 1998).0 crescimento de
fungos filamentosos podem estar associado com a producdo de micotoxinas, levando a
contaminacéo das silagens (Storm et al., 2010) e, portanto, ser prejudicial para os animais
que a ingerem, trabalhadores rurais e consumidores de produtos lacteos (FINK-
GREMMELS, 2008).Storm et al., (2010) avaliando a microbiologia de silagens de milho
armazenadas entre trés e onze meses ap0s a ensilagem, observaram que os fungos
filamentosos mais frequentemente isolados foram Penicillium roqueforti, espécies de
Zygomicetes (principalmente Mucor spp.), Penicillium paneum e Aspergillus fumigatus.

Segundo Pedroso (2003), os microrganismos naturalmente presentes nas plantas
forrageiras, chamados de microflora epifita, sdo responsaveis pela fermentacdo das
silagens, afetando também a sua estabilidade aerobia e a eficiéncia dos inoculantes
microbianos. Esses microrganismos naturalmente encontrados durante o processo de
ensilagem sdo essenciais para 0s processos de fermentagdo e, a preservacdo dos
materiais(GUIMARAES et al., 2018).

A populacdo de de microrganismos epifiticos é variavel, sendo afetada pelo tipo
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de forragem, pelo estadio de maturidade das plantas, pelo clima, pelos tratos agronémicos
dispensados na conducéo da cultura, pelo corte e condicionamento da forrageira (LIN et
al., 1992), bem como pela ocorréncia de incéndio prévio, no caso da cana-de-agUcar
(BERNARDES et al., 2002) e também tamanho da particula da forragem, compactacao,
vedacdo dos silos, acondicionamento do material, teor de carboidratos sollveis e de
matéria seca (LIN et al., 1992; FERREIRA et al., 2013).

Geralmente, 0s microrganismos existentes em maior nimero nas plantas
forrageiras sdo as enterobactérias, as leveduras e os fungos, que competem com 0s
lactobacilos pelos acucares durante a ensilagem, sendo considerados indesejaveis
(BOLSEN et al., 1992).

Apo6s a obtencdo da condicdo de anaerobiose dentro do silo, a inibicdo do
crescimento da populacdo microbiana indesejavel € extremamente importante,
principalmente para evitar que prevalecam competicdo por substrato com as bactérias
acido laticas (MCDONALD et al., 1991). A predominancia dessas bactérias deve
sobressair nas condigdes anaerdbicas, para que as plantas forrageiras possam ser
conservadas como silagem, permitindo adequada fermentagcdo, com queda do pH no
material ensilado (FERREIRA et al., 2013).

2.6.ADITIVOS PARA SILAGEM

Um aspecto bastante relevante quanto a utilizacdo de silagens é o processo de
fermentacdo, ele é dindmico e afetado por uma variedade de fatores, o que leva a uma
reducdo no valor nutricional. Com o objetivo de ajudar no processo de fermentacao,
varios aditivos tém sido utilizados no processo de ensilagem. Embora, os aditivos ndo
substituem um bom manejo, eles sdo ferramentas que ajudam a assegurar que 0 processo
de ensilagem fique dentro dos limites aceitaveis (FERREIRA et al., 2013).

Os aditivos de silagem sdo produtos, que quando adicionados as forragens,
durante o processo de ensilagem, podem contribuir para reduzir as perdas, estimular as
fermentagBes desejaveis e enriquecer o valor nutritivo, melhorar a palatabilidade, a
digestibilidade e o consumo da silagem (EVANGELISTA e LIMA, 2010).

Os aditivos tém dois principais propoésitos na silagem: influenciar o processo
fermentativo favorecendo a conservacdo e melhorar o valor nutritivo. Outros propdsitos
como a diminuicdo de perdas superficiais e na camada exposta da silagem, aumento da

vida atil, aumento do valor energeético, melhora da digestibilidade da fibra e da matéria
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seca e melhora no desempenho animal, também séo observados em silagem com o uso
de aditivos bacterianos (KEPLIN, 2006).

Os aditivos podem ser classificados em varias categorias de acordo com sua
habilidade de influenciar a fermentacdo mais do que seus efeitos sobre o valor
nutricional ou producdo animal. Essas categorias geralmente incluem: estimuladores da
fermentagcdo (agem encorajando a fermentacdo lactica), inibidores da fermentacéo
(agem inibindo parcialmente ou completamente microrganismos indesejaveis),
inibidores da deterioracao aerobica (controlar a deterioracdo da silagem exposta ao ar),
nutrientes (adicionados ao material no momento da ensilagem para melhorar o valor
nutricional) e absorventes (adicionados em culturas de baixo teor de MS para reduzir
perdas de nutrientes e poluicdo de cursos de agua por efluentes) (McDOLNAD et al.,
1991). Alguns aditivos podem pertencer a mais de uma categoria, que é 0 caso dos
inoculantes microbiologicos.

Os aditivos bioldgicos podem auxiliar na producéo de silagens, promovendo uma
rapida reducdo no pH e prevenindo a deterioracdo aerébica (DRIEHUIS et al., 2018).
Estudos demonstraram que a aplicacdo de Lactobacillus buchneri em silagens pode
reduzir perdas e aumentar a estabilidade aerdbica, a taxa de degradabilidade e o
desempenho animal (RABELO et al., 2017; SCHMIDT et al., 2014).

O principio do uso de culturas de microrganismos produtores de acido latico data
de mais de 100 anos, sendo utilizado inicialmente para melhorar a fermentacdo de
residuos de polpa de beterraba (WATSON & NASH, 1960). O uso de inoculantes
microbianos a partir de entdo se tornou comum na Franca (DAVIES, 2010) e
sucessivamente foram desenvolvidas metodologias para crescimento de culturas puras e
selecdo de bactérias benéficas produtoras de acido latico.

Bumbieris Junior et al. (2011) afirmam que os aditivos para silagem mais
utilizado no Brasil atualmente, séo os inoculantes microbianos, entretanto, os autores
destacam a existéncia de varios outros tipos de aditivos, como aditivos nutrientes que
classificam-se em absorventes de umidade (graos ou ndo), nitrogénio ndo proteico (ureia
e amdnia), enzimas, além de acidos organicos e inorganicos.

Inoculantes  microbianos usados como aditivos incluem  bactérias
homofermentativas, heterofermentativas, ou a combinagéo destas. Os microrganismos
homofermentativos caracterizam-se pela taxa de fermentacdo mais rapida, menor
protedlise, maior concentracdo de &cido latico, menores teores de &cido acético e

butirico, menor teor de etanol, e maior recuperacéo de energia e matéria seca. Bactérias
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heterofermentativas utilizam &cido latico e glicose como substrato para produgédo de
acido acético e propionico, os quais sdo efetivos no controle de fungos e leveduras, sob
baixo pH (ZOPOLLATTO et al., 2009).

Os inoculantes microbianos que contem Lactobacillus buchneri, bactéria
classificada como heterofermentativa (bactérias facultativas) destacam-se no cenario
atual das pesquisas como uma alternativa disponivel. Essa ferramenta atua no processo
fermentativo promovendo produgdo de acido acético, elemento responsével pelo aumento
da estabilidade aerobia (KLEINSCHMIT & KUNG, 2006), consequentemente ajudando
na preservacdo dos nutrientes apos a abertura dos silos.

Os inoculantes microbianos possibilitam a diminuicdo das perdas do contetdo
celular, formados principalmente por carboidratos solUveis, proteinas e acidos organicos
elevando a digestibilidade, gerando também um aumento na recuperacdo de nutrientes e
energia da forragem, o que faz com que proporcione um melhor desempenho dos animais
(BASSO, 2009). Ao inocular culturas forrageiras com bactérias do acido lactico (BAL)
homofermentativas, € promovido uma melhora na fermentacéo da silagem, aumentando
rapidamente a producdo de &cido lactico, com répida acidificacdo da silagem, que
juntamente com o baixo potencial de reducdo de oxi- inibicdo de enterobactérias e
bactérias dos géneros Listeria, Bacillus, Clostridium, resultam em silagens bem
fermentadas, porém, esse resultado s6 € alcancado se houver substrato fermentavel
suficiente para o adequado desenvolvimento destes microrganismos (FERREIRA, et al.,
2013).

O uso de aditivos microbiolégicos em silagens tem o objetivo de inibir o
crescimento de microrganismos aerébios (especialmente aqueles associados com
instabilidade aerdbia, ex. leveduras, Listeria), inibir o crescimento de organismos
anaerdbios indesejaveis como enterobacteérias e clostrideos, inibir a atividade de proteases
e deaminases da planta e de microrganismos, adicionar microrganismos benéficos para
dominar a fermentacdo, formar produtos finais benéficos para estimular o consumo e a
producdo do animal e melhorar a recuperacdo de matéria seca da forragem conservada
(KUNG JUNIOR et al., 2003).

Existe uma grande diversidade de microrganismos utilizados na inoculacéo,
dentre eles bactérias homofermentativas (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
curvatus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus spp., Streptococcus faecium,
Pediococcus pentosaceus e Pediococcus acidilactici), bactérias heterofermentativas

(Lactobacillus buchneri, Lactobacillus brevis e Propionibacterium) ou a mistura de
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hetero e homofermentativas, sendo que em alguns produtos comerciais ha ainda a
inclusdo de enzimas (amilase, celulase, hemicelulases) no inoculante .

Desde a década de 80, séo utilizados no Brasil aditivos microbianos formulados
com bactérias de espécies como Streptococcus faecium, Pediococcus acidilactici e
Lactobacillus plantarum, cujos principios de atuacdo. sdo aumentar a producao de &cido
latico e promover a répida reducdo do pH da massa ensilada (COSTA et al., 2001). A
inoculagdo com bactérias homolaticas é feita com os objetivos de reduzir as fermentacGes
clostridicas e tornar o processo fermentativo mais eficiente (DRIEHUIS et al., 1997).

Para as espécies do género Lactobacillus, trés grupos foram definidos com base
na presenga ou auséncia das enzimas aldolase e fosfocetolase (KANDLER & WEISS,
1986).

Grupo 1: Homofermentativas obrigatorias, que fermentam hexoses homolaticamente,
quase que exclusivamente a acido latico (>85%), porém, sdo incapazes de fermentar
pentoses, dada a falta da enzima fosfocetolase;

Grupo 2: Heterofermentaivas facultativas, que utilizam a mesma via das hexoses do
grupo 1, porém sdo capazes de fermentar pentoses, pois possuem as enzimas aldolase e
fosfocetolase;

Grupo 3: Heterofermentativas obrigatorias, que fermentam hexoses, formando acido
lactico, etanol (ou &cido acético) e CO2, podendo ainda fermentar pentoses para formar
acido lactico e acido acético.

Zopollatto et al. (2009) num estudo de metanalise (1999-2009) detectaram uma
limitacdo de dados sobre o efeito de aditivos microbianos na qualidade das silagens. Os
resultados documentados por estes autores mostram que a magnitude das respostas,
principalmente sobre o desempenho animal é baixa. Desta forma a justificativa para o uso
desses aditivos deve ser avaliada considerando-se a diminuicdo das perdas na ensilagem
e a maior preservacdo do valor nutritivo da planta. Além disso, constataram que a
intensidade das respostas varia de acordo com a espécie vegetal e com o microrganismo
estudado, sugerindo uma especificidade entre estes dois componentes. Desta forma os
inoculantes para silagem podem facilitar ou acelerar o processo de ensilagem, mas eles
ndo substituem os fatores fundamentais (maturidade da planta, teor de matéria seca, a
exclusdo de oxigénio), que sdo primordiais para producdo de silagem de boa qualidade.
Dentre estes fatores a idade de rebrotacdo € a que influencia todas as caracteristicas da

silagem desde a fermentacéo até o valor nutritivo, considerando-se as perdas.
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2.7. VALOR NUTRICIONAL

A qualidade da forragem a ser consumida est4 diretamente relacionada com o
desempenho animal. A qualidade de uma planta forrageira depende de seus constituintes
e esses sao influenciados, dentro de uma determinada espécie, pela idade, parte da
planta, fertilidade do solo, fertilizacdo recebida, entre outros (VAN SOEST, 1994).

O valor nutritivo de um alimento ou de uma dieta possui trés componentes: o
consumo alimentar; a digestibilidade; e a eficiéncia de utilizacdo energética (VAN
SOEST, 1994). Desta forma, o valor nutritivo deve se referir as caracteristicas inerentes
a forragem consumida, as quais determinam a concentracdo de energia metabolizavel,
bem como a eficiéncia da utilizagdo parcial (MOTT & MOORE, 1970).

Segundo Nave (2007) o valor nutritivo de plantas forrageiras pode ser
estabelecido por dois fatores: a proporcdo da parede celular da planta e o0 grau de
lignificacdo. A quantidade de contetdo celular na matéria seca do alimento determina a
proporcdo de nutrientes completamente disponiveis presentes neste alimento. O
contetdo celular compreende o volume de proteina, carboidratos, agucares lipidios,
acidos organicos e cinzas que estdo inteiramente disponiveis e livres dos efeitos da
lignina (VAN SOEST, 1982).

O valor nutritivo das plantas forrageiras € determinado pela sua composicao
quimica e pelos nutrientes diretamente responsaveis pela digestibilidade da matéria seca,
os teores de proteina bruta e de fibra insolivel em detergente acido (FDA) (PATERSON
et al.,1994).

Segundo Branddo (2015) a composi¢do morfoldgica da forragem é altamente
correlacionada com o valor nutritivo. As maiores mudancas que ocorrem na composi¢ao
quimica das forrageiras sdo agquelas que acompanham sua maturidade, pois a medida
que a planta torna-se mais velha, ocorre diminuicéo na por¢édo de carboidratos sollveis
e aumento nas porcdes de baixa digestibilidade da planta, como 0s componentes da
parede celular, e um aumento na relacdo haste/folha parece ser o principal fator da perda
de qualidade da planta com a maturidade (ALMEIDA, 2009).

Mello et al. (2006) afirmaram que o valor nutritivo de um alimento depende de
sua composicao quimica e do aproveitamento de seus nutrientes pelos animais, uma vez
gue nos animais ruminantes esse aproveitamento é resultante da simbiose entre o animal
e a microbiota ruminal. E por meio da simbiose que ocorre a utilizagdo indireta de

carboidratos estruturais inacessiveis a acdo enzimatica dos mamiferos, entretanto, a
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quantidade de nutrientes ingeridos e realmente absorvidos depende da taxa de
fermentacao ruminal e do tempo de permanéncia e exposi¢do ao ataque microbiano, pois
a fracdo efetivamente degradada é funcdo das taxas de degradagdo e de passagem
(SANTO et al.,2017).

As diferencas na composicdo nutricional dos alimentos podem acarretar padrdes
fermentativos distintos, resultando em diferentes propor¢des dos produtos finais da
fermentagdo como os acidos graxos acético, propidnico e butirico, que representam uma
importante fonte de energia para o metabolismo dos ruminantes (MORGADO et al.,
2013). Juntamente com esses processos fermentativos ha producdo de CO, e CH4, em
maior ou menor quantidade, dependendo da proporcéo individual dos acidos produzidos
que é influenciada pela composicao da matéria organica das dietas, principalmente pela
natureza e taxa de fermentacdo dos carboidratos (MOSS et al., 2000).

Os valores de digestibilidade da fibra em detergente neutro sdo usados para
estimar o contetdo de energia dos alimentos para formulacao de dietas (NRC, 2001) e
para estimar a digestibilidade de forragens usadas no campo. Diversas metodologias séo
utilizadas para quantificar a fermentacéo in vitro, por meio de adicao de indculo ruminal
com o intuito de quantificar a digestibilidade da fibra em detergente neutro (FDN), entre
essas estdo compreendidas técnicas as quais se utilizam pressdo continua de CO»
(GOERING & VAN SOEST, 1970), tubos de centrifuga com valvulas de liberacao de
gas (MOORE e MOTT, 1976) e frascos de soro com rolhas (PELL & SCHOFIELD,
1993).

A técnica in vitro da producédo de gases, assim como a técnica in situ, € baseada
na degradagdo dos alimentos pelos microrganismos ruminais (GARCIA, 2013). Essa
técnica permite pela simulacdo in vitro do ambiente ruminal, medir o desaparecimento
de material no decorrer do tempo, pela quantificacdo dos residuos apos a incubacéo, e
observar a cinética de fermentacdo, uma vez que mensura a formacao de gases da acdo
microbiana durante o processo de degradacdo (BUENO, 2002).

Pell e Schofield (1993) avaliaram a digestibilidade in vitro da forragem por meio
da producdo de gases e citam que o método gravimétrico in vitro quantifica o
desaparecimento dos componentes do substrato, enquanto que a producdo de gases foca
no aparecimento dos produtos da fermentacdo; estes produtos sédo o resultado da
fermentacao dos substratos soluveis e insolUveis, 0 que € uma vantagem sobre o0 método
tradicional em que ndo considera o substrato sollvel. Este método pode ser usado para

determinar a importancia das diferentes fraces dos alimentos em prover energia para
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0s microrganismos e identificar compostos que inibam a atividade microbiana no rimen.

2.8.DIGESTIBILIDADE

Os efeitos da utilizacdo de diferentes silagens sobre o desempenho dos animais
dependem da qualidade da silagem e da disponibilidade de nutrientes. Segundo Roston e
Andrade (1992), os valores de digestibilidade da energia e da proteina de uma forragem
sdo 0s principais parametros para avaliacdo do seu valor nutritivo. Entretanto, Milford
(1960) relatou que o contetdo e a digestibilidade da proteina bruta, bem como o consumo
e a digestibilidade da matéria seca, sdo os critérios mais importantes para exprimir o valor
nutritivo de gramineas tropicais.

Alimentos de baixa digestibilidade podem reduzir a ingestdo de matéria seca, em
decorréncia da baixa taxa de desaparecimento ruminal e passagem pelo trato
gastrintestinal.

Oliveira et al., (2010) em estudo comparando silagem de diversas gramineas
tropicais encontrou valores para a silagem de milho 29,2% de MS, 6,1% de PB, 60,7%
de FDN, 40,3% de FDA e 5,9% de lignina, e para silagem de sorgo forrageiro 24,1% de
MS, 6,1% de PB, 65% de FDN e 48% de FDA e 6,1% de lignina. Mostrando que a silagem
de sorgo pode ter valor nutritivo muito préximo a silagem de milho.

Brunette et al.(2014) mostraram em estudos anteriores que, em relacdo a silagem
de milho, as vacas alimentadas com silagem de milheto da variedade pérola com alto teor
de carboidrato solivel em agua (CSA) apresentaram maior consumo de FDN,
rendimentos similares de leite e gordura no leite e eficiéncia alimentar semelhante, mas
menor rendimento de proteina do leite (BRUNETTE et al., 2014).

Em geral, os valores nutritivos e a digestibilidade das forragens diminuem
rapidamente com o avanco da maturidade (ELIZALDE et al., 1999). No entanto, o
milheto colhido no dia 96 teve um teor de FDN menor ou semelhante em comparacao
com o milheto colhido no dia 56 (Hassanat et al., 2006; LeBlanc et al., 2012), enquanto
a digestibilidade in vitro do FDN foi reduzida em apenas 8% (HASSANAT et al., 2006).

Harper et al.(2017) encontraram que a silagem de milheto apresentou maior
concentracdo de FDN em comparacéo a silagem de milho, semelhante aos resultados de
Hassanat et al. (2007) e Mustafa et al. (2004), que relataram 59 e 61% de FDN,
respectivamente, encontrou também que a concentragdo de lignina foi semelhante entre

silagem de milheto e silagem de milho. A lignina é encontrada na parede celular da planta,
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e sua associacdo com celulose e hemicelulose diminui a digestibilidade do FDN (VAN
SOEST, 1994). Harper et al. (2017) encontraram ainda que o teor de proteina bruta foi
maior na silagem de milheto em comparacéo com a silagem de milho. A concentracao de
potassio foi maior na silagem de milheto, o que seria uma desvantagem ao tentar diminuir
o DCAD da dieta em vacas pré-parto para diminuir o risco de hipocalcemia
(CHARBONNEAU et al., 2006).

Amer e Mustafa (2010) relataram maior consumo de FDN para vacas em lactacéo
alimentadas com silagem de milheto versus silagem de milho. A digestibilidade aparente
do amido neste experimento foi de cerca de 99%, enquanto a digestibilidade do FDN foi
de aproximadamente 40%. Houve um aumento de > 6% na digestibilidade aparente do
FDN (P <0,001) e FDA (P = 0,02) para o tratamento com silagem de milheto.
Provavelmente, isso é causado por 2 fatores. Primeiro, a digestéo da celulose diminui com
0 menor pH ruminal (GRSKOV & FRASER, 1975) e, embora ndo tenham medido
diretamente o pH ruminal, é provavel que o pH ruminal tenha sido menor em vacas
alimentadas com dieta controle, baseada em silagem de milho e alfafa, devido ao maior
teor de amido do dieta controle (LECHARTIER & PEYRAUD, 2011). Segundo, 0s
componentes das fibras de silagem de milheto foram provavelmente mais facilmente
digeriveis devido a menos lignina por unidade de FDN, indicando o potencial de menos
reticulagbes de lignina com celulose e hemicelulose nessa forragem colhida
precocemente, conforme suportado pelos dados in situ abaixo (MERTENS , 1985;
CHERNEY et al., 1991; GRABBER et al., 2009).
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CAPITULO. 1 - AVALIACAO DO TIPO DE SILO ASSOCIADO OU NAO A
ADITIVOS SOBRE O VALOR NUTRICIONAL, ESTABILIDADE AEROBICA
E MICROBIOLOGIA DA SILAGEM DE MILHETO

Resumo - O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do tipo de silo (silo saco (sem
vacuo) vs. PVC) com a utilizagdo (milho moido ou inoculante microbiano) ou nao de
aditivos sobre composic¢do quimica, producdo de gas in vitro, pH, perdas, estabilidade
aerobica e populagdo microbiana da silagem de milheto. Foi utilizado um delineamento
em blocos casualizados em um esquema fatorial 2 x 3, sendo dois tipos de silos (silo saco
e silos de PVC) e trés aditivos ([Control, CON] sem aditivo; 50 g de milho moido[MM]
por kg de material ensilado; e 2 g/t de forragem de inocuante (Lactobacillus plantarum
[2.5 x 10% ufc/g] e Propionibacterium acidipropionici [2.5 x 10 ufc/g,]), com cinco
repeticdes por tratamento. Para determinacdo do valor nutricional foram realizados as
analises quimicas e a producao de gas in vitro das silagens. As perdas foram determinadas
somente dos silos PVC. Além disso, foram determinados a estabilidade aerobica, pH e
populacdo microbiana das silagens. A utilizacdo de MM no processo de ensilagem
promoveu melhoria da composicdo quimica das silagens. Ja o tipo de silo observamos
que nos silos tipo PVC houve reducédo no teor de carboidratos (P< 0.05). A cinética de
producdo de gas ndo foi afetada (P>0.05) pelo aditivos e nem pelo tipo de silo. Os aditivos
ndo influenciaram (P>0.05) as perdas por gases, efluentes e a recuperacdo da materia seca.
Mesmo comportamento observado no pH, temperatura e perdas de matéria seca.
Entretanto, o tipo de silo afetou o pH (P=0.0002), os silos de PVC tiveram valores
menores que os silos saco. Os aditivos e o tipo de silo ndo afetaram (P>0.05) a populacao
de bacterias do acido lactico e fungos. Mas, os silos saco apresentaram maior quantidade
de mofo (kg) por massa ensilada em relagédo ao silo PVC. Assim, a utilizagdo de milho
moido melhorou o valor nutricional da silagem de milheto. Por sua vez, o inculante
propiciou melhor estabilidade aerdbica da silagem de milheto. O silo saco (bag) sem
vacuo ndo se mostrou eficiente no processo de ensilagem como os silos de PVC,
resultando em uma silagem de qualidade inferior.

Palavras-chave: conservacéo, inoculante, valor nutritivo.

41



1. INTRODUCAO

O armazenamento da forragem utilizando a técnica de ensilagem recebe maior
énfase por parte dos produtores, por exigir tecnologia simples e apresentar excelentes
resultados, sendo a confec¢do menos limitada por fatores climéticos, quando comparada
com a fenacdo. Dentre varias espécies de forrageiras utilizadas na producéo de silagem,
o milheto (Pennisetum glaucum L.) surge como opg¢do, pois vem crescendo de
importancia no cenario do agronegécio brasileiro, principalmente nos sistemas de
producdo de leite e carne. A vantagem do milheto esta na adaptabilidade a climas mais
secos e por possuir curto ciclo de producdo quando comparada a outras culturas como,
milho e sorgo. Apesar de no Brasil a cultura do milheto estar ainda em crescimento
(TRINDADE et al., 2017), em alguns paises, como India e Nigéria, o cultivo ¢ intenso e
por isso é considerado o sexto cereal mais plantado no mundo (FAO, 2001).

Entretanto, o baixo teor de matéria seca do milheto no momento da ensilagem,
pode ser um limitante para a producao de silagem de boa qualidade, a alta umidade na
planta pode promover o crescimento de microrganismos indesejaveis como 0s
clostrideos, resultando em perdas elevadas e producdo de silagem de baixo valor
nutricional (COSTA et al. 2018).

No processo de ensilagem um fator importante é a escolha do aditivo. Embora ndo
haja dados oficiais, uma pequena parte dos fazendeiros no Brasil utiliza aditivos na
ensilagem, e muitas vezes sdo influenciados por informacfes leigas ou comerciais
(SCHMIDT et al., 2014) o que pode levar a frustracdes técnicas e muitas vezes
econdmica. Os aditivos usados no processo de ensilagem devem elevar a recuperacdo de
nutrientes e a energia da forragem, com consequente beneficio no desempenho dos
animais. Substancias organicas ou inorganicas, bioticas ou abidticas, tem sido estudada
no intuito de modificar o processo fermentativo, reduzir perdas e/ou melhorar o valor
nutricional das silagens (BORREANI et al., 2017).

Os inoculantes estdo entre os principais aditivos utilizados no processo de
ensilagem, tendo o objetivo de dominar a fermentacdo por meio da rapida producao de
acido latico (bactérias homolaticas) e consequente reducédo do pH, inibindo o crescimento
de microrganismos indesejaveis, outras bacterias como as heterofermentativas podem
aumentar producdo de &cido acético e propiénico (KUNG Jr. et al., 2003; ZOPOLLATTO

et al., 2009; REGO et al., 2014). Existem no mercado diversas composicdes de
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inoculantes, via de regra, os produzidos a partir de bactérias homolaticas sdo utilizados
para melhorar o padrdo fermentativo do material ensilado, enquanto inoculantes de
bactérias heterolaticas sdo utilizados com o intuito de aumentar a estabilidade aerobia
(QUEIRQOZ, 2014; SILVA et al., 2011). Dentre as bactérias homolaticas o Lactobacillus
plantarum é uma das mais utilizadas, devido seu vigoroso crescimento, tolerancia ao
meio &cido e potencial elevado de producéo de cido latico (MUCK, 2010). J& no grupo
das bactérias heterofermentativas o Propionibacterium acidipropionici € utilizado pois
utiliza o &cido latico e a glicose como substrato para producdo de acido acético e
propibnico, os quais sdo efetivos no controle de fungos, sob-baixo pH (ZOPOLLATTO
et al., 2009).

Além da utilizagdo de aditivos microbiologicos, também sdo utilizados os aditivos
sequestrantes de umidade, que além de corrigir o teor de matéria seca, podem ainda
fornecer carboidratos sollveis e estimular a fermentacdo (TAVARES et al., 2009;
RESENDE et al., 2015). O uso do milho moido tem sido descrito como um aditivo
adsorvente importante na melhora da qualidade fermentativa e bromatoldgica de silagem
de capim-elefante e também em outras forrageiras (ANDRADE et al., 1998; REZENDE
et al., 2008; MONTEIRO et al., 2011). Sua utilizacéo é justificada principalmente para
suprir alguma deficiéncia caracteristica da forrageira ensilada, como facilitar o processo
de fermentacédo devido ao baixo teor de matéria seca (TONIN et al., 2018).

A eficacia de novos aditivos e das combinagdes entre aditivos devem ser avaliadas
inicialmente utilizando silos em escala laboratorial (Johnson et al., 2005). Os silos
experimentais (laboratoriais) tem a facilidade de manipulacéo, pois podem ser pesados,
processados e analisados com maior precisdo. Entretanto, para Cherney & Cherney
(2003) os silos experimentais s podem ser utilizados se 0 processo de fermentacdo for
razoavelmente semelhante ao que ocorre em silos de escala agricola. Os silos de
experimentais muito utilizados sdo aqueles confeccionados com tubos de policloreto de
vinil (PVC) e apresentam valvula do tipo Bunsen que serve para o escape de gases. No
entanto, silagens feitas em sacos plasticos também foram examinadas por alguns autores
(JONES, 1970; CAl et al., 1997; JOHNSON et al., 2005), mas todos estes estudos foram
utilizando bomba de succdo, porém, o vacuo exercido pela suc¢do pode afeta o perfil
fermentativo e o valor nutricional (MAY et al., 2001). Na literatura ha poucos trabalhos
que utilizaram o0s sacos plasticos sem 0 vacuo no processo de ensilagem. Assim,
hipotetizamos que as (1) valor nutricional da silagem e a estabilidade aerdbica sera

influenciada pelos diferentes tipos de silo e (2) a utilizagdo de aditivos de diferente
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natureza podera modificar o valor nutricional da silagem e as perdas no processo de
ensilagem.

Diante disso, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do tipo de silo (Silo
saco (sem vacuo) vs. PVC) com a utilizacdo (milho moido ou inoculante microbiano) ou
ndo de aditivos sobre composicdo quimica, producdo de gas in vitro, pH, perdas,

estabilidade aerdbica e popula¢do microbiana da silagem de milheto.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. LOCALIZACAO, PLANTIO E DESENHO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ) - Campus Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil (21°48°09”’S, 41°17°28”W and
12m altitude) e no Laboratério de Zootecnia da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) - Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil (21°45°41”’S,
41°17°27”°W) and 10m altitude. O clima da regido Norte Fluminense ¢ classificado como
Aw, isto é, clima tropical itmido, com verdo chuvoso, inverno seco de acordo com a
classificacdo climatica de Képpen (2013), com precipitacdo anual em torno de 1.020 mm.

O plantio do milheto (Pennisetum glaucum L.) cv. BRS 1501 foi realizado no
Campus experimental da UFRRJ. A semeadura foi realizada em janeiro de 2019 de
forma manual, as parcelas foram constituidas de cinco fileiras de 5 m de comprimento
cada, com espacamento entre fileiras de 0,70 m, foram utilizadas para o plantio 60
sementes por metro linear. O delineamento experimental utilizado foi blocos
casualizados, sendo cinco blocos e cada bloco constituido de seis parcelas. Mediante
analise de solo prévia da area foi utilizado 200 kg.ha™ da formula 08-28-16 de NPK na

adubacdo.

2.2. TIPO DE SILO, ADITIVOS E DESENHO EXPERIMENTAL
O milheto foi colhido manualmente em cada parcela, apos 60 dias do plantio, em

seguida, o material foi processado em maquina forrageira estacionaria (Modelo JF
Maxxium, JF Maquinas Agricolas LTDA, Brazil) com tamanho médio de particula de
de £1.5cm.

Foram utilizados dois tipos de silo distintos para o processo de ensilagem, Plastic
bags de polietileno de 51 cm de largura x 110 cm de comprimento e 200 micras e 0

Polyvinyl (PVC) com 150 mm de diametro x 50 cm de altura, contendo véalvula de
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Bunsen para escape dos gases. Nos silos de PVC foram colocados aproximadamente 600
g de areia seca separada por tecido de algodéo para determinar as perdas por efluentes.
Os silos bags e os silos de PVC foram embalados com densidade de 600 kg/m? (materia
natural ensilada), os silos bags foram fechados com abracadeiras de nylon. Em seguida,
todos os silos foram armazenados em temperatura ambiente de 25+2.3 °C durante 90
dias.

Foi utilizado um delineamento em blocos casualizados em um esquema fatorial 2 x
3, sendo dois tipos de silos (silos bag e silos de PVC) e trés aditivos ([Control, CON]
sem aditivo; 50 g de milho moido [MM] por kg de material ensilado; e Lactobacillus
plantarum [2.5 x 10%° cfu/g] e Propionibacterium acidipropionici [2.5 x 10%° cfu/g]
Biomax corn, Lallemand, Saint-Simon, France [Micro]), com cinco repeti¢cdes por
tratamento. O milho moido (MS = 856.30; PB = 84.93; GB=31.54; cinzas = 11.01; FDN
= 77.30; FDA = 24.12; 8.16; CNF = 795.23; MS expressado em g/kg do alimento e os
demais g/kg MS) foi misturado manualmente no material ensilado. J& o inculante
microbiano foi utilizado conforme as recomendacdes do fabricante (2 g/t de forragem),
sendo diluido em agua e pulverizado sobre o material ensilado. Os aditivos foram

adicionados separamente em cada silo.

2.3.COMPOSICAO QUIMICA

As amostras da forragem antes da ensilagem e das silagens foram secas em estufa de
ventilagdo forcada a +55 °C por 72 horas. Ap6s a obtengdo da amostra seca ao ar, as
amostras foram moidas em moinho tipo Wilye, com peneira de 1mm de crivo. Foram
analisados os teores matéria seca total (MS, Método AOAC 967.03, AOAC, 1990),
gordura bruta (GB, Método AOAC 2003.06; Thiex et al., 2003), matéria mineral (MM,
Método AOAC 942.05, AOAC, 1990), teor de proteina bruta ([Nx6.25]PB, Método
AOAC 984.13 e Método AOAC 2001.11; Thiex et al., 2002), fibra insoluvel em
detergente neutro utilizando a amilase termoestavél sem a exclusdo das cinzas (FDNa,
Método AOAC 2002.04; Mertens, 2002), fibra insolivel em detergente acido (FDA) foi
determinada de acordo com a metodologia descrita por Silva & Queiroz ( 2006) e lignina
(Maller, 2009). O teor de carboidratos ndo fibrosos (CNF) foi estimado como:

CNF(gkg)=1000 — PB -GB-Cinzas - FDN.

A fragdo hemicelulose foi calculada pela diferenca entre os teores de FDN e FDA, ja

a celulose pela diferenca entre os teores de FDA e Lignina, expressos em g/kg DM.
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2.4.CINETICA DE PRODUCAO DE GAS

Neste estudo foram utilizados trés ovinos canulados. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais Experimentais,
protocolo 419. Também esta de acordo com os Principios Eticos em Experimentacio
Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Zootecnia em Laboratorio/Escola
Brasileira de Experimentacdo Animal da lei federal 11.794.

Foram utilizados trés ovinos canulados com massa corporal de 45 kg (desvio padréo
= 3.2 kg) como doadores do fluido ruminal. Estes animais foram mantidos em baias
coletivas com comedouro e bebedouro. Antes das coletas do fluido ruminal os ovinos
foram adaptados a uma dieta com feno de tifton 85 e concentrado (relacdo 80:20,
volumoso:concentrado) para atender as exigéncias de mantencga por 14 dias. Apos este
periodo iniciaram-se as coletas do fluido ruminal, sendo realizadas momentos antes da
alimentacdo diurna, conforme recomendado por Yafez-Ruiz et al. (2016). O fluido
ruminal (liquido e solido) foi coletado em varios pontos da interface liquido-solido do
ambiente ruminal para cada bateria de incubacdo. Foi utilizada a solugdo tampdo descrita
por McDougall (1948), foram utilizado cerca de 500 mg (desvio padrédo = 10 mg) de
amostra das silagens adicionadas em frascos de penicilina ambar juntamente com 50 ml
do indculo previamente preparado (relacdo 1:4, fluido ruminal e solu¢do tampao,
respectivamente). O espaco livre nos frascos foi imediatamente saturado com CO3, sendo
esses fechados e levados ao banho maria com temperatura de 39°C. Durante o periodo de
incubacdo os frascos foram agitados com o objetivo de homogeneizar todo o conteudo.

Os perfis de tempo da producdo de gas acumulado foram obtidos utilizando um
dispositivo ndo automatizado similar ao utilizado por Abreu et al. (2014). As medicdes
de presséo e volume foram realizadas nos tempos 0; 1; 2; 3; 4; 6; 8; 10;12; 16; 20; 24; 30;
36; 48; 72 e 96 horas ap0s a adi¢do do indculo ruminal. A pressédo e o volume cumulativo
dos gases da fermentacdo foram obtidos somando-se as leituras corrigidas para 0 marco
nos tempos subsequentes ao tempo zero.

Para estimar os perfis de producdo cumulativa de gases foi utilizado o modelo proposto
por Groot et al. (1996):

G=A/(1+ (B°/t9) Eq.1
Ry(mLh™) = B x (C — 1)¥/¢ Eq.2
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Em que, o parametro G representa a quantidade de gas produzido por unidade de
matéria seca (MS) incubada no tempo t ap6s o periodo de incubacdo das amostras; o
parametro A representa a producéo de gés assintética (mg/g MS); o parémetro B é o tempo
(h) apds a incubacdo em que a metade do gas assintdtico foi formado, representa a
velocidade da producao de gas; o pardmetro C é uma constante que determina a nitidez
da caracteristica da alteracdo da curva. Rm representa a taxa maxima de producdo de gas
quando a populacdo microbiana ndo limita o processo fermentativo e a digestdo nao é

reduzida por barreiras quimicas ou estruturais do material potencialmente digestivel.

2.5.PERDAS FERMENTATIVAS E POR EFLUENTES

Para a determinacdo das perdas e recuperagdo da matéria seca foi utilizado somente os
silos de PVC. As perdas foram calculadas conforme as equagdes propostas por Jobim et
al. (2007):

As perdas foram calculadas conforme as equacdes propostas por Jobim et al. (2007):

As perdas de gas foram calculadas utilizando a equacéo 3:

G = (MSA — MSP)/(MFE x MSE) x 100 Eq.3
Em que: G = perdas de gas (% matéria seca); MSA = massa do silo antes da ensilagem
(kg); MSP = massa do silo apos a abertura dos silos (kg); MFE =Massa de forragem na
ensilagem (kg); e MSE = matéria seca ensilada (% matéria seca).
As perdas por efluentes foram calculadas de acordo com a equacéo 4:
EF = {[(MSVa — MSV) — (MSVaa — MSV)]/MFE} Eq.4
Em que: EF = perdas de efluentes (kg / t de matéria fresca); MSVa = massa do silo vazio
+ massa de areia no fechamento (kg); MSV= massa do silo vazio; MSVaa = massa do
silo vazio + massa de areia apos a abertura (kg); e MFE massa de forragem na ensilagem
(kg).
A recuperacgdo da mateéria seca foi calculada por meio da equagéo 5:

RMS = (MFA x MSA)/(MFE x MSE) x 100 Eq.5
Em que: RMS = recuperacdo de matéria seca (% MS); MFA= massa de forragem na
abertura (kg); MSA = teor de matéria seca na abertura (%); MFE = Massa de forragem

na ensilagem (kg); e MSE = matéria seca ensilada (% mateéria seca).
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2.6.TESTE DE ESTABILIDADE AEROBICA

Para a avaliacdo da estabilidade aerdbica foi utilizado 2.0 kg de silagem, sendo esta
acondicionada em sacos plasticos de aproximadamente 5.0 kg, onde permaneceu por sete
dias em ambiente com temperatura controlada (25°C). A temperatura foi mensurada
utilizando um data logger (Log 110 EXF Inconterm; Brazil) inserido porcdo central da
massa ensilada em cada saco, o registro da temperatura foi realizado em intervalos de 8
horas. A estabilidade aerdbia foi calculada como o tempo, em horas, até que as silagens
apresentassem temperatura de 2 °C acima da temperatura ambiente (KUNG JR. et al.,
2000).

Além disso, durante a avaliacdo da estabilidade aer6bica foram coletadas amostras
de cada silo em intervalos de 24 horas para determinar a MS (Método AOAC 967.03,
AOAC, 1990) (KUNG JR et al., 1984).

2.7.POPULACOES MICROBIANAS e pH

Apbs a abertura de cada silo o material foi homogeneizado e retirado uma amostra de
25 g de silagem fresca e adicionada 225 mL de solucdo salina (8.5 g de NaCl/L de agua
destilada) e homogeneizada por 1 minuto em processador industrial. O extrato foi filtrado
em dupla camada de gazes e mensurado o pH com o auxilio de um pHmetro (MPA-210,
Tecnopon, Brazil) (KUNG JR., 1996). Uma aliquota de 10 mL do extrato aquoso foi
submetida a diluigdes seriadas (10 a 10). O cultivo dos microrganismos foi realizado
em placas de Petri estéreis, para a contagem de enterobactérias utilizamos o meio de
cultura VRB (Violet Red Bile) com tempo de incubacéo de 24 h a 37 °C; para a contagem
dos fungos utilizamos o meio de cultura PDA (Potato Dextrose Agar) com tempo de
incubacdo de quatro dias a 25 °C e para a contagem de bactérias de acido lactico
utilizamos o meio de cultura MRS (De Man, Rogosa, Sharpe) com tempo de incubagéo
de 48 h a 37 °C. Foram passiveis de contagem as placas que apresentaram entre 30 a 300
unidades formadoras de colénia (CFU). Para a avaliacdo e interpretagdo dos dados, 0s

resultados obtidos foram transformados para base logaritmica (logio ufc).
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2.8. ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes a composi¢do quimica, perdas, estabilidade aerdbica, andlise
populacdes microbiana e producdo cumulativa de gas foram analisados em blocos
casualizados em esquema fatorial 3 x 2 com cinco repeticdes. Os dados foram
comparados por meio do teste de Tukey com nivel de significAncia de 0.05, utilizando o
pacote MIXED do SAS (version SAS University Edition, SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA).

O seguinte modelo estatistico foi utilizado:
YVijg =u+a;+ B +afij+ b + e
Em que: Y;;, € o valor observado para a variavel em estudo referente a k-ésima repeticao
da combinacao do i-ésimo nivel do fator o com o j-ésimo nivel do fator #; u € média de
todas as unidades experimentais para a varidvel em estudo; «; é a adi¢cdo ou ndo de
aditivos na silagem de milheto com i = 1,2,3; B; € o efeito do tipo de silo com j = 1,2;
ap;; € a interacdo entre a adicdo ou ndo de aditivos e os tipo de silo; by, € o efeito do k-
esimo bloco na observagéo; e;j, € 0 erro associado a observagao Y .

Os dados de recuperagdo de materia seca e pH foram analisados como medida
repetida no tempo, por meio de analise regressdo com nivel de significancia de 0.05,
utilizando o pacote MIXED do SAS (version SAS University Edition, SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA).

O seguinte modelo estatistico foi utilizado:

Yiju =+ a; + B+ 7 + afj + aty + Bt + aftijr + by + e
Em que: Y4, € o valor observado para a variavel em estudo referente a I-ésima repeticéo
da combinagdo do i-ésimo nivel do fator o com o j-ésimo nivel do fator § na k-ésima hora;
u € média de todas as unidades experimentais para a variavel em estudo; «; é a adi¢édo ou
ndo de aditivos na silagem de milheto com i = 1,2,3; B; € o efeito dos tipo de silo com j
= 1,2; 7, é o efeito aleatdrio das horas de avaliagdo com k = 0,24,...,144 para pH e
0,8,16,...,162 para temperatura; af3;; € a interagdo entre adigéo ou néo de aditivos e o tipo
de silo; at; € a interagdo entre adi¢cdo ou nao de aditivos e as horas de avaliagdo; Sz €
a interagdo entre os metodos de ensilagem e as horas de avaliagdo; afit;j; € a interagdo
entre adicdo ou ndo de aditivos, métodos de ensilagem e as horas de avaliagéo; b, € 0

efeito do I-ésimo bloco na observagao; e; x; € 0 erro associado a observagao Y ;.
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3. RESULTADOS

3.1.COMPOSICAO QUIMICA E CINETICA DE PRODUCAO DE GAS

N&o houve efeito de interagdo (P>0.05) entre aditivos e tipo de silo (Tabelas 1). A
utilizacdo do milho moido no processo de ensilagem aumentou os teores de PB (P =
0.0384), CNF (P = 0.0004) e GB (P = 0.0004), além de reduzir os teores de cinzas (P =
0.0021), FDN (P < 0.0001), FDA (P = 0.014), Lignina (P = 0.0007), Hemicelulose (P =
0.007) e Celulose (P =0.0039) (Tabelas 1 e 2). Entretanto, os aditivos ndo afetaram o teor
de MS (P = 0.6502) (Tabelas 1 e 2).

Ao analizarmos o tipo de silo observamos gque nos silos tipo PVC houve aumento
nos teor de GB (P = 0.0.384) e reducdo no teor de cinzas (P = 0.0042), FDN (P = 0.0004),
CNF (P < 0.0001)Hemicelulose (P = 0.0038) e Celulose (P < 0.001).

A cinética de producdo de gas ndo foi afetada (P > 0.05) pelo aditivos e nem pelo

tipo de silo (Tabelas 1 e 3 e Figura 1).

3.2.PERDAS FERMENTATIVAS E POR EFLUENTES

N&o houve efeito de interacdo (P>0.05) entre aditivos e tipo de silo (Tabelas 1).
N&o houve efeito dos aditivos sobre as perdas por gases (P = 0.3871), efluentes (P =
0.8371) e sobre a recuperacdo da materia seca (P = 0.8579) (Tabelas 1 e 4). No entato, 0s
silos contendo milho moido produziram 59.56% mais gas que o silos sem aditivos e
60.69% que o silos contendo aditivo Micro (Tabela 4). A recuperacdo de materia seca dos
silos contendo milho moido foram 4.81% menos que silos sem aditivos e 3.64% que 0s

silos contendo aditivo Micro (Tabela 4).

3.3.TESTE DE ESTABILIDADE AEROBICA

N&o houve efeito de interacdo (P>0.05) entre aditivos e tipo de silo (Tabelas 1). Nao
houve efeito de aditivos sobre o pH (P = 0.7677), temperatura (P = 0.5363) e perdas de
materia seca (P = 0.6231) (Tabelas 1 e 5). Mas, o tipo de silo afetou o pH (P = 0.0002),
os silos de PVC tiveram valores menores que os silos Plastic bags. Entretanto, ndo houve
efeito do tipo de silo sobre a temperatura (P = 0.7002) e as perdas de materia seca (P =
0.3902) (Tabelas 1 e 5).
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3.4.POPULACOES MICROBIANAS e Ph

N&o houve efeito de interacdo (P>0.05) entre aditivos e tipo de silo (Tabelas 1). No
silo Plastic bags sem aditivo houve aparecimento de enterobacterias 5.27 logio/g fresh
silage nos demais silos ndo houve presenca. Nao houve efeito dos aditivos sobre a
populacéo de bacterias do acido lactico (P = 0.8178) e fungos (P = 0.54). O tipo de silo
ndo afetou as populacdo de bacterias do acido lactico (P = 0.3598) e fungos (P = 0.2462)
(Tabelas 1 e 6). Entretanto, os silos bags apresentaram maior quantidade de mofo (kg)
por massa ensilada em relagéo ao silo PVC (Tabelas 1 e 6).

Nos silos bags que receberam aditivos o pH aumentou 2 pontos (3.5 para 5.5) nas
primeiras 24 horas (Figura 2A), comportamento diferente do silo de PVC que aumentou
somente 1 ponto (3.5 para 4.5) com a adicdo do Micro (Figura 2B). A temperatura nos
silos bags aumentou a 2 °C em aproximadamente 18 horas independente dos aditivos
(Figura 2C), nos silos de PVC este aumento foi com 36 horas quando foi utilizado aditivos
(Figura 2D).

4. DISCUSSAO

A ensilagem é um dos momentos mais criticos de todo o processo de confecgdo
da silagem, pois se refere as boas préaticas de acondicionamento, armazenagem e vedacdo
do silo para garantir a fermentacdo adequada, a conservagdo e a manutencao da qualidade
da biomassa trazida da lavoura. Nesta fase o potencial de qualidade da silagem
proveniente de boas lavouras pode ser perdido em decorréncia de erros no processo. Um
outro fator importante sobre a utilizacdo ou ndo de aditivos, isso depende de um
conhecimento prévio sobre o desafio que a forragem apresenta para ser ensilada, e como
o0s aditivos em questdo funcionam e interferem no processo.

Assim, ao avaliarmos a composi¢do quimica das silagens observamos que o teor
de MS na silagem ndo foi afetado (P = 0.6502) com o uso de aditivos, possivelmente a
quantidade utilizada néo foi sufuciente para alterar o teor de MS da silagem. Apesar do
milho moido possuir alto teor de MS e ter grande capacidade de absorver a umidade da
silagem (Andrade and Melotti, 2004). Entretanto, melhorou a composi¢do quimica da

silagem de milheto, com o aumento dos teores de PB, GB, CNF e a reducdo da fragédo
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indigestivel (lignina) (Tabela 2). E possivel que essa mudanca do valor nutricional esteja
associada ao aditivo. Esta melhoria na qualidade nutricional da silagem proporcionada
pelo uso do milho moido como aditivo também foi observado por Rezende et al. (2015)
e Bezerra et al. (2019). O tipo de silo também influenciou na qualidade da silagem de
milheto (Tabela 2). Os silos de PVC apresentaram maiores teor de cinzas, provavelmente
devido a uma menor perda por gases e efluentes nos silos bags esteja associada a este
aumento, devido ao desparecimento da matéria organica (Ashbell and Weinberg, 1992;
Borreani et al., 2017). Entretanto, 0 aumento no teor de CF néo esta claro. A reducgédo no
teor de FDN no silo PVC, pode ser justificada pela manutencdo da condi¢édo anaerobica
mais adequada em relagdo aos silos bags. Um problema do polietileno é quanto a
permeabilidade ao oxigénio, ou seja, ocorrem trocas gasosas entre a silagem e 0 meio
externo, ocorrendo entrada de oxigénio mesmo sem o Plastic bags apresentar danos
fisicos (AMARAL et al., 2014). Quanto ao CNF, para Bernardes et al. (2017) a maior
exposicdo da silagem ao oxigénio nos silos Plastic bags possibilitou o aumento de
microrganimos indesejaveis como por exemplo o mofo (Tabela 6), estes microrganismos
tem sua atividade intensificada na presenca de carboidratos solUveis, acidos e proteinas o
que resulta em um aumento no pH da silagem (Tabela 5). A degradacao da hemicelulose
e do amido por muitos anos foi negligenciada (Ning et al., 2017), no entanto, alguns
estudos demonstraram que ocorre degradacdo dos mesmos no processo de ensilagem
(MUCK, 1990; CHEN et al., 2015). Melvin (1965) e Yahaya et al. (2001) indicaram que
o0s produtos da degracdo da hemicelulose (xilose) e do amido (glicose) podem servir como
substratos para 0s microrganismos produzirem acidos durante o processo de ensilagem.
Neste estudo, observamos a reducdo nos teores de hemicelulose e celulose quando
adicionamos o MM, este achado corrobora com os estudos feitos por Melvin (1965);
Yahaya et al. (2001) e Ning et al. (2017) em que, os carboidratos estruturais podem servir
como substratos microbianos para a producéo de &cidos durante o processo de ensilagem.

A técnica da producdo de gas in vitro pode refletir com grande acuracia a
digestibilidade in vivo dos alimentos em ruminantes, sendo rapida e de baixo custo
(PRASAD et al., 1994; KITESSA et al., 1999; NIDERKORN & BAUMONT, 2009).
Para Nshlai et al. (1994) a composicao quimica dos substratos incubados pode influenciar
na producéo de géas, porém, neste estudo apesar de observamos a mudanga na composi¢ao
quimica em relacéo aos fatores analisados, ndo encontramos efeito dos diferentes aditivos
e do tipo de silo sobre a producéo de gés (Tabela 3, Figura 1). Outro fato a ser observado

seria as concentragGes de proteina bruta, pois Bach et al. (2005) observaram que abaixo
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de 70 g/kg pode restringir a atividade microbiana devido a falta de nitrogénio. Os altos
teores da fracdo indigestivel da fibra (lignina) pode ter contribuido para a reducdo do
volume do gas cumulativo das silagens, devido a menor disponibilidade de carboidratos
fermentesciveis no rimen. Entretanto, Getachew et al. (2004) chamam a atencéo pelo fato
do efeito da fermentacdo da FDN tornar-se menos importante a medida que seus niveis
decrescem, devido ao aumento do CNF, com isso, ocorre a mudanca do perfil da produgéo
cumulativa de gas, cuja taxa de degradacdo é maior causando um pico de fermentacao.
NOs observamos que apesar de nao haver diferenca (P = 0.1960) o tempo gasto para que
a metade do gas assintotico fosse formado foi menor (8.864 ~9 h) quando utilizamos o
milho moido (Tabela 3). As taxas de producdo gas tiveram um pico nas primeiras horas
de incubacdo, sendo maior nos silos bags, porém, teve a menor a taxa final (Figura 1A, C
e E), ao contrério dos silos de PVC, que tiveram a taxa inicial menor, mas uma taxa de
producdo final maior (Figura 1B,D e F).

A producédo de silagem de alta qualidade e a reducdo das perdas € um desafio,
apesar de algumas dessas perdas serem inevitaveis (Borreani et al., 2017). Neste estudo
avaliamos somente as perdas do silo PVC e observamos que os aditivos ndo afetaram as
perdas por gases, por efluentes e na recuperacdo da MS (Tabelas 1 e 4). Entretanto,
quando inoculamos o Micro na silagem, observamos menor perda de gases em relagdo a
silagem sem aditivo (2.79% [5.57/5.73]) e a silagem com milho moido (60.69%
[5.57/14.17]). As perdas por gases estdo associadas ao tipo de fermentacdo que ocorre
durante o processo de ensilagem. Quando a fermentacdo ocorre por bactérias
homofermentativas (Lactobacillus plantarum e Propionibacterium acidipropionici), a
glicose é utilizada como substrato produzindo &cido latico, promovendo perdas menores.
Todavia, quando a fermentacdo se da por bactérias heterofermentativas é produzido além
do &cido latico, gas carbbnico (CO>) e etanol culminando em significantes perdas por
gases (1 glicose — 1 acido latico + 1 etanol + 1 CO2). As maiores producgdes de gases
estdo associadas a presenga de enterobactérias (1 glicose — 1 4cido latico + 1 etanol + 2
CO2 + Hy), destacando-se que a fermentag&o butirica é ocasionada por bactérias do género
Clostridium (McDonald et al., 1991; Muck, 2010). No caso deste estudo, a utilizacdo de
milho moido gerou uma perda gas muito grande, que provavelmente seja devido a maior
quantidade carboidrato soltvel disponivel para o processo fermentativo. As perdas por
efluentes teve comportamento semelhante a perda por gases (Tabela 4). Segundo
McDonald et al. (1991) producéo de efluentes representam perdas do valor nutricional da

silagem, culturas com alto teor de umidade (acima de 75%) na ensilagem apresentam

53



maiores perdas por efluentes. Apesar de produzir cerca de 6.4% mais efluentes que a
silagem sem aditivo, a utilizacdo do milho moido proporcionou melhoria na qualidade
nutricional da silagem (Tabela 2). A recuperacdo da MS nédo foi influenciada pela
utilizacdo de aditivos neste estudo, porém, observamos que o Micro reduziu com maior
eficiéncia (3.64% [88.64/91.99]) as perdas fermentativas em relacdo ao milho moido.
Para Borreani et al. (2017) de forma geral, os inoculantes homofermentativos sdo
eficientes na reducdo de perdas de MS. Além disso, a recuperacdo de MS ¢é altamente
afetada pelas perdas por gases e por efluentes no material ensilado, sendo inversamente
proporcional, ou seja, nos tratamentos com maiores perdas por producao de gases e por
efluentes, a recuperacdo de matéria seca € menor (PACHECO et al., 2014).

Quando o processo de ensilagem ¢é realizado, tem como principal objetivo manter
a qualidade original da forrageira colhida. A ocorréncia de um bom processo fermentativo
auxilia na manutencdo da estabilidade aerdbica e garante que a silagem mantenha sua
qualidade por um tempo maior (MUCK, 2010). A estabilidade aerdbia da silagem pode
ser conceituada como a resisténcia da massa de forragem a deterioracdo ap6s a abertura
do silo, ou seja, a velocidade com que a massa deteriora apds exposta ao ar (Jobim et al.,
2007). Assim, ao analisarmos o presente estudo observamos que a temperatura da silagem
néo foi afetada pelos inoculantes (P = 0.5363) e tdo pouco pelo tipo de silo (P = 0.7002).

Entretanto, ao longo das 168 horas houve efeito dos aditivos (P < 0.05) entre o
tipo de silo (Figuras 2 C e D). NGs observamos neste estudo que nas primeiras 36 horas
houve o pico de temperatura na silagem produzida no silo Plastic bags, ja a silagem feita
no silo de PVC o pico de temperatura foi em 54 horas. Para Woolford (1990), o aumento
inicial da temperatura é causado pelo crescimento de leveduras e fungos filamentosos,
porém, ap6s algum tempo, segundo Muck & Pitt (1992), a elevacédo do pH (acima de 5.0)
pode propiciar o crescimento de bacilos que podem causar um segundo aumento de
temperatura do material. Este fato foi observado neste estudo (Figura2 A e B). O tipo de
silo influenciou (P = 0.0002) o pH, sendo que a silagem no silo PVC foi mais baixa que
nos silos bags (Tabela 1). Os silos bags (polietileno) podem apresentar permeabilidade ao
oxigénio, em uma temperatura de 25 °C, a troca gasosa entre o interior do silo e do
ambiente é por volta de 1 litro/m?, sendo que este valor é de um Bag integro e sem danos
fisicos (GREENHILL, 1964). Isto pode tornar a silagem mais propensa a deterioragédo
aerobia devido ao aumento da permeabilidade dos Bags, pois a aeracdo desta massa
permite a acdo de leveduras que oxidam os &cidos organicos conservantes da silagem,

podendo desencadear a degradagdo aerobia e a elevacdo do pH. Neste estudo, a silagem
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dos silos bags aumentaram de 3.5 para 5.5 (2.0 pontos) em 24 horas, ja a silagem nos silos
de PVC teve aumento de 2.0 no pH em 72 horas (Figuras 2A e B). Em relagdo as perdas
de MS, esta variavel ndo foi afetada pela utilizacdo de aditivos (P = 0.6231) nem pelo tipo
de silo (P = 0.3902), apesar disso, a silagem nos silos PVC teve maiores perdas (CON =
38.41%; GC = 39.91%). Entretanto, a silagem nos silos PVC com a adi¢do do Micro teve
menores perdas (17.71%). O Lactobacillus plantarum um dos inoculantes utilizado neste
estudo tem objetivo de para aumentar a producéo acido latico, consequentemente, reduzir
a perda de MS durante e fermentacdo (MCDONALD et al., 1991; MUCK, 2010).

A composicao microbiologica do material ensilado tem grande influéncia sobre a
qualidade da silagem produzida. Para que o processo de ensilagem seja realizado com
sucesso, além de ter a fermentacdo lactica, alguns microrganismos que sdo indesejaveis
ao processo devem ser inibidos, sdo eles: Clostridium sp, enterobacteérias, leveduras e
fungos (MUCK, 2010). Neste estudo, observamos contagens para enterobactérias
somente no silo Plastic bags sem aditivo, este fato esté relacionado ao crescimento ativo
das Bactérias do acido lactico (BAL’s) durante o processo fermentativo, pois a reducio
do pH para valores entre 3.8 a 5.0, favorecendo o declinio da populacédo de enterobactérias
rapidamente, tornando-se as BAL’s os principais microrganismos na silagem
(MCDONALD etal., 1991). Neste estudo, ndo foi observado efeito dos aditivos tdo pouco
do tipo de silo (P > 0.05) sobre a microbiologia da silagem, com excecdo da quantidade
de mofo (g/kg) em relacdo ao tipo de silo (Tabelas 1 e 6). A presenca de oxigénio favorece
o crescimento de leveduras, fungos e bactérias que produzem acido acético na silagem, a
partir dos produtos da fermentacéo e dos acucares da silagem, resultando na producéo de
CO;,, 4gua e calor (MUCK, 2010). A medida que os produtos da fermentacdo s&o
utilizados, o pH aumenta (Tabela 5, Figura 2A). O pH acima de 5.0 favorece grande
variedade de outros microrganismos aerobios se desenvolverem, causando aquecimento
(Figura 2C) e reduzindo a qualidade de silagem (MCDONALD et al., 1991; MUCK,
2010). Assim, observamos que a utilizacao do silo Plastic bag na confec¢édo da silagem
causa uma maior exposicdo da silagem ao oxigénio, resultando em maior deterioracdo da
silagem. Para Kung Jr et al. (2018) a quantificacdo de leveduras e mofos na silagem é
muito util, pois grandes quantidades de leveduras na silagem geralmente esta associado a
altas concentragdes de etanol e pode ser inversamente relacionado com a estabilidade
aerobica, este fato também foi observado neste estudo (Figura 2C). Apesar de ndo ter sido
diferente estatisticamente (P = 0.2462) os silos bags tiveram 31.55% a mais de fungos

que nos silos PVVC sem a utilizaco de aditivos (Tabela 6). Embora neste estudo, ndo tenha

55



ocorrido efeito dos aditivos (P = 0.8178) tdo pouco do tipo de silo (P = 0.3598), a
utilizagdo dos aditivos aumentou a populagdo de BAL’s nas silagens. As BAL’s
apresentam papel fundamental no processo de ensilagem, pois alem de inibir o
crescimento de microrganismos deterioradores, possibilitam uma maior recuperacdo da
energia dos carboidratos fermentados por meio da producéo de acido latico. Ressaltando
dessa forma a importancia da utilizacdo de algum tipo de aditivo no processo de
ensilagem, sendo eles utilizados como ferramentas que ajudam a assegurar que 0 processo
de ensilagem fique dentro dos limites aceitaveis (MUCK, 2010; BORREANI et al., 2017).

5. CONCLUSOES

A utilizacdo de milho moido (50 g por kg de material ensilado) melhorou o valor
nutricional da silagem de milheto, por outro lado, maximizou as perdas pricipalmente de
gases, além de promover aquecimento da silagem. Por sua vez, o inculante propiciou
melhor estabilidade aerdbica da silagem de milheto.

O silo Plastic bag sem vacuo ndo se mostrou eficiente no processo de ensilagem

como os silos de PVC, resultando em uma silagem de qualidade inferior.
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TABELAS

Tabela 1 — Valores de P relativos as variaveis medidas analisadas para os efeitos dos aditivos, métodos

de ensilagem e interagéo entre estes.

Varidveis Aditivos Métodos Interacdo
Matéria seca, g/kg de alimento 0.6502 0.8644 0.3864
Proteina bruta, g/kg 0.0384 0.5053 0.7284
Gordura bruta, g/kg 0.0004 0.0391 0.5212
Cinzas, g/kg 0.0021 0.0042 0.3999
Fibra insoluvel em detergente neutro, g/kg <0.0001 0.0004 0.0810
Fibra insoluve em detergente &cido g/kg 0.014 0.3525 0.9632
Carboidratos néo fibrosos, g/kg <0.0001 0.0004 0.0717
Lignina, g/kg 0.0007 0.6600 0.4455
Hemicelulose, g/kg 0.0007 0.0038 0.3286
Celulose, g/kg 0.0039 <0.0001 0.1377
Parametro A (Producéo de gas), mg/g MO 0.5944 0.7991 0.9322
Parametro B (Producao de géas), h 0.1960 0.9280 0.3943
Pardmetro C (Producdo de gés) 0.2603 0.9875 0.7434
Perda de gases, % MS 0.3871 - -
Perdas de efluentes, kg/t matéria fresca 0.8371 - -
Recuperacdo de matéria seca, % MS 0.8579 - -
Temperatura, °C 0.5363 0.7002 0.4652
pH 0.7677 0.0002 0.7836
Perdas de matéria seca, g/kg 0.6231 0.3902 0.5591
Mofo, kg de massa ensilada 0.1194 0.0003 0.0755
Mofo, % de massa ensilada 0.1814 0.0613 0.0884
Bactérias do &cido, logio/g silagem fresca 0.8178 0.3598 0.8871
Fungos, logio/g silagem fresca 0.5400 0.2462 0.1130

MS = Matéria seca. Métodos = Métodos de ensilagem (Bag = Silo Bag [51 x 110 cm e 200 micras] e PVC
= Policloreto de vinila).
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Tabela 2- Efeitos de aditivos e métodos de ensilagem na composicado quimica da silagem

de milheto.

Variaveis CON MM Micro SEM
MS

Bag 272.9 259.7 269.71 3.938
PVC 256.68 271.74 278.52 4.298
PB

Bag 63.38 b 71.64 a 62.76 b 2.274
PVC 68.38 b 74.78 a 61.39b 2.224
GB

Bag 18.21 Bb 23.02 Ba 18.80 Bb 0.802
PVC 20.47 Ab 27.26 Aa 19.83 Ab 0.944
Cinzas

Bag 10.86 Aa 9.9 Ab 10.95 Aa 0.223
PVC 9.92 Ba 8.15 Bb 10.32 Ba 0.251
FDN

Bag 623.56 Aa 553.18 Ab 639.19 Aa 10.940
PVC 589.67 Ba 459.87 Bb 610.3 Ba 13.817
FDA

Bag 39091 a 343.89b 404.37 a 7.793
PVC 381.72 a 325.69 b 385.33 a 9.177
CNF

Bag 283.99 Bb 342.26 Ba 268.32 Bb 9.340
PVC 311.57 Ab 429.94 Aa 298.16 Ab 11.859
LIG

Bag 4198 a 37.23b 42.77 a 0.781
PVC 42.25a 33.94b 43.84 a 1.125
Hemic

Bag 232.65 Aa 209.29 Ab 234.82 Aa 5.038
PVC 207.95 Ba 171.12 Bb 224.97 Ba 5.439
Cel

Bag 348.93 Aa 306.66 Ab 361.23 Aa 7.086
PVC 339.46 Ba 256.87 Bb 341.49 Ba 9.594

CON = Controle; MM= Milho moido; Micro = Lactobacillus plantarum (2,5 x 10%° ufc/g) e
Propionibacterium acidipropionici (2,5 x 10 ufc/g); Bag =silo saco (51 x 110 cm e 200 micras); PVC =
cloreto de polivinila; SEM = Erro padrdo da média; MS = Matéria seca; PB = proteina bruta; GB = Gordura
bruta; FDN = fibra detergente neutro; FDA= fibra em detergente &cido; CNF = carboidrato néo fibroso;
LIG = Lignina Hemic = Hemicelulose; e Cel = Celulose, todos expressos em g/kg.

*As médias seguidas das diferentes letras mailsculas em uma coluna e as letras das linhas nas linhas
diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Tabela 3 — Efeitos dos aditivos nos parametros de producao de gas da silagem de milheto.

Variaveis CON SE MM SE Micro SE
Parametro A, mg/g MO

Bag 29.039 2.011 28.830 3.236 29.352 1.377
PVC 27.953 2.424 28.69 1.98 28.543 2.716
Parametro C

Bag 0.857 0.0390 0.932 0.1039 0.884 0.0310
PVC 0.813 0.0513 0.974 0.0745 0.829 0.0574
Parametro B, h

Bag 48.592 8.174 32.728 9.835 41.650 4.737
PVC 41.609 9.395 23.867 3.977 41978  10.215

CON = Controle; MM = Milho moido; Micro = Lactobacillus plantarum (2,5 x 10° ufc/g) e Propionibacterium
acidipropionici (2,5 x 10° ufc/g); Bag = Saco Silo (51 x 110 cm e 200 micras); PVC = cloreto de polivinila;
MO = Matéria Organica; SE = Erro padrao.

*As médias seguidas das diferentes letras maiGsculas em uma coluna e as letras das linhas nas linhas diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 4 — Efeitos dos aditivos nas perdas e recuperacdo de matéria seca da silagem de

milheto.

Variaveis COM MM Micr SEM
Perdas de gases, % DM 5.73 14.17 5.57 1.572
Perdas de efluentes, kg/t matéria

fresca 1.17 1.25 1.13 0.049
Recuperacdo de matéria seca, % MS 93.12 88.64 91.99 2.552

CON = Controle; MM = Milho moido; Micro = Lactobacillus plantarum (2,5 x 10%° ufc/g) e Propionibacterium
acidipropionici (2,5 x 10° ufc/g); Bag = Saco Silo (51 x 110 cm e 200 micras); PVC = cloreto de polivinila;
SEM = Erro padrdo da média; MS = Matéria seca.
*As médias seguidas das diferentes letras maiGsculas em uma coluna e as letras das linhas nas linhas diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Tabela 5 — Efeitos de aditivos e métodos de ensilagem na estabilidade aerobia de sete dias

da silagem de milheto.

Varidveis CON MM Micro SEM

Temperatura, h

Bag 32.05 32.36 31.47 0.222
PVC 32.52 31.81 32.01 0.193
pH

Bag 534 A 549 A 5.66 A 0.098
PVC 481 B 478 B 482B 0.118
Perdas de mateéria seca, g/kg

Bag 79.06 54.64 86.91 9.141
PVC 128.37 90.94 71.51 15.901

CON = Controle; MM= Milho moido; Micro = Lactobacillus plantarum (2,5 x 10% ufc/g) e Propionibacterium
acidipropionici (2,5 x 10° ufc/g); Bag = Saco Silo (51 x 110 cm e 200 micras); PVC = cloreto de polivinila;
SEM = Erro padrdo da média.

*As médias seguidas das diferentes letras maiGsculas em uma coluna e as letras das linhas nas linhas diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 6 — Efeitos de aditivos e métodos de ensilagem na microbiologia da silagem de
milheto.

Variaveis CON MM Micro SEM
Bacteérias do &c. Lé4ctico, logio/g silagem

fresca

Bag 6.66 7.12 6.89 0.191
PVC 6.15 6.30 6.71 0.347
Fungos, logio/g silagem fresca

Bag 7.32 5.56 5.64 0.286
PVC 5.01 7.46 7.66 0.409
Mofo, kg de massa ensilada

Bag 141 A 0.33A 058A 0.084
PVC 0.05B 0.11B 0.12B 0.016
Mofo, % de massa ensilada

Bag 9.75 2.57 3.97 0.293
PVC 1.6 1.48 4.01 0.528

CON = Controle; MM= Milho moido; Micro = Lactobacillus plantarum (2,5 x 10%° ufc/g) e
Propionibacterium acidipropionici (2,5 x 10 ufc/g); Bag = Saco Silo (51 x 110 cm e 200 micras); PVC
= cloreto de polivinila; SEM = Erro padrdo da média.

*As médias seguidas das diferentes letras mailsculas em uma coluna e as letras das linhas nas linhas
diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 1 - Perfis de producdo cumulativa de géas e taxa de producdo de gas da silagem de milheto
com diferentes aditivos e métodos de ensilagem. No painel (A) Bag CON; (B) PVC CON; (C) S=Bag
com milho moido; (D) Milho moido no PVC; (E) Bag Lactobacillus plantarum (2,5 x 1010 ufc/g) e
Propionibacterium acidipropionici (2,5 x 10 ufc/g); e (F) PVC Lactobacillus plantarum (2,5 x
10%° ufc/g) e Propionibacterium acidipropionici (2,5 x 10%° ufc/g).
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Figura 2 - Valores de pH e temperatura da silagem de milheto com diferentes aditivos e métodos
de ensilagem por sete dias. CON = Controle; MM = Milho moido; Micro= Lactobacillus
plantarum (2,5 x 10% ufc/g) e Propionibacterium acidipropionici (2,5 x 10%° ufc/g); Bag = Saco
Silo (51 x 110 cm e 200 micras); PVC = cloreto de polivinila. No painel (A) Bag; (B) PVC; (C)

Bag; e (D) PVC.
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CAPITULO. 2 - EFEITO DE QUITOSANA SOBRE O PERFIL
FERMENTATIVO DE SILAGENS DE MILHO, MILHETO E SORGO

Resumo - O objetivo com o presente estudo foi avaliar o efeito do aditivo
microbiologico (Lactobacillus plantarum e Propionibacterium acidipropionici),
quitosana e o blend (aditivo microbiolégico e quitosana) na composi¢do quimica,
digestibilidade in vitro, perfil fermentativo, perdas, estabilidade aerdbia e populacédo
microbiana de silagens de milho, milheto e sorgo. Foi utilizado um delineamento em
blocos casualizados em um esquema fatorial 3 x 4, sendo trés culturas (milheto, milho e
sorgo) e quatro aditivos: Controle (sem aditivo), aditivo microbiologico (Lactobacillus
plantarum e Propionibacterium acidipropionici -2.5 x 10%° ufc/g - Biomax milho,
Lallemand, Saint-Simon, France [Micro]), quitosana [Polymar Industria, Ceard, Brasil])
1%/kg de material ensilado) e Blend (Quitosana [0,5%] mais aditivo microbiologico [2
g/t de forragem]), com cinco repeticGes por tratamento. Para determinagdo do valor
nutricional foram realizados as analises quimicas e a producdo de gas in vitro das
silagens. Além disso, foram determinados a estabilidade aerobica, pH e populacéo
microbiana das silagens. Nao houve efeito de interacdo (P>0.05) entre aditivos e tipo de
cultura. A utilizagdo do aditivo microbiologico diminuiu o pH nas silagen de milheto,
milho e sorgo (P<0.0001), ja entre as culturas a silagem de milheto teve um pH menor
(P<0.0001) em relagdo as demais. N&o houve efeito de aditivo (P = 0.0619) e entre
culturas (P = 0.3935) sobre 0 N-NHs, Os aditivos ndo afetaram as perdas por gases (P =
0.3984) e efluentes (P = 0.6891) e t&o pouco a recuperacdo de MS (P = 0.3019). Nao foi
detectada presenca de enterobacterias nas contagens bacterianas. A utilizacéo de aditivos
ndo afetou as populacdes de bacterias do acido lactico (P = 0.9481) e fungos (P =
0.0719). A estabilidade aerobia da silages de milheto (P = <0.0001), sorgo (P = 0.0019)
e milho (P = 0.0002) foram afetadas pelos aditivos utilizado ao longo das horas (P <
0.05). A quitosana melhorou a composi¢do quimica das silagens.

Palavras-chave: conservacéo, antimicrobiano, valor nutritivo.
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1. INTRODUCAO

O armazenamento da forragem utilizando a técnica de ensilagem recebe maior
énfase por parte dos produtores, por apresentar excelentes resultados. No entanto,
alguns fatores devem ser levados em consideracdo e o principal deles é respeitar as
caracteristicas de cada cultura utilizada, que podem influenciar diretamente a
qualidade da silagem. Especificamente para o processo de ensilagem, a qualidade
final do alimento est& diretamente relacionada ao material que lhe deu origem e as
condicdes em que o mesmo foi ensilado (Loures et al., 2003; Jobim et al., 2007). O
Brasil possui diversas espécies de forrageiras que possuem potencial para serem
ensiladas, entre elas temos as culturas do milheto (Pennisetum glaucum), milho (Zea
mays) e sorgo (Sorghum bicolor). O processo de ensilagem ocorre por meio do
crescimento de microrganismos principalmente aqueles presentes na propria planta
forrageira (microrganismos epifiticos), que utilizam os substratos da massa ensilada
como o0s carboidratos, para produzir &cidos organicos que contribuem para a
diminuicdo do pH, proporcionando a conservagdo da forragem (Muck, 2010;
Borreani et al., 2018).

Outro fator importante no processo de ensilagem é a escolha do aditivo. Os
aditivos usados no processo de ensilagem devem possibilitar maior producdo de
acidos organicos e rapida reducfes no pH, isso para inibir efetivamente a atividade
de Clostridium sp., além de elevar a recuperacdo de nutrientes e a energia da
forragem, com consequente beneficio no desempenho dos animais (Hermann et al.,
2011). Substancias organicas ou inorganicas, bidticas ou abidticas, tem sido estudada
no intuito de modificar o processo fermentativo, reduzir perdas e/ou melhorar o valor
nutricional das silagens (Borreani et al., 2018). Existem no mercado diversas
composicdes de inoculantes, geralmente, os produzidos a partir de bactérias
homoléticas séo utilizados para melhorar o padréo fermentativo do material ensilado,
enquanto inoculantes de bactérias heterolaticas sdo utilizados com o intuito de
aumentar a estabilidade aerébia (SILVA et al., 2011; QUEIROZ, 2014). Dentre as
bactérias homolaticas o Lactobacillus plantarum é uma das mais utilizadas, devido
ao seu vigoroso crescimento, tolerancia ao meio acido e potencial elevado de
producéo de acido latico (MUCK, 2010). Ja no grupo das bactérias heterolaticas o
Propionibacterium acidipropionici ¢ empregado, pois utiliza o acido latico e a

glicose como substrato para producéo de &cido acético e propidnico, 0s quais sdo
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efetivos no controle de fungos em condicbes de baixo pH (ZOPOLLATTO et al.,
2009).

A quitosana é um biopolimero obtido pela desacetilacdo parcial da quitina, o
segundo biopolimero mais abundante na natureza, e o principal componente do
exoesqueleto de crustaceos e insetos (SENEL e MCCLURE, 2004). A atividade
antimicrobiana da quitosana € bem conhecida contra bactérias e fungos (Senel e McClure,
2004), e tem sido utilizada como modulador ruminal (GOIRI et al., 2010). Recentemente,
estudos avaliando a inclusdo de quitosana em substituicdo de aditivos para melhoria do
perfil fermentativo e na preservacdo da qualidade da silagem, foram iniciados, porém,
ainda ha um namero pequeno de trabalhos publicados (GANDRA et al., 2016; GANDRA
et al., 2018; DEL VALLE et al., 2017), apesar de demonstrarem resultados muito
relevantes sobre a utilizacdo da quitosana no processo de ensilagem, ainda sao
inconclusivos sobre sua eficiéncia(GANDRA et al., 2016; GANDRA et al., 2018; DEL
VALLE etal., 2017).

Assim, nds hipotetizamos que: a) os aditivos afetariam positivamente o padréo
fermentativo, o valor nutritivo e a estabilidade aerobica das silagens de milho, milheto e
sorgo e b) a quitosana reduziria a populacdo de fungos e as perdas no processo de
ensilagem. Diante disso, 0 objetivo com o presente estudo foi avaliar o efeito do aditivo
microbioldgico (Lactobacillus plantarum e Propionibacterium acidipropionici),
quitosana e o blend (aditivo microbiolégico e quitosana) na composi¢do quimica,
digestibilidade in vitro, perfil fermentativo, perdas, estabilidade aerobia e populacédo

microbiana de silagens de milho, milheto e sorgo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.LOCALIZACAO, PLANTIO E DESENHO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ) - Campus Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil (21°48°09’S, 41°17°28”W e 12m
altitude) e no Laboratério de Zootecnia da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF) - Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil (21°45°41”’S, 41°17°27”W)
e 10m altitude. O clima da regido Norte Fluminense é classificado como Aw, isto é,

tropical tmido, com verdo chuvoso, inverno seco (Kdppen, 2013), com precipitacdo anual
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de 1.020 mm (Fonte).

O plantio do milheto (Pennisetum glaucum L.) cv. BRS 1501, do sorgo (Sorghum
bicolor) cv. BRS8010 e do milho (Zea Mays) cv. PR1150 foi realizado no Campus
experimental da UFRRJ, localizado em Campos dos Goytacazes, RJ. A semeadura foi
realizada em janeiro de 2019 de forma manual, em parcelas constituidas de cinco fileiras
de 5 m de comprimento cada, com espacamento entre fileiras de 0,70 m, sendo utilizadas
60; 13 e 6 sementes por metro linear para as culturas do milheto, sorgo e milho,
respectivamente.. O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados,
com trés culturas de interesse agricola (milho, sorgo e milheto) e oito repeticdes cada,
totalizando 24 unidades experimentais. No plantio, foram 200 kg ha*, da formula 08-
28-16 de NPK.

2.2.TIPO DE ADITIVOS E DESENHO EXPERIMENTAL

O milheto, foi colhido manualmente em cada parcela, ap6s 60 dias do plantio, e o
milho e o sorgo olhido manualmente em cada parcela, apds 90 dias do plantio em
seguida, picados em maquina forrageira estacionaria (Modelo JF Maxxium, JF
Maquinas Agricolas LTDA, Brazil) com tamanho médio de particula de de + 1.5 cm.

Foram utilizados silos de Polyvinyl (PVC) com 150 mm de diametro x 50 cm de
altura, contendo valvula de Bunsen para escape dos gases. Nos silos de PVC foram
colocados aproximadamente 600 g de areia seca, separada por tecido de algoddo para
determinar as perdas por efluentes. Os silos foram cheios com densidade de 600 kg/m?®
(materia natural ensilada) e em seguida, todos os silos foram armazenados em
temperatura ambiente de 25+2.3 °C, durante 90 dias.

Foi utilizado o delineamento em blocos casualizados em um esquema fatorial 3 x 4,
sendo trés culturas (milheto, milho e sorgo) e quatro aditivos: Controle (sem aditivo),
aditivo microbiologico (Lactobacillus plantarum e Propionibacterium acidipropionici -
2.5 x 100 ufc/g - Biomax milho, Lallemand, Saint-Simon, France [Micro]), quitosana
(especificacOes técnicas: densidade aparente de 0,64 g / mL, 20,0 g / kg de cinzas, 7,0-
9,0 de pH, viscosidade < 200 cPs e nivel de desacetilacdo de 95% [Polymar Industria,
Ceard, Brasil]) 1%/kg de material ensilado) e Blend (Quitosana [0,5%] mais aditivo

microbiologico [2 g/t de forragem]), com cinco repeticdes por tratamento.
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Os aditivos foram aplicados manualmente, antes da ensilagem. O inculante
microbiano foi utilizado conforme as recomendacg6es do fabricante (2 g/t de forragem),

sendo diluido em &gua e pulverizado sobre o material.

2.3 COMPOSICAO QUIMICA

As amostras da forragem antes da ensilagem e das silagens foram secas em estufa de
ventilacdo forcada a 55 °C por 72 horas. Apés a obtencdo da amostra seca ao ar, as
amostras foram moidas em moinho tipo Wilye, com peneira de 1mm de crivo. Foram
analisados os teores matéria seca total (MS, Método AOAC 967.03, AOAC, 1990),
gordura bruta (GB, Método AOAC 2003.06; Thiex et al., 2003), matéria mineral (MM,
Método AOAC 942.05, AOAC, 1990), teor de proteina bruta ([Nx6.25]PB, Método
AOAC 984.13 e Método AOAC 2001.11; Thiex et al., 2002), fibra insoluvel em
detergente neutro utilizando a amilase termoestavél sem a excluséo das cinzas (FDNa,
método INCT-CA F-001/1; Detmann et al., 2012), fibra insolGvel em detergente acido
(FDA) foi determinada de acordo com método INCT-CA F-003/1descrita por Detmann
et al. (2012) e lignina (MOLLER, 2009). O teor de carboidratos néo fibrosos (CNF) foi
estimado como: CNF(gkg)=1000-PB-GB-Cinza-FDN.

A fracdo hemicelulose foi calculada pela diferenca entre os teores de FDN e FDA, ja

a celulose pela diferenca entre os teores de FDA e Lignina, expressos em g/kg DM.

2.4 CINETICA DE PRODUCAO DE GAS, DIGESTIBILIDADE IN VITRO E
ESTIMATIVA DAS ENERGIAS METABOLIZAVEIS E LIQUIDAS

Os procedimentos experimentais para 0s animais usados no presente estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais Experimentais da UENF, protocolo
419/20109.

Foram utilizados quatro ovinos canulados no rimen, com massa corporal de 45+ 3,2
kg como doadores do fluido ruminal, que foram mantidos em baias coletivas com
comedouro e bebedouro. Antes das coletas do fluido ruminal os ovinos foram adaptados
por 14 dias a uma dieta com feno de tifton 85 e concentrado para atender as exigéncias
de mantenca de energia. Apos este periodo iniciou-se as coletas do fluido ruminal, sendo
as coletas realizadas momentos antes da alimentacao diurna, conforme Yéafez-Ruiz et al.

(2016). O fluido ruminal (liquido e so6lido) foi coletado em varios pontos da interface
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liquido-solido do ambiente ruminal para cada bateria de incubacéo. Foi utilizada a solucao
tampé&o de McDougall (1948) e 500 mg de amostra das silagens foram adicionados em
vidros de penicilina @mbar, juntamente com 50 ml do in6culo previamente preparado
(relacéo 1:4, fluido ruminal e solucdo tampao, respectivamente). O espaco livre nos vidros
foi imediatamente saturado com CO., sendo esses fechados e levados ao banho maria.
Durante o periodo de incubag&o os vidros foram agitados com o objetivo de homogeneizar
0 conteddo dos mesmos.

Os perfis de tempo da producdo acumulada de gas foram obtidos conforme Abreu et
al. (2014). As medicdes de pressdo e volume foram realizadas nos tempos 0; 1; 2; 3; 4; 6;
8; 10;12; 16; 20; 24; 30; 36 e 48 horas ap0s a adi¢ao do indculo ruminal. A pressao e o
volume cumulativo dos gases da fermentacdo foram obtidos somando-se as leituras
corrigidas para 0 marco nos tempos subsequentes ao tempo zero.

Para estimar os perfis de producédo cumulativa de gases foi utilizado o modelo de Groot

et al. (1996):
G =A/(+ (B¢ /t%)) Eq.1
Ry(mLh™) = ((C x t€1) /(B¢ + t°)) Eq.2

Em que, o parametro G representa a quantidade de gas produzido por unidade de matéria
seca (MS) incubada no tempo t apds o periodo de incubacdo das amostras; o parametro A
representa a producdo de gas assintética (mg/g MS); o parametro B é o tempo (h) apds a
incubacdo em que a metade do gas assintético foi formado, t representa a velocidade da
producdo de gas; o parametro C € uma constante que determina a nitidez da caracteristica
da alteracdo da curva. Rm representa a taxa méxima de produgdo de gas quando a
populacdo microbiana ndo limita o processo fermentativo e a digestao nao é reduzida por
barreiras quimicas ou estruturais do material potencialmente digestivel.

A determinacdo da digestibilidade in vitro centrou — se sobre uma etapa de
digestdo em liquido ruminal, omitindo-se a etapa com utilizacdo de pepsina preconizada
por Tilley & Terry (1963). A solucdo tampao foi a mesma citada anteriormente. Para cada
amostra testada, trés amostras de aproximadamente 200 mg, secas ao ar, foram pesadas e
acondicionadas em frascos de penicilina ambar de 100 mL, juntamente com 20 mL da
solucdo tampdo mais o indculo; o espago livre nos frascos foi imediatamente saturado
com CO», sendo esses fechados e levados ao banho maria previamente aquecido a 39°C.

Apos 48 horas de incubagdo, os frascos foram retirados do banho maria e

imediatamente lavados com &gua quente destilada (temperatura superior a 90°C) e o
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material incubado foi filtrado em papel filtro quantitativo (55 I/s m? de permeabilidade ao
ar). Apos a lavagem, estes materiais foram secos (55°C/24 horas seguido de 105°C/16
horas) e pesados, obtendo-se o residuo aparentemente ndo digerido da matéria seca (MS).
Para a avaliacdo da digestibilidade in vitro da FDN, usou-se metodologia descrita por
Detmann et al. (2012). A fracdo potencialmente digestivel foi determinado pela subtracao
da FDN pelo FDNi.

A digestibilidade (D) da MS e da FDN foram calculadas conforme a equagéo: D =
(M — [R — B]/M) x 1000 Eq.3
Em que: M = massa de MS ou de FDN incubada (g); R = residuo de MS ou de FDN da
incubacdo (g); B =residuo de MS ou de FDN obtido nos “brancos” (g).

A energia metabolizavel (EM) e a energia liquida (EL) foram estimadas utilizando
as seguintes equacdes propostas por Menke & Steingass (1987):
EM,M]/kgMS = 0.157 X GP + 0.0084 X PB + 0.022 X GB — 0.0081 X cinzas +

1.06 Eq.4
EL,MJ/kgMS = 0.115 X GP + 0.0054 x PB + 0.014 x GB — 0.0054 X cinzas +
0.36 Eq.5

Em que: GP € a producéo liquida de gas no tempo 24 horas (mL/200 mg DM).

2.5 PERDAS POR GASES E POR EFLUENTES E RECUPERACAO DE MATERIA
SECA

As perdas foram calculadas conforme as equacdes propostas por Jobim et al. (2007):

As perdas de gas foram calculadas utilizando a equacéo 3:
GL = (MSA — MSP)/(MFE x MSE) x 100 Eq.3
Em que: G = perdas de gas (% matéria seca); MSA = massa do silo antes da ensilagem
(kg); MSP = massa do silo ap6s a abertura dos silos (kg); MFE =Massa de forragem na
ensilagem (kg); e MSE = matéria seca ensilada (% matéria seca).

As perdas por efluentes foram calculadas de acordo com a equacéo 4:
EF = {[(MSVa — MSV) — (MSVaa — MSV)]/MFE} Eq.4
Em que: EF = perdas de efluentes (kg / t de matéria fresca); MSVa = massa do silo vazio
+ massa de areia no fechamento (kg); MSV = massa do silo vazio (kg); MSVaa = massa
do silo vazio + massa de areia apés a abertura (kg); e MFE massa de forragem na
ensilagem (kg).
A recuperacgdo da matéria seca foi calculada por meio da equagéo 5:
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RMS = (MFA x MSA)/(MFE x MSE) x 100 Eq.5
Em que: RMS = recuperacdo de matéria seca (% MS); MFA= massa de forragem na
abertura (kg); MSA = teor de matéria seca na abertura (%); MFE = Massa de forragem
na ensilagem (kg); e MSE = matéria seca ensilada (% matéria seca).

2.6 PERFIL FERMENTATIVO

No momento da abertura de cada silo o material foi homogeneizado e deste foi
retirado uma amostra de 25 g de silagem fresca. Em seguida, esta amostra foi processada
com 225 ml de solucdo salina (8.5 g de NaCl/L de &gua destilada) durante 1 minuto, em
liquidificador. O material foi filtrado e foram colhidas trés aliquotas, sendo duas para
determinacdo do perfil fermentativo e uma para a quantificacdo da populacéo
microbiana. Na primeira aliquota, foi aferido o pH e adicionado 0,036N de é&cido
sulfarico para determinacdo do teor de nitrogénio amoniacal (N-NHs), por meio de
destilagdo com Oxido de magnésio conforme descrito por Fenner (1965). A segunda
aliquota foi utilizada para quantificacdo dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) de
acordo com a metodologia de Andrade et al. (2021). Nessa aliquota foram adicionados
0,5 mL de solucgdo de acido sulfarico (50%), conforme Kung Jr. (1996) e armazenadas
a -18°C até a andlise. As concentracbes de AGCC foram determinadas em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC; YL9100 HPLC System [Young Lin]),
equipado com uma coluna Rezex RCM—Monosaccharide Ca*? (8%). Foi utilizada agua
ultra-pura como fase mével com um fluxo de 0,7 mL/min, a temperatura da coluna foi
mantida a 60°C e utilizou-se um detector de indice de refragéo. Previamente foi realizada
uma curva de calibracdo com intervalo de linearidade dos compostos analisados entre

0,5a 1 g/L para os acidos butirico e acético e de 1 a 2 g/L para o acido propidnico.

2.7 POPULACAO MICROBIANA

A terceira aliquota do extrato aquoso da silagem foi filtrada e 9 ml foram adicionados
em tubo falcon estéril e submetidos a diluigdes em série (10 a 10%). Para a contagem de
enterobactérias foi utilizado o meio de cultura VRB (Violet Red Bile) com tempo de
incubacéo de 24 h, a 37 °C. Para a contagem dos fungos foi utilizado o meio de cultura
PDA (Potato Dextrose Agar) com tempo de incubacio de quatro dias a 25 °C e para as

bactérias de acido lactico foi utilizado o MRS (De Man, Rogosa, Sharpe), com tempo de

73



incubacdo de 48 h a 37 °C. As contagens microbianas foram expressas como unidade
formadoras de colbnias por grama (UFC/g). Assim, a contagem microbiana foi
transformada para logio para obtencéo de distribuicdo Lognormal.
2.8 ESTABILIDADE AEROBIA

Apbs a abertura dos silos, 2.0 kg de silagem foram acondicionados em sacos plasticos
de 5.0 kg capacidade, durante sete dias, para avaliacdo da estabilidade aerdbia. Essas
amostras foram mantidas em temperatura ambiente, cuja temperatura foi monitorada a
cada 6h, com data loggers (Log 110 EXF Inconterm; Brazil) inseridos a 10 cm de
profundidade no centro da massa ensilada. A estabilidade aerobia foi calculada como o
tempo, em horas, em que a temperatura da silagem excede em 2 °C a temperatura

ambiente, apds exposta ao ar (Kung Jr. et al., 2000).

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes a composic¢do quimica, perdas, popula¢cdes microbianas, perfil
fermentativo, digestibilidade in vitro e teores de energia metabolizavel e liquida foram
analisados em blocos casualizados em esquema fatorial 3 x 4, com quatro repeticdes. As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, com nivel de significancia de 0.05,
utilizando o pacote MIXED do SAS (version SAS University Edition, SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA).

O seguinte modelo estatistico foi utilizado:

Yije =+ a; + B + afi; + by + ey

Em que: Y;;, € o valor observado para a variavel em estudo referente a k-ésima repeticao
da combinacdo do i-ésimo nivel do fator & com o j-ésimo nivel do fator £; u € media de
todas as unidades experimentais para a variavel em estudo; a; é a adicdo de aditivos nas
silagens com i = 1,2,3,4; B; € o efeito das culturas com j = 1,2,3; af;; é a interagdo entre
a adicdo de aditivos e as diferentes culturas; b, € o efeito do k-ésimo bloco na observacéo;
e;ji € 0 erro associado a observacao Y; .

Os dados da estabilidade aerdbia e o pH foram analisados como medida repetida no
tempo, por meio de analise regressdo com nivel de significancia de 0.05, utilizando o
pacote MIXED do SAS (version SAS University Edition, SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA).

O seguinte modelo estatistico foi utilizado:
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Y =u+a;+ B+ 1 +af +aty + Brjx + aftii + by + e
Em que: Y4, € o valor observado para a variavel em estudo referente a |-ésima repeticao
da combinacéo do i-ésimo nivel do fator « com o j-ésimo nivel do fator 8 na k-ésima hora;
u € média de todas as unidades experimentais para a variavel em estudo; «; € a adi¢do de
aditivos nas silagens com i =1,2,3,4; ; € o efeito das culturas com j = 1,2,3; 7 € o efeito
aleatdrio das horas de avaliacdo com k = 0,24,...,144 para pH e 0,8,16,...,162 para
temperatura; a;; € a € a interagdo entre a adicdo de aditivos e as diferentes culturas; az;
€ a interacéo entre adicdo de aditivos e as horas de avaliagdo; St € a interacdo entre as
culturas e as horas de avaliagdo; aft;j € a interacdo entre adicdo aditivos, culturas e as
horas de avaliagéo; by, € o efeito do I-ésimo bloco na observagao; e;jx; € 0 erro associado

a observagao Y; .

3. RESULTADOS

3.1.COMPOSICAO QUIMICA, DIGESTIBILIDADE IN VITRO E ESTIMATIVAS
DE ENERGIA METABOLIZAVEL E LIQUIDA

N&o houve efeito de interacdo (P>0.05) aditivos x cultura (Tabela 1). No entanto,
observou-se efeito de aditivo sobre sobre os teores de PB, LIG e CEL e de Cultura sobre
todas as caracteristicas avaliadas. Foi observado maior teor de PB, nas silagens tratadas
com quitosana (Tabela 1).

A silagem de milho apresentou maiores teores de MS (P<0.001), GB (P<0.001),
CNF (P<0.001), HEM (P=0.003) e CEL (P<0.001), menores teores FDN (P<0.001), FDA
(P<0.001), LIG (P=0.0029) e cinzas (P<0.001) em relacédo as silagens de milheto e sorgo
(Tabela 1).

Foi observado efeito da interacdo (P<0.05) aditivo x cultura sobre a producéao de
gas e energia metabolizavel e de cultura (P<0.05) sobre a digestibilidade in vitro da MS
e FDN, bem como de aditivo, sobre a sobre a digestibilidade in vitro da MS (Tabela 2).
A utilizacdo da quitosana reduziu nas silagens as concentracfes de energia metabolizavel
(P=0.0002) e liquida (P<0.0001) e a producéo de gas em 24 horas (P<0.0001) (Tabela 2).
Também as silagens de milho e sorgo apresentaram maior producdo gas em 24 horas em
relagdo a silagem de milheto (Tabela 2). A utilizacdo de aditivos (P=0.0418) melhorou a

DIVMS, sendo que a quitosana e o aditivo microbiol6gico proporcionaram aumento na
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DIVMS das silagens de milheto e sorgo, ja a silagem de milho a utilizacdo ou ndo da
quitosana e do Blend ndo melhorou este parametro. A DIVFDN ndo foi afetada pela
utilizacdo de aditivos (P = 0.1194) e nem pela cultura ensilada (P = 0.0223) (Tabela 2).

3.2. PERFIL FERMENTATIVO

N&o houve efeito da interacdo (P>0.05) aditivos x culturas (Tabela 3) sobre o
perfil fermentativo das silagens. No entanto, observou-se efeito de aditivo e de cultura
sobre 0 pH, e de aditivo sobre os teores de acido butirico e de cultura sobre o acido
propidénico (Tabela 3).

Foi observado maior conteido de acido propidnico na silagem de milho (P =
0.0192). Porém, a utilizagdo de quitosana aumentou (P = 0.0329) a concentracéao de &cido

butirico nas silagens (Tabela 3).

3.3. PERDAS E RECUPERACAO DE MATERIA SECA

N&o houve efeito da interacdo (P>0.05) aditivos x tipo de cultura sobre a
recuperacdo de MS (Tabela 4). Os aditivos ndo afetaram as perdas por gases (P = 0.3984)
e efluentes (P = 0.6891), tampouco a recuperacdo de MS (P = 0.3019) (Tabela 4).
Entretanto, a silagem de milho apresentou maior recuperagéo de MS (P = 0.0002) em

comparacao as demais (Tabela 4).

3.4. POPULACAO MICROBIOLOGICA

N&o houve efeito de interagdo (P>0.05) entre aditivos e tipo de cultura (Tabela 5).
Né&o foi detectada presenca de enterobacterias nas contagens bacterianas. A utilizacéo de
aditivos ndo afetou as populacdes de bacterias do &cido lactico (P = 0.9481) e fungos (P
= 0.0719). Entretanto as silagens aditivadas com quitosana apresentaram menores
quantidades de fungos em relacdo aos demais aditivos. A quantidade de mofo presente
no material ensilado ndo foi afetada pela utilizacdo de aditivos (P = 0.804), entretanto a

cultura do milho ndo apresentou mofo na silagem (Tabela 5).

3.5. ESTABILIDADE AEROBIA

N&o houve efeito da interacdo (P>0.05) aditivos x tipo de cultura sobre a
estabilidade aerdbia (Figura 1). No entanto, observou-se efeito de aditivo a estabilidade
aerobia da silages de milheto (P = <0.0001), sorgo (P = 0.0019) e milho (P = 0.0002) ao
longo do periodo de avalia¢do (P < 0.05) (Figura 1).
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A temperatura das silagens de milho, milheto e sorgo, sem a utilizacéo de aditivos,
apresentou um aumento de 2 °C, 31,5 horas apds abertura dos silos (Figura 1). Entretanto,
ao avaliarmos a utilizagéo de aditivos, observamos que nas silagens de milheto e milho,
com quitosana, a média da temperatura das silagens se manteve estavel por maior tempo,
pois a mudanca em 2 °C na temperatura foi a partir de 49,5 horas para o milheto e 42
horas para a silagem de milho (Figura 1la e 1b). Ja a silagem de sorgo com a quitosana
apresentou uma mudanga de temperatura muito rapida, cerca de 22,5 horas (Figura 1c).

4. DISCUSSAO

O menor teor de MS observado nas silagens de milheto e sorgo € justificado pela
maior resisténcia a seca dessas culturas, devido um processo adaptativo que previne a
desidratacdo excessiva, como: presenca de estbmatos menores, fechamento precoce dos
estdbmatos, baixa densidade estomética e aumento da serosidade das folhas, retendo maior
quantidade de &gua na planta (LEVITT, 1980). Além diso, o teor de matéria seca é
dependente do estagio de desenvolvimento da cultura. O teor de matéria seca adequado €
importante para o processo de ensilagem, devido: 1) vantagens agrondémicas, como
aumento da producdo de MS e porcentagem de gréos, 2) beneficios para o processo de
ensilagem, uma vez que menor quantidade de agua é transportada do campo para o silo e
a perda de MS através da producéo de efluentes € reduzida, 3) beneficios ao processo de
fermentacdo, considerando que o crescimento de indesejaveis microrganismos (por
exemplo, Clostridia e Bacilli) sdo evitados ou pelo menos prejudicados por aumento do
teor de MS da forragem e 4) vantagens nutricionais, como amido superior acumulado no
grdo (OLIVEIRA et al., 2017).

A maior concentracdo de PB nas silagens com quitosana, se justifica devido a a
presenca de quitina, que compde o exoesqueleto de crustaceos e insetos conforme Heu et
al. (2003). O baixo valor de N-NHz encontrado nas silagens do presente estudo indica
baixa degradacdo dos compostos proteicos, devido a protedlise.

Os valores de pH relativamente baixos podem ter auxiliado na prevencdo do
desenvolvimento de bactérias do género Clostridium, que estdo entre os principais
microrganismos deterioradores das silagens (Tabela 3). Os menores teores de LIG, FDN
e CEL na silagem de milho (Tabela 1), provavelmente se deve a translocacdo de carbono
da folha para a formagé&o e enchimento dos gréos, fazendo com que ocorra aumento nos

teores de amido na planta (DI FONZO et al., 1982). Tal hip6tese é confirmada pelo maior
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teor de CNF na silagem de milho em relacdo as demais. Entretanto, a redugédo da LI1G nas
silagens de milho e sorgo com o aditivo microbioldgico ndo esta claro. A silagem de
milho também apresentou maior (P = 0.0003) teor de HEM em relacdo as silagens de
milheto e sorgo, para Melvin (1965) e Yahaya et al. (2001) os produtos da degradacao da
hemicelulose (xilose) e do amido (glicose) podem servir como substratos para 0s
microrganismos produzirem acidos durante o processo de ensilagem (Tabela 2), este fato
pode ser comprovado no presente estudo pelo aumento, principalmente, de &cido
propiénico produzido pela Propionibacterium acidipropionici, este efeito também foi
observado no trabalho de Carrondo et al., (1988) (Tabela 3).

A silagem de milho apresentou menor (P <0.0001) teor de cinzas em relacdo as
demais (Tabela 2). Para Ashbell (1995), o menor teor de cinzas é indicativo de melhor
conservacao da forragem, pois, a ocorréncia de uma fermentacéo inadequada resulta em
perdas de matéria organica, aumentando a participacao relativa da cinzas na MS.

A reducéo na digestibilidade in vitro da MS da silagem de milho com quitosana),
provavelmente é devido a atividade antibacteriana mais intensa desse aditivo sobre as
bactérias Gram-positivas do que nas bactérias Gram-negativas (L1 & ZHUANG, 2020).
Segundo Ma et al. (2017) a natureza policatiénica da quitosana, devido as cargas positivas
dos grupos amino protonados (NHsz"), permite que ela interaja com a membrana externa
carregada negativamente de inlmeros microrganismos, causando extensas alteracdes na
superficie celular, levando ao vazamento de substancias intracelulares, resultando em
morte celular. Por outro lado, a maior digestibilidade in vitro da FDN na silagem de
milho pode esta relacionado ao maior de teor de HEM desta em relacdo as demais
silagens, pois a hemicelulose é o constituinte do FDN com maior potencial de digestdo
(Van Soest et al., 1991, Harper e McNeill, 2015) . A reducdo na energia das silagens com
quitosana é reflexo do menor volume de gas produzido em 24 horas nessas silagens,
devido a atividade antimicrobiana da quitosana (LI & ZHUANG, 2020).

A deterioracdo aerobia da silagem é caracterizada pela acdo de microrganismos
aerobios (leveduras, fungos filamentosos e bactérias aer6bias), 0s quais consomem 0s
acidos produzidos durante o processo de conservacdo (acido latico) e os componentes
sollveis da silagem, produzindo gas carbdnico, agua e calor (MUCK, 2010; BORREANI
et al., 2018). Neste estudo as temperaturas variaram entre 22.3 e 24.9°C, entretanto, a
silagem de milho apresentou (P = 0.0001) maior temperatura em relacdo as demais
(Tabela 3), isso provavelmente esta relacionado com a maior contagem de fungos na

silagem (Tabela 5).
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O aditivo microbioldgico foi mais eficiente na reducao do pH das silagens, cujos
valores sdo indicativos de silagens de boa qualidade, segundo critérios de MCDONALD
etal. (1991).

Embora ndo tenha sido detectado efeito dos fatores estudados sobre as
concentracdes de &cidos de cadeia aditivo microbioldgico proporcionou aumento de
26.34% no teor de &cido acético em comparacdo com as silagens sem aditivos. A silagem
de milho apresentou maior concentracdo de acido propionico, devido maior quantidade
de NFC disponivel (Tabela 1). Por outro lado, 0 maior contetdo de acido butirico, nas
silagens com quitosana pode retardar a queda do pH da massa ensilada, causando maior
extensdo do processo fermentativo (McDonald et al., 1991; Muck, 2010), conforme
verificado no presente estudo. Alguns fatores podem influenciar na estabilidade aerdbia
na silagem, como o teor de MS, concentracdo de acidos graxos de cadeia curta e contagem
de leveduras e bolores (MUCK, 2010; XIE et al., 2020). A deterioracdo aerdbia ocorre
quando os produtos de fermentacdo do silo (isto é, acidos latico, acético, propidnico e
butirico) se tornam substrato para o crescimento microbiano, devido a oxidacgdo de acidos
e carboidratos soltveis em agua em CO> e agua pelos microrganismos, resultando em um
aumento da temperatura da silagem em 2°C acima da temperatura ambiente (PAHLOW
etal., 2003; GANDRA et al., 2016). Assim, ao analisarmos o presente estudo observamos
que a temperatura das silagens foi afetada pelos aditivos ao longo das 168 horas (P <0.05)
(Figuras 1a, b e c). Neste estudo observamos que as silagens com quitosana apresentaram
maior estabilidade aerdbia, sendo que na silagem de milheto a mudanca na temperatura
foi a partir de 49.5 horas, na silagem de milho 42 horas e na silagem de sorgo 22.5 horas
apos a abertura dos silos (Figuras 1a, b e c, respectivamente). Além disso, a quitosana e
o0 aditivo microbioldgico mantiveram as temperaturas estaveis ao longo das horas de
avaliacdo (Figura 1). Segundo Danner et al. (2003); Basso et al. (2012) a quitosana pode
inibir as leveduras e bolores na exposicdo ao ar apds a abertura da silagem, devido a
atividade antibacteriana (Li & Zhuang, 2020), o que explica as silagens terem aumentado
a estabilidade aerdbia, fato que também foi observado no presente estudo (Tabela 5).

Durante os processos de ensilagem da forragem poderdo ocorrer perdas por
efluentes e gases, principalmente quando se utiliza de materiais com altos teores de
umidade (Silva et al., 2017). Para Borreani et al. (2017) a producédo de silagem de alta
qualidade e a reducéo das perdas € um desafio, apesar de algumas dessas perdas serem
inevitaveis. No nosso estudo, os aditivos ndo afetaram as perdas por gases (P > 0.05) e
efluentes (P > 0.05).
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A recuperacao de materia seca (RMS) foi afetada pela cultura (P = 0.0002), sendo
que a silagem de milho foi 26% mais eficiente na RMS em relacéo a silagem de milheto
e 15.55% em relacéo a silagem de sorgo (Tabela 4). A maior recuperagdo de matéria seca
na silagem de milho, em comparacédo as demais, parece ndo ter uma explicacdo, uma vez
que as perdas por gases e efluentes foram semelhantes entre as silagens.

O conhecimento da microflora pode auxiliar na compreensao das interagdes que
possam ocorrer dentro e fora do silo, sendo mais um parametro para avaliagédo da
qualidade de silagens (MUCK, 2010; CHELI et al., 2013). Para Richard e Muck (2010)
a ensilagem geralmente controla a atividade microbiana pela combinacdo de um ambiente
anaerobio com a fermentacdo natural dos agucares por bactérias do acido latico presentes
na cultura. Assim, ao analisarmos a populacdo microbiana neste estudo, ndo observamos
diferenca entre os aditivos (P >0.05) e entre as culturas (P>0.05) (Tabela 5). Embora neste
estudo ndo tenha ocorrido efeito dos aditivos (P = 0.9481), tdo pouco do tipo de cultura
(P = 0. 1934), a utilizagdo do aditivo microbiologico aumentou a populacdo de BAL’s
nas silagens. No nosso estudo, a populagdo microbiana avaliada ndo foi afetada por
nenhum dos fatores estudados. No caso das BAL, todas as silagens apresentaram
populacdes superiores a 10° ufc/g, que seria suficiente para assegurar uma boa
fermentagdo do material ensilado (Fonte). E reconhecido que esse grupo bacteriano
apresentam papel fundamental no processo de ensilagem, pois além de inibir o
crescimento de microrganismos deterioradores, possibilitam uma maior recuperacdo da
energia dos carboidratos fermentados por meio da producdo de acido latico (MUCK,
2010; BORREANI et al., 2018).
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5. CONCLUSOES

Embora a quitosana tenha proporcionado melhorias na composic¢éo quimica das
silagens, os aditivos avaliados, em geral, ndo proporcionaram melhorias no perfil
fermentativo das silagens. Entretanto, o aditivo microbiolégico melhorou a
digestibilidade in vitro da MS e aumentou a concentracdo energética das silagens

de milho e sorgo.
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TABELAS

Tabela 1- Efeitos dos aditivos na composi¢do quimica da silagem de milheto, milho e sorgo.

P-valor
Variaveis Milheto Milho Sorgo SEM Aditivos Culturas Interagéo
MS 0.1693 <.0001 0.4826
Sladitivo 222.75B 335.80A 213.12B  15.12
Micro 207.98B 328.60A 210.70B  15.30
Quitosana 198.43B 330.28A 226.0B 15.17
Blend 163.13B 317.37A 214.45B  16.50
PB 0.0011 <.0001 0.0713
S/aditivo 44.70Bb 40.15Bb 54.07Ab  1.67
Micro 37.95Bb 42.35Bb 64.15Ab  3.08
Quitosana 53.62Ba 47.95Ba 70.95Aa  2.68
Blend 49.90Bb 43.45Bb 55.25Ab  1.96
GB 0.2138 <.0001 0.5479
Sladitivo 14.35C 2437A 1470B  2.40
Micro 11.50C 23.35A 18.375B  1.58
Quitosana 11.55C 20.42A  14.075B  1.07
Blend 12.45C 22.17A  15.25B 1.15
Cinzas 0.8391 <.0001 0.0504
S/aditivo 9.47A 480B  8.87A 0.56
Micro 9.15A 3.72B  9.55A 0.72
Quitosana 9.40A 5.40B 8.62A 0.50
Blend 9.30A 5528  7.95A 0.51
FDN 0.3245 <.0001 0.1130
Sladitivo 720.05A  605.72B 708.42A  14.18
Micro 733.77A  632.07B 679.50A 12.43
Quitosana 711.08 A 593.95B 678.33A  13.05
Blend 725.62A  545.10B 724.45A  23.08
FDA 0631 <0001 0.6891
S/aditivo 438.88A  295.63B 422.08A 17.31
Micro 44435A  27050B 401.23A  19.54
Quitosana 419.33A  29357B 408.03A 1541
Blend 439.53A 278.23B 416.72A  20.81
CNF 0.1692 <.0001 0.1170
Sladitivo 334.98C 463.65A 369.20B  14.98
Micro 324.82C 438.18A 412.60B  14.88
Quitosana 363.53C 479.80A 415.35B  13.00
Blend 345.97C 526.12A 353.95B  22.60
LIG <0001 0.0029 0.2020
S/aditivo 28.10Aab  15.05Bab 25.20Ab  1.49
Micro 26.27Ab 12.22Bc  22.57Ac  1.76
Quitosana 25.25Ab 15.55Ba 25.60Ab  1.26
Blend 27.45Aa 14.32Bab 35.50Aa 2.31
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Hemic
S/aditivo

Micro
Quitosana
Blend

Cel
S/aditivo
Micro
Quitosana
Blend

281.18B
289.40B
291.70B
286.07B

410.75A
418.08A
394.10A
412.08A

340.30A
378.03A
321.30A
323.93A

280.53B
258.28B
278.0B

263.88B

286.35B
278.25B
270.30B
307.75B

396.93A
378.68A
384.45A
364.53A

0.478 0.0003 0.6431
9.44
12.08
6.73
9.80
<.0001
15.82
17.98
14.27

21.28

0.8071 0.6855

S/aditivo = Sem aditivo; Micro = aditivo microbiano; Blend = Quitosana mais aditivo microbiano;
Culturas = silagens de milheto, milho e sorgo; SEM = Erro padrdo da média. MS = Matéria seca; PB =
proteina bruta; GB = Gordura bruta; FDN = fibra detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido;
CNF = carboidrato ndo fibroso; LIG = Lignina; Hemi = Hemicelulose; e Cel = Celulose, todos expressos

em g/kg, exceto MS expresso como alimento.
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Tabela 2 - Efeitos dos aditivos na digestibilidade in vitro e energia da silagem de milheto, milho

€ Sorgo.
P-valor

Variaveis Milheto Milho Sorgo SEM Aditivos Culturas Interagéo
&%24’ mg/g <0001 0.0001  0.0001
S/aditivo 18.35Cab 23.90Aab  19.32Bab  0.649

Micro 16.65Ca  29.67Aa  21.32Ba  1.440

Quitosana 18.02Cc  20.37Ac  16.90Bc  0.198

Blend 19.12Ca  24.37Aa  21.80Ba  0.653

EM, MJ/kg 0.0002 <.0001 0.0001
Sladitivo 455Cab  565Aab  4.80Bab  0.12

Micro 4.18Chb 6.55Aa 5.28Ba 0.25

Quitosana 4.53Ch 5.08Ab 4.55Bb 0.09

Blend 4.70Ca 5.70Aa 5.23Ba 0.11

EL, MJ/kg <0001 <.0001 <.0001
S/aditivo 2.85Cab  3.65Aab 3.03Bab 0.09

Micro 258Ch  4.33Aa 337Ba 0.8

Quitosana 2.85Cab  3.20Ab 2.83Bb  0.06

Blend 2.93Ca  3.68Aa 3.35Ba 008

DIVMS, g/kg 0.0418 0.005  0.1054
Sladitivo 498.23Ab 515.13Ba  468.56ABb  5.92

Micro 517.2Aab 511.31Bab 503.67ABab 3.68

Quitosana 518.77Aa 478.73Bb 525.89ABa 5.59

Blend 514.66Aab 471.38Bb 521.15ABab 5.97

DIVFDN, g/kg 0.1194 0.0223  0.121
S/aditivo 546.42B  564.61A  609.40AB  11.08

Micro 516.27B  501.04A  590.32AB 15.73

Quitosana 496.70B  576.24A 507.10AB 993

Blend 440.23B  620.94A  466.62AB  23.29

S/aditivo = Sem aditivo; Micro = aditivo microbiano; Blend = Quitosana mais aditivo microbiano; Culturas =
silagens de milheto, milho e sorgo; SEM = Erro padrdo da média; GP 24 = Producdo de g&s em 24 horas; EM
= energia metabolizavel; EL = Energia liquida; DIVMS = Digestibilidade da matéria seca in vitro; DIVFDN=

digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro.

*As médias seguidas das diferentes letras minudsculas em uma coluna e letras mintsculas nas linhas diferem

significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 3 - Efeitos dos aditivos no perfil fermentativo de silagens de milheto, milho e sorgo.

P-valor
Variaveis Milheto Milho Sorgo SEM Aditivos Culturas Interacdo
pH <0001 <.0001  0.1229
S/aditivo 3.61Bb 3.65Ab 3.60Ac 0.009
Micro 3.43Bc 3.63Ac 3.64Ac 0.027
Quitosana 3.75Ba 3.76Aa 3.77Aa 0.008
Blend 3.56Bb 3.68Ab 3.75Ab 0.021
NH;-N, g/kg CP 0.0619 0.3935 0.458
S/aditivo 6.86 5.88 5.18 0.38
Micro 8.26 8.82 4.90 0.47
Quitosana 6.02 7.00 9.10 0.54
Blend 5.32 5.88 4.62 0.44
Ac. acético, pmol/mL 0.157 0.474 0.9494
S/aditivo 0.76 0.62 0.71 0.044
Micro 0.81 1.03 1.00 0.079
Quitosana 0.64 0.85 0.88  0.095
Blend 0.87 1.13 1.07 0.091
Ac. propionico, umol/mL 0.2394  0.0192 0.3946
S/aditivo 1.35B 4.078A 2.18AB 0.398
Micro 1.46B 1.52A 1.65AB 0.128
Quitosana 1.02B  2.95A 247AB 0.37
Blend 1.24B 1.86A 2.02AB 0.189
Ac. butirico, pmol/mL 0.0329 0.1858 0.5636
S/aditivo 0.09b 0.04b 0.09b 0.025
Micro 0.01ab 0.09ab 0.17ab 0.031
Quitosana 0.17a 0.55a 0.29a 0.079
Blend 0.06ab 0.22ab 0.28ab 0.060

S/aditivo = Sem aditivo; Micro = aditivo microbiano; Blend = Quitosana mais aditivo microbiano;
Culturas = silagens de milheto, milho e sorgo; SEM = Erro padrdo da média; PB = proteina bruta.

*As médias seguidas das diferentes letras minisculas em uma coluna e letras mindsculas nas linhas diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 4 - Efeitos dos aditivos nas perdas e recuperacdo de matéria seca de silagens de milheto,

milho e sorgo.
P-valor

Variaveis Milheto Milho Sorgo SEM Aditivos Culturas Interacdo
Perda por gases, % MS 0.3984  0.1915 0.4552
S/aditivo 5.50E-05 1.18E-04 3.74E-04 3.70E-05

Micro 1.26E-04 2.18E-04 3.46E-03 5.50E-04

Quitosana 5.00E-05 3.28E-04 4.52E-04 4.70E-05

Blend 5.40E-05 3.19E-04 3.66E-04 4.50E-05

Perda por efluentes, kg/t matéria fresca 0.6891  0.2166 0.7182
S/aditivo 0.04 0.19 0.07 0.018

Micro 0.05 0.05 0.07 0.011

Quitosana 0.07 0.09 0.09 0.018

Blend 0.05 0.10 0.09 0.018

Recuperacdo de MSD, % MS 0.3019 0.0002 0.1686
S/aditivo 80.22B  90.96A  82.39B 2.407

Micro 74.07B 96.38A 66.07B 4.159

Quitosana 70.96B 94.46A 84.77B 3.047

Blend 50.07B  90.40A  81.24B 4.815

S/aditivo = Sem aditivo; Micro = aditivo microbiano; Blend = Quitosana mais aditivo microbiano;
Culturas = silagens de milheto, milho e sorgo; SEM = Erro padrdo da média.

*As médias seguidas das diferentes letras mindsculas em uma coluna e letras mindsculas nas linhas
diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 5 — Efeitos dos aditivos nas populagdes microbianas de milheto, milho e silagem de sorgo.

P-valor

SEM Aditivos Culturas Interacdo

Variaveis Milheto  Milho Sorgo
Bactérias de &cido latico, logio/g de silagem fresca
S/aditivo 6.06 6.65 7.14
Micro 6.38 8.11 6.07
Quitosana 5.39 6.77  0.00
Blend 5.34 6.77 8.24
Fungos, logio/g de silagem fresca

S/aditivo 4.34 7.56 7.88
Micro 6.99 7.36 5.92
Quitosana 0.00 6.88 0.00
Blend 8.85 744  7.09
Mofo, kg de massa ensilada

S/aditivo 0.62 0.00 0.33
Micro 0.37 0.00 0.13
Quitosana 030 000 038
Blend 0.00 0.00 0.04

0.321
0.317
0.259
0.397

0.381
0.212
0.212
0.217

0.088
0.058
0.086
0.002

0.9481

0.0719

0.804

0.1934

0.2691

0.5359

0.669

0.1805

0.7549

S/aditivo = Sem aditivo; Micro = aditivo microbiano; Blend = Quitosana mais aditivo microbiano;
Culturas = silagens de milheto, milho e sorgo; SEM = Erro padrdo da média;

*As médias seguidas das diferentes letras mindsculas em uma coluna e letras mindsculas nas linhas
diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 1. Valores de temperatura da silagem de milheto, milho e sorgo com diferentes aditivos
por sete dias. W/add = Sem aditivo; Micro = aditivo microbiano; Chitosan= quitosana; Chit/Micro

= Quitosana mais aditivo microbiano. No painel (A) milheto; (B) Milho; e (C) Sorgo.
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CONCLUSAO GERAL

A utilizacdo de aditivos sequestrantes de umidade nas silagens melhorou o valor
nutricional. Por sua vez, o inculante propiciou melhor estabilidade aerébia na silagem de
milheto.

A quitosana foi mais eficiente na manutencdo da estabilidade aerdbica devido a
atividade antibacteriana, este fato reflete na reducdo de fungos nas silagens.

A escolha de aditivos quando realizada da maneira correta e aplicada de forma
eficiente, pode se tornar uma alternativa viavel para manutencdo do valor nutritivo e

também melhorar a estabilidade aerébica das silagens.
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