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RESUMO

A reensilagem ¢ uma pratica crescente no Brasil ¢ no mundo devido ao aumento da
comercializa¢do de silagens entre fazendas. Nessa pratica, a silagem armazenada em uma
fazenda ¢ desensilada, transportada, e ensilada novamente em outra fazenda. Durante o
processo, a silagem fica exposta ao ar até ser reensilada. Isto pode resultar em perdas de
valor nutricional e da qualidade do material. Para reduzir essas perdas alguns inoculantes
bacterianos tém sido utilizados. Objetivou-se determinar o efeito da reensilagem e do uso
de inoculante bacteriano em silagem de milho. O hibrido de milho BRS 1055 foi ensilado
com ou sem aplica¢do de inoculante. O tratamento reensilagem teve exposi¢ao aerdbia por
0 ou 18 horas. O inoculante utilizado na ensilagem foi a associacdo de Lactobacillus
plantarum e Propionobacterium acidipropionici. A composi¢do quimica, a qualidade
fermentativa, a estabilidade aerobia, as perdas de matéria seca e a contagem microbiologia
foram avaliadas nas silagens. A reensilagem reduziu 14,5% do teor de carboidratos ndo
fibrosos (CNF) e aumentou o teor de fibra em detergente neutro (FDN) e cinzas das
silagens. A DIVMS foi 6% menor nas silagens reensiladas. Além disso, a reensilagem
promoveu maiores perdas por gases, por efluentes e de matéria seca total. Também houve
menor teor de &cido latico e maior teor de acido acético nas silagens de milho reensiladas.
A DIVMS aumentou 4,6% nas silagens inoculadas. A reensilagem reduziu o valor
nutritivo ¢ a DIVMS das silagens de milho. Além disso, a reensilagem aumentou
consideravelmente as perdas de matéria seca total. O inoculante microbiano nao foi eficaz
em reduzir as perdas nas silagens, alterar a composicdo quimica e o perfil fermentativo,
porém aumentou a digestibilidade da matéria seca.

Palavras-chave: estabilidade aerobia, deterioragdo aerdbia, fungo, levedura,

Lactobacillus plantarum e Propionobacterium acidipropionici
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CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1. INTRODUCAO

A conservagao de forragens frescas por meio da ensilagem ocorre em meio anaerdbio,
via fermentagdo latica. As bactérias laticas convertem os carboidratos soliveis em acidos
organicos, principalmente em acido latico, e desta forma reduzem o pH da silagem. Assim, o
material fica protegido da a¢do de microrganismos aerobios como os fungos e as leveduras,
que sdo os principais causadores da deterioragdo aerdbia e reducdo da qualidade fermentativa
e do valor nutricional da silagem (Michel et al., 2017; Pahlow et al., 2003).

Alguns fatores t€ém contribuido para o aumento da exposi¢do aerdbia da silagem antes
do fornecimento aos animais. Um dos principais fatores ¢ a comercializa¢do de silagem entre
fazendas, que ¢ cada vez mais frequente no Brasil e em outros paises do mundo. Esta pratica
envolve a reensilagem, que ¢ um processo em que hé a desensilagem do material conservado,
seguida do transporte e reensilagem no local de destino. Nessa operacdo, inevitavelmente a
silagem ¢ exposta ao ar permitindo a proliferagdo de microrganismos deterioradores (Chen e
Weinberg, 2014). A comercializagdo de silagem ¢ cada vez mais frequente devido a
instabilidade climatica e a falta de maquinério e mao de obra especializada para a produgao de
silagem. Além disso, existem fazendas se especializando na producdo de silagem devido a
intensa procura desse volumoso no mercado. A reensilagem permite as fazendas que tem uma
area limitada para a formagdo de lavouras otimizarem a suas produgdes pelo melhor
aproveitamento das areas.

Para reduzir as possiveis perdas de valor nutricional e perdas de matéria seca da
reensilagem, alguns inoculantes bacterianos tém sido utilizados. Em silagens de sorgo com ou
sem inoculante e reensiladas, Michel et al. (2017) ndo observaram melhoria na qualidade das
silagens inoculadas com Lactobacillus plantarum e Propionobacterium acidipropionici. No
entanto, os autores verificaram que a reensilagem reduziu a DIVMS e aumentou as perdas por
efluentes. Lima et al. (2017) ndo observaram efeito da reensilagem na qualidade das silagens
de milho, exceto o teor de lignina, que foi maior para as silagens reensiladas. Chen e
Weinberg (2014) observaram que o uso de inoculante com Lactobacillus plantarum ou a alta
contagem de fungos e leveduras nas silagens pode favorecer a deterioragdo aerdbia apds a
abertura do silo. A reensilagem possibilita o crescimento desses microrganismos devido a

exposicao aerobia. Os estudos sobre o efeito da reensilagem e do uso de inoculante em



35
36
37
38
39
40
41
42
43

44

45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

11

silagens sdo recentes. Ainda ndo ha informacdes sobre a reensilagem e o uso de inoculante
com Lactobacillus plantarum e Propionobacterium acidipropionici na qualidade das silagens
de milho.

Objetivou-se determinar o efeito da reensilagem e do uso de inoculante com a bactéria
latica heterofermentativa facultativa Lactobacillus plantarum e a bactéria propidnica

Propionobacterium acidipropionici na qualidade da silagem de milho.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Panorama da pecuaria brasileira e a estacionalidade da producio de forragem.

O rebanho bovino brasileiro ¢ composto por aproximadamente 226 milhdes de
animais, que representa 22,64% do rebanho bovino do mundo, sendo o segundo maior
(USDA/FAO, 2016). O Brasil ¢ o segundo maior produtor de carne, produzindo 9,28
toneladas/ano (USDA/FAQ, 2016). E de acordo com a Conab (2017), o Brasil foi o quinto
maior produtor de leite de vaca no mundo em 2016 (34,6 toneladas de leite). Esses dados
evidenciam o protagonismo e a importdncia do Brasil na producdo de alimentos para a
populagao mundial.

Entretanto, a pecuaria brasileira, se depara com limitagdes relacionadas a
irregularidade na oferta de pastagens durante o ano. Isso ocorre devido as condicdes
climaticas do inverno (entressafra) e verdo (safra). No inverno tem diminui¢ao da produgdo de
forragem devido a limitacdo hidrica e de temperatura. J& no verdo ocorre o inverso, € a
condi¢do climatica ¢ favoravel para o crescimento das forrageiras tropicas. Como resultado
ocorre oscilacdo da produgdo de forragem ao longo do ano.

Diante desse cenario, ¢ necessario ter alternativas para estocar o excesso de forragem
produzida no verdo para suplementar no inverno, seja em sistemas de produ¢do confinado ou
semiconfinado. Dentre as alternativas, a ensilagem ¢ principal forma de armazenamento, pois
permite que o alimento estocado conserve as caracteristicas nutricionais proximas ao da
planta no momento da colheita (McDonald et al., 1991).

Em geral, recomenda-se que a forrageira utilizada na producdo de silagem apresente
elevado rendimento de matéria seca (MS) por unidade de area, bom valor nutritivo, alto teor
de carboidratos soluveis e baixa capacidade tampdo. O milho apresenta essas caracteristicas
(Possenti et al., 2005; Nussio et al., 2001), que sdo imprescindiveis para uma boa conservagao

do material ensilado.
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2.2.Milho: caracteristicas e producio de silagem

O milho (Zea Mays) ¢ um cereal produzido em quase todos os continentes e sua
importancia economica vai desde a alimentagcdo animal (70% da producdo ou até 85% em
paises desenvolvidos) até a producdo de filmes e embalagens biodegradaveis (Paes, 2008). O
Brasil se destaca na producdo e exportacdo de milho, sendo o terceiro maior produtor desse
cereal no mundo, com 64,2 milhdes de toneladas/ano (FAO,2016). O Brasil ¢ o maior
exportador de milho, com 26,6 milhdes de toneladas/ano (FAO, 2013). Na safra 2017/2018,
estima-se que a producdo de milho no Brasil seja proxima de 92,2 milhdes de toneladas,
distribuidos em 17,5 milldes hectares de lavouras (CONAB, 2017).

O milho ¢ uma planta de metabolismo C4 que tem alta eficiéncia na utilizacao de luz e
do CO; durante o processo de fotossintese (Magalhaes et al., 1995). Para ndo haver limitagao
hidrica e obter alta produtividade, o milho necessita de precipitagdes pluviométricas entre 500
e 800 mm durante o ciclo da cultura. E possivel que a planta se desenvolva com pelo menos
350 mm de chuva, desde que nao haja limitacao hidrica no periodo entre a iniciagdo floral e a
maturacdo da planta (Landau et al., 2010).

A densidade de plantas da lavoura de milho deve ser entre 40.000 a 70.000
plantas/hectare (ha). A densidade de plantas inadequada ¢ uma das principais causas de baixo
rendimento da cultura (Filho e Cruz 2002). A produtividade ¢ um dos fatores que fazem da
planta de milho, ser a mais utilizada pelos produtores de leite no Brasil para confeccao de
silagens (Bernardes e Régo, 2014). A produtividade do milho dependera do hibrido utilizado,
da fertilidade do solo e da adubacdo de cobertura, da disponibilidade hidrica e dos cuidados
culturais. Na regido sudeste do Brasil a producdo de matéria seca de diversos hibridos de
milho esta entre 8,5 a 18,8 toneladas/ha (Oliveira et al. 2003).

O hibrido BRS 1055 ¢ um hibrido simples, langado em 2010, que na safra 2008/2009
ficou situado entre os mais produtivos da EMBRAPA (8984 Kg de graos/ha). Seu ciclo ¢
semiprecoce, com graos semidentados e caracteriza-se por ser resistente ao acamamento e as
pragas foliares. O hibrido BRS 1055 apresenta estabilidade de producdo, alta prolificidade e é
indicado para a producdo de silagens, devido a sua produtividade e excelente digestibilidade
(Guimaraes et al., 2009).

Bernardes e Régo (2014) realizaram um levantamento de dados com produtores e
técnicos de fazendas leiteiras no Brasil e constataram que 82,7% das silagens confeccionadas
sdo feitas com a planta de milho inteira, seja sozinha ou consorciada com outra forrageira.
Nos Estados Unidos e na Europa, a silagem de milho também ¢ a principal fonte de volumoso

para os animais (Driehuis et al., 2000).
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O milho possui caracteristicas que o tornou a principal cultura usada para produgdo de
silagem, como a facilidade para formar lavouras, alta produ¢do e boa aceitabilidade pelos
bovinos. Tradicionalmente, o milho ¢ a planta escolhida para a confeccdo de silagem. A
qualidade da silagem depende o material ensilado, dos tipos de microrganismos envolvidos no
processo de fermentacgdo, e do manejo de desabastecimento do silo. Portanto, o valor nutritivo
da silagem esté relacionado as caracteristicas agronomicas da forrageira ensilada, manejo da

ensilagem e ao processo de conservacao.

2.3.Ensilagem, qualidade fermentativa e valor nutricional da silagem de milho.

A ensilagem ¢ a conservacdo de alimentos em meio acido e anaerdbio. Para obter essa
condi¢do o material deve ser compactado, ter alta e rapida producdo de acido latico, reduzir o
pH e garantir a menor concentracdo de oxigénio na estocagem e no desabastecimento do silo
(Kung e Junior, 2001). O objetivo da fermentagdo das silagens ¢ alcangar niveis suficientes de
acido latico para preservar os nutrientes da forragem, inibir a a¢do de microrganismos
aerdbios e anaerobios indesejaveis e diminuir as perdas de matéria seca (Bolsen et al., 1992).

Em meio anaerdbio as bactérias laticas t€ém predominio sobre o processo fermentativo e
convertem os carboidratos soliveis da planta em acido latico (Muck, 1987, Weinberg e Muck
1996). Logo, com o aumento da concentracdo desse acido tem a redu¢do do pH da massa
ensilada para 3,6 a 4,2 (McDonalds et al., 1991). Nessa faixa de pH ocorre inibicdo de
microrganismos indesejaveis (Filya et al., 2000). Além desses fatores, a rapida redugao do pH
evita a degradacdo proteica da silagem devido a inativacdo das proteases presentes na planta
(Kung e Junior, 2001).

Os principais microrganismos envolvidos na fermentacdo anaerdbia sdo as bactérias
laticas, que produzem o acido latico como principal produto da conversdo de glicose, mas
essas bactérias também produzem 4acido acético, etanol e CO2 (Muck, 2010). As bactérias
laticas sdo divididas em dois grupos: as homofermentativas, que convertem um mol de glicose
em dois moles de acido latico; o outro grupo sdo as bactérias heterofermentativas, que
convertem a glicose em um mol de 4cido latico, um mol de CO2 e um mol de etanol ou 4cido
acético (Muck 2010). As bactérias laticas homofermentativas sdo mais eficientes, pois
produzem mais acido latico e tem menor perda de energia (Pahlow, 2003).

Em meio 4cido e anaerdbio, os clostridios, os fungos e as leveduras sdo inibidos. Esses
microrganismos sdo indesejaveis, pois estdo envolvidos na deteriora¢do anaerdbia (clostridios
e enterobactérias) e deterioragdo aerobia (leveduras e fungos) de silagens (Driehuis et al.,

2000), além de competir com as bactérias laticas pelos substratos.



138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172

14

A preservagdo dos nutrientes da silagem depende da eficiéncia e qualidade do processo
fermentativo (Macedo et al., 2012). De acordo com Tomich et al. (2003), os principais
parametros para avaliacdo do processo fermentativo das silagens sao: teor de MS, pH, teor de
nitrogénio (N) amoniacal em relacdo ao N total, e o teor dos acidos organicos. Para produzir
silagens de boa qualidade o teor de matéria seca deve estar entre 30 ¢ 35% no momento da
colheita da forragem (Mcdonald et al. 1991).

O teor de MS abaixo de 30% permite o crescimento de clostridios, que produzem
fermentagdo butirica e causam prote6lise da forragem, elevando os niveis de N amoniacal. Em
silagens com excelente qualidade fermentativa a concentragdo de N amoniacal em relacdo ao
N total deve ser abaixo de 10% ¢ o teor de acido butirico deve ser abaixo de 0,1% (Tomich et
al., 2003). Além disso, a MS baixa causa compactagdo excessiva e perda de nutrientes devido
a lixiviagao.

O teor de MS acima de 35% dificulta a compactagdo e resulta em maior quantidade de
oxigénio residual na silagem. Essa condi¢@o permite o crescimento de fungos e leveduras, que
consomem os carboidratos soltiveis da silagem e causam aumento do pH e da temperatura do
material (Tabacco et al., 2009). As leveduras e fungos consomem o 4cido latico e por isso tem
aumento do pH (Muck, 2010). As silagens bem conservadas possuem valores de pH entre 3,6
a 4,2 (McDonald et al., 1991). E as temperaturas elevadas podem causar Reagdo de Maillard,
reduzindo o valor nutricional da silagem (Van Soest, 1994).

Para determinar o valor nutricional da silagem e balancear as dietas adequadamente ¢é
necessario realizar a andlise de sua composi¢do quimica. As principais analises sdo o teor (%)
de matéria seca, % de proteina bruta (PB) e % de componentes fibrosos (FDN e FDA). A
silagem de milho ¢ a principal fonte de energia e fibra na dieta de vacas leiteiras (Bernardes e
Régo 2014). O teor de fibra da silagem estd diretamente relacionado ao consumo e a
digestibilidade do material no trato digestivo. A quantidade proteina de bruta da silagem de
milho pode representar maior ou menor inclusdo de concentrado proteico na dieta. Sendo
assim, uma silagem de melhor valor nutricional pode reduzir o custo da dieta devido a menor
inclusdo de concentrado proteico.

Nesse sentido, Lima et al. (2017) verificaram a composi¢cdo de quimica de silagens de
milho colhidas com 38,69% de MS. A silagem apresentou 37,1% MS, 7,01% PB, 42,2%
FDN, 21,5% FDA, 11,4% de lignina e 3,39% de cinzas. A planta de milho teve 32% de
colmo, 16% de folhas e 52% de espigas. Filya (2004) obteve valores de MS entre 21,1 e
42,0%, PB de 5,8% a 8,0%, FDN de 42,1% a 52,7%, FDA entre 23,9% e 33,7%, lignina de
2,1% a 4,0% e cinzas entre 3,8% e 4,4% para silagens de milho em diferentes estadios de

maturagdo da planta. O valor nutricional da silagem de milho vai depender da relagao
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colmo/folha/espiga, da disponibilidade hidrica, do momento da colheita e do manejo da

ensilagem.

2.4.Estabilidade aerodbia das silagens

A presenca de oxigénio na silagem pode causar deterioracdo aerdbia. Esta ¢ um
processo microbiologico que causa reducdo dos nutrientes soliveis e aumento da
concentracgdo fibrosa da silagem (Lima et al., 2017). Tabacco et al. (2011), observaram maior
teor de FDN nas silagens de milho expostas ao ar por sete e 14 dias. Esse maior teor de FDN
¢ resultado do crescimento de microrganismos aerdbios e anaerdbios facultativos que
consomem os carboidratos soltveis (Michel et al., 2017). Assim, a reensilagem pode reduzir o
valor nutricional da silagem devido a exposicdo aerdbia durante os processos de
desensilagem, transporte e reensilagem. A exposi¢do aerdbia causa aumento da temperatura e
pH das silagens (Filya et al., 2006).

A estabilidade aerdbia ¢ a resisténcia que o material ensilado confere ao crescimento
de microrganismos deterioradores apos a abertura do silo. Essa ¢ determinada pelo nimero de
horas que a temperatura da silagem exposta ao ar leva para atingir dois graus acima da
temperatura ambiente (Filya, 2003). A estabilidade aerobia da silagem ¢ fundamental para
manter a qualidade e a digestibilidade (Filya et al., 2006). Quanto maior a estabilidade aerdbia
da silagem apds a abertura do silo, menores serdo os danos causados por microrganismos
deterioradores.

Os fungos e as leveduras sdo os principais microrganismos responsaveis pela
deterioragdo aerdbia (Muck 1988; Pahlow et al., 2003; Santos et al., 2013) e aquecimento da
silagem (Kung Jr. 1998). Na presenga do oxigénio esses microrganismos utilizam os
carboidratos soluveis e os 4cidos organicos como fonte de energia (McDonald et al., 1991).
Isso resulta em producdo de CO, agua, calor e elevadas perda de MS (Borreani e Tabacco
2009). A presenca de oxigénio na silagem ocorre quando hd ma compactacdo e vedagao
inadequada do silo. A mé& compactacdo aumenta o espaco entre as particulas do material e isso
facilita a entrada do oxigénio durante o desabastecimento (Jobim et al., 2007). As perdas de
MS nessa etapa podem variar de 2 a 19% (Velho et al., 2006).

Segundo Muck (2010), as leveduras sdo os primeiros microrganismos a proliferarem
na silagem, pois sobrevivem em meio 4cido (pH acima de 3,5) e anaerdbio. Dentre as
leveduras, as estirpes que utilizam o acido latico iniciam o processo de deterioracdo e abrem o
caminho para a proliferacdo de outros microrganismos. Com o consumo do acido latico pelas
leveduras, ocorre aumento do pH do meio e, assim, o ambiente torna-se favoravel para a

proliferacao de outras leveduras e fungos.



208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242

16

Em relagdo as leveduras, os fungos crescem mais lentamente na silagem exposta ao ar.
De acordo com Gerlach (2013), esses microrganismos demoram aproximadamente oito dias
para crescerem significativamente na silagem. Isto acontece porque os fungos nao toleram pH
abaixo de cinco, e assim crescem apods a proliferagdo das leveduras (Muck, 2010).

O aumento de temperatura e de pH da silagem caracterizam a deteriora¢do aerdbia
(Filya, 2003; Filya et al., 2006). Borreani e Tabacco (2009) verificaram aumento da
temperatura, do pH, e a da contagem de fungos e leveduras nas laterais do silo em rela¢do ao
centro. Apenas o teor de acido latico foi menor nas laterais. Esses resultados sugerem que a
deterioragdo aerdbia foi maior nas laterais do silo do que na regido central. Isto ¢ possivel
devido a maior dificuldade de compactagdo nas laterais do silo, resultando em maior
quantidade de ar entre as particulas da silagem. Na pratica, a deterioracdo aerdbia da silagem
apresenta-se como aumento de temperatura e presen¢a de mofo no material (McDonald et al.,
1991).

A contagem de leveduras e fungos e o valor do pH sdo os principais indicadores para
avaliar a deterioragdo aerdbia das silagens (Filya, 2004). Lima et al. (2017) ndo observaram
aumento na contagem de fungos e leveduras em silagens de milho reensiladas ap6s 48 horas
de exposicdo aerobia. Em silagens de sorgo, Michel et al. (2017) também ndo observaram
maior contagem de fungos e leveduras nas silagens reensiladas em relacdo a silagem controle.

O teor de MS da planta no momento da ensilagem também pode interferir na
estabilidade aerdbia (Filya, 2004). Este autor verificou maior valor de pH e produgdo de CO>
em silagens de milho ensiladas com 21,1% de MS em relacdo as silagens de milho com 28,3,
35,8 e 42% de MS. Esse aumento na producdo de CO: e do valor de pH sdo indicativos de
deterioragdo aerobia (Filya 2004).

Portanto, manter a estabilidade aerdbia apds a abertura do silo, ¢ fundamental para
conservar os nutrientes da silagem e garantir um alimento de bom valor nutricional para os

animais (Filya, 2004), além de reduzir as perdas de MS.

2.5.Utilizagdo de inoculantes bacterianos em silagens de milho
O processo fermentativo das silagens se baseia em produzir niveis suficientes de acido
latico para inibir o crescimento dos microrganismos epifiticos indesejaveis e inibir a a¢do das
enzimas presentes na planta (Bolsen et al., 1992). Essa fermentagdo pode ser realizada
naturalmente pelos microrganimos presentes na planta ou pode ser adicionado inoculante com
bactérias laticas para aumentar a eficiéncia do processo fermentativo (Avila et al., 2014). Com
este proposito, alguns aditivos microbiologicos tém sido desenvolvidos para aumentar a

estabilidade aerobia e reduzir a deterioragdo aerobia das silagens (Kung jr.1998).
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As caracteristicas desejaveis de um inoculante para silagem sdo: reduzir rapidamente o
pH do material, produzir menor teor de etanol e de nitrogénio amoniacal, aumentar a relacao
de lactato/acetato e reduzir as perdas de MS (Weinberg e Muck, 1996). As bactérias laticas
presentes no inoculante tem a capacidade de sobressair no processo fermentativo das silagens
em relacdo aos microrganismos epifiticos (Arriola et al., 2011), além de produzirem maiores
quantidades de 4cido de latico e reduzir o pH rapidamente (Avila et al., 2014).

A aplicagdo de inoculantes com bactérias laticas na silagem destina-se a garantir uma
fermentacdo rapida e vigorosa, que resulte em rapido acumulo de acido latico, valores de pH
baixo em estdgios iniciais da fermentagdo e maior eficiéncia na preservacao da forragem
(Filya 2000). Isto ocorre pelo aumento da populacdo de bactérias laticas no silo, que assim
dominardo o processo fermentativo e aumentardo a producdo de acido latico para promover
rapida queda de pH. Para isso, sdo necessarias 10° a 10° microrganismos por grama de
silagem para que as bactérias laticas predominem sobre os microrganismos epifiticos da
planta (Weinberg et al., 2004).

Os inoculantes comerciais incluem bactérias laticas homofermentativas,
heterofermentativas ou ambas (Queiroz et al., 2013). As bactérias propidnicas também podem
ser adicionadas no inoculante. As bactérias homofermentativas caracterizam-se pela rapida
taxa de fermentacdo, menor protedlise, maior concentragdo de 4cido latico, menores teores de
acidos acético e butirico, menor teor de etanol e menor perda de energia e MS (Zopollato,
2009). As bactérias heterofermentativas utilizam o acido latico e a glicose como substratos
para producao de 4cidos acético e propidnico, que sdo antifingicos sob baixo pH (Zopollato,
2009). A qualidade das silagens inoculadas ¢ dependente da conversdo dos carboidratos
soluveis produzidos pelos microrganismos e de seus produtos fermentados, como o acido
latico, acético e propidnico (Avila et al., 2014).

Entretanto, as silagens com predominancia de bactérias homofermentativas e com
acimulo de acido latico podem perder a estabilidade aerdbia mais rapido. Devido a baixa
propriedade antifungica e a possibilidade dos fungos e das leveduras utilizarem o acido latico
como substrato (Arriola et al., 2011; Mohammadzadeh et al., 2012). Em diversos estudos a
inoculacdo de bactérias homofermentativas em silagens piorou a estabilidade aerdbia, devido
a menor produgdo de acido acético e ao menor potencial antifungico dos produtos da
fermentagdo (Kung Junior, 2001). A capacidade das bactérias utilizarem diferentes substratos
e produzir diferentes metabdlitos pode ser vantajoso na competicdo com outros
microrganismos (Avila et al., 2014). Por isso, alguns inoculantes com Propionibacteria tem

sido usado para aumentar a produ¢do de acidos acético e propidnico (Kung e Junior 2001).
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Diante desses fatores, as bactérias que produzem outros acidos tém sido estudadas,
como as bactérias propidnicas que produzem dacido propidnico (Filya et al., 2006). Essas
bactérias convertem o acido latico e a glicose em acido propidnico. Segundo Kung jr (1998)
esse acido tem propriedades antifiingicas e pode inibir a agdo deterioradora dos fungos.

Dentre as bactérias propionicas, a Propionobacterium acidipropionici € a principal
bactéria utilizada em inoculantes comerciais. Essa bactéria converte o acido latico e a glicose
em acido propidnico. Esses acidos sdo efetivos em inibir acdo de leveduras e fungos, porém, o
propidnico ¢ mais eficiente (Zhang et al., 2010).

Os beneficios da utilizacdo de inoculantes com Lactobacillus plantarum em silagens
milho sdo varidveis. Isto porque os inoculantes podem apresentar resultados positivos,
negativos ou nao ter efeito. Tabacco et al. (2011) ndo verificaram aumento na producdo de
acido latico e acético, e também ndo observaram melhora no valor de pH das silagens
inoculadas com Lactobacillus plantarum em relacdo a silagem sem incoculante. Segundo
esses autores, ndo houve diferenca na contagem de fungos entre essas silagens. Além disso, as
perdas de MS foram superiores para a silagem com inoculante (3,4%) em relacdo a sem
inoculante (2,4%) ap6s 14 dias de exposi¢do aerobia.

Filya (2004) verificou que as silagens de milho que tiveram maior produgdo de acido
acético apo6s 90 dias de ensilagem e exposi¢do aerdbia por cinco dias apresentaram melhor
estabilidade aerdbia em relagdo as outras silagens de milho com menor produgdo desse acido.
Em outro estudo, Filya (2002) também observou resultado semelhante. No entanto, Chen e
Weinberg (2014), observaram menor producdo de acido acético em silagens de milho
inoculadas com Lactobacillus plantarum.

Os inoculantes podem melhorar a qualidade das silagens quando utilizados de forma
correta e associados as boas praticas de manejo na fabricacdo e distribuicdo das silagens
(Muck 2010). Entretanto, o sucesso dependerd do tipo e das propriedades do aditivo usado,
das caracteristicas da planta ensilada, da microflora epifitica e das técnicas de ensilagem

(Henderson e McDonald, 1984).

2.6.Reensilagem
Atualmente, alguns fatores tém contribuido para o aumento da exposi¢do aerdbia das
silagens antes de sua utilizacdo. No Brasil e em outros paises do mundo como Israel (Chen e
Weinberg, 2014), um dos principais fatores ¢ a comercializagdo de silagens entre fazendas.
Isto tem ocorrido pelas dificuldades enfrentadas pelos pecuaristas para produzir silagem.
Segundo Bernardes e Régo (2014), os principais desafios para producdo de silagem sdo a

instabilidade climatica, a limitagdo de mao de obra e a limitagdo financeira que o produtor
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tem para comprar equipamentos adequados para colheita. Outros fatores envolvidos sdo a seca
prolongada e a disponibilidade de area para plantio de lavouras.

Nesse contexto, algumas fazendas tém se especializado na produ¢ado de silagem devido
a alta demanda desse volumoso no mercado. Porém, essa pratica envolve a desensilagem do
material na fazenda de origem, e a sua reensilagem na propriedade de destino. Nessa
operagdo, inevitavelmente a silagem ¢ exposta ao ar permitindo a proliferacdo de
microrganismos deterioradores (Chen e Weinberg 2014). Essa exposi¢do aerdbia na
reensilagem permite o crescimento das leveduras, que sdo 0s primeiros microrganismos
indesejaveis a se desenvolverem na presenga de oxigénio. A exposi¢ao aerdbia pode reduzir a
qualidade e a digestibilidade das silagens, devido a reducdo dos carboidratos soluveis e dos
produtos finais da fermentagdo (Filya et al. 2006).

Logo, a presenca de oxigénio em silagens pode alterar o valor nutricional da silagem,
pois os carboidratos soltveis podem consumidos pelos microrganismos indesejaveis. De
acordo com Velho et al. (2006), silagens expostas ao ar podem aumentar os teores de MS,
FDN e lignina e reduzir os teores de carboidratos ndo fibrosos. Chen e Weinberg (2014)
verificaram que as silagens de milho reensiladas ap6s a exposicao aerdbia de 0, 6, 16, 24 e 48
horas, ndo alteraram o teor de matéria seca ¢ FDN. Entretanto os autores observaram que as
digestibilidades in vitro da matéria seca (DIVMS), foram menores para as silagens de milho
expostas ao ar por 48 horas. Lima et al. (2017) também ndo observaram diferenga no teor de
MS, FDN e CNF de silagens de milho reensiladas apds exposi¢cdo aerobia de 0, 12, 24 e 48
horas. No entanto, o teor de lignina foi alterado, mas sem alterar a DIVMS.

Em silagens de sorgo expostas ao ar por 24 horas, Michel et al. (2017) verificaram que
a reensilagem reduziu a DIVMS. Os autores atribuiram essa redugdo da DIVMS devido a
maior perda por efluentes nas silagens reensiladas. Nessa situacdo a silagem ¢ compactada
duas vezes, resultando em perda de nutrientes devido a lixiviagdo.

O sucesso ou a falha da reensilagem dependerd muito de como os processos de
producdo da silagem forem conduzidos. Quanto mais rapido for a ensilagem, a desensilagem,
o transporte e a reensilagem, maiores serdo as chances de reduzir as perdas da silagem. No
Brasil e no mundo h4 poucas informagdes relacionadas a reensilagem e a utilizagdo de

inoculante na silagem.
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CAPITULO 2 - ARTIGO

Efeito da reensilagem na qualidade da silagem de milho

P. H. A. de Medeiros,* A. M. Q. Lana,* L. C. Gongcalves,* J. A. S. Rodrigues,} K. M.
Keller,} E. M. de Limas,* F. C. O. Silva,* J. R. da Gléria,* E. O. S. Saliba,* A. C. C.

Borges,* e D. G. Jayme*

*Departamento de Zootecnia, Escola de Medicina Veterinaria, Universidade Federal de Minas

Gerais, Minas Gerais, 30161-970, Brasil
tEmbrapa Milho e Sorgo, Minas Gerais, 35701-970, Brasil

iDepartamento de Medicina Veterindria Preventiva, Escola de Medicina Veterinaria,

Universidade Federal de Minas Gerais, Minas Gerais, 30161-970, Brasil

Resumo
A reensilagem ¢ uma pratica crescente no Brasil e no mundo devido ao aumento da
comercializac¢do de silagens entre fazendas. Nessa pratica, a silagem armazenada em uma
fazenda ¢ desensilada, transportada, e ensilada novamente em outra fazenda. Durante o
processo, a silagem fica exposta ao ar até ser reensilada. Isto pode resultar em perdas de valor
nutricional e da qualidade do material. Para reduzir essas perdas alguns inoculantes
bacterianos tém sido utilizados. Objetivou-se determinar o efeito da reensilagem e do uso de
inoculante bacteriano em silagem de milho. Os tratamentos foram a exposi¢do aerobia por 0
ou 18h com ou sem aplica¢ao de inoculante. O inoculante utilizado na ensilagem foi a
associacdo Lactobacillus plantarum e Propionobacterium acidipropionici. A forragem foi
armazenada em mini silos experimentais e a densidade foi de 500 kg/m?. A composi¢do

quimica, a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), o perfil fermentativo, a
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contagem de microrganismos, perdas de matéria seca e a estabilidade aerobia do material
foram avaliadas. A reensilagem reduziu 14,5% do teor de carboidratos ndo fibrosos (CNF) e
aumentou o teor de fibra em detergente neutro (FDN). A DIVMS reduziu 6% nas silagens
reensiladas. Além disso, a reensilagem promoveu maiores perdas por gases, por efluentes e de
matéria seca total. Também houve menor teor de acido latico e maior teor de acido acético nas
silagens de milho reensiladas. Entretanto, a DIVMS aumentou 4,6% nas silagens inoculadas.
A reensilagem reduziu o valor nutritivo e a DIVMS das silagens de milho. Além disso, a
reensilagem aumentou consideravelmente as perdas de matéria seca total (acima de 20%). O
inoculante bacteriano ndo foi eficaz em reduzir as perdas nas silagens, alterar a composi¢ao

quimica e o perfil fermentativo, porém aumentou a digestibilidade da matéria seca.

Palavras chave: estabilidade aerobia, deterioragdo aerobia, Lactobacillus plantarum,

Propionobacterium acidipropionici

INTRODUCAO
A conservacao de forragens frescas por meio da ensilagem ocorre em meio anaerdbio, via a
fermentagdo latica. As bactérias laticas convertem os carboidratos soliveis em acidos
organicos, principalmente em acido latico, e desta forma reduzem o pH da silagem. Assim, o
material fica protegido da acdo de microrganismos aerdbios como os fungos e as leveduras,
que sdo os principais causadores da deterioracdo aerdbia e reducdo da qualidade fermentativa

e do valor nutricional da silagem (Michel et al., 2017; Pahlow, 2003).

A silagem ¢ o principal alimento utilizado na dieta de vacas leiteiras (Weinberg et al., 2004).
No Brasil, a silagem de milho ¢ a principal fonte de energia e fibra na dieta de vacas leiteiras
(Bernardes e Régo 2014). Assim, as perdas decorrentes da fermentagdo e da exposi¢ao
aerobia da silagem poderdo comprometer o balanceamento da dieta e o desempenho dos

animais.
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526  Alguns fatores t€ém contribuido para o aumento da exposi¢@o aerdbia da silagem antes do

527  fornecimento aos animais. Um dos principais fatores ¢ a comercializacdo de silagem entre
528 fazendas, que ¢ cada vez mais frequente no Brasil e em outros paises do mundo (Chen e

529  Weinberg, 2014). Esta pratica envolve a reensilagem, que ¢ um processo em que hé a

530 desensilagem do material conservado, seguida do transporte e reensilagem no local de

531  destino. Nessa operagdo, inevitavelmente a silagem ¢é exposta ao ar permitindo a proliferacao
532  de microrganismos deterioradores (Chen e Weinberg 2014). A comercializagdo de silagem ¢
533  cada vez mais frequente devido a instabilidade climatica e a dificuldade que as fazendas

534  encontram em ter maquindrio e mao de obra especializada para a produg¢do de silagem (Lima
535 etal., 2017). Além disso, existem fazendas se especializando na producao de silagem devido a
536 intensa procura desse volumoso no mercado. A reensilagem permite as fazendas que tem uma
537  area limitada para a formag¢ao de lavouras otimizarem as suas produ¢des pelo melhor

538  aproveitamento das dreas.

539 A reensilagem pode predispor o crescimento de fungos e leveduras e reduzir a qualidade da
540  silagem. Portanto, para reduzir as possiveis perdas de valor nutricional e perdas de matéria
541  seca da reensilagem, alguns inoculantes bacterianos tém sido utilizados. Os estudos sobre o
542  efeito da reensilagem e do uso de inoculante em silagens sdo recentes. Ainda ndo ha

543  informagdes sobre a reensilagem e o uso de inoculante com Lactobacillus plantarum e

544  Propionobacterium acidipropionici na qualidade das silagens de milho.

545  Objetivou-se determinar o efeito da reensilagem e do uso de inoculante com a bactéria latica
546  heterofermentativa facultativa Lactobacillus plantarum e a bactéria propidnica

547  Propionobacterium acidipropionici na qualidade da silagem de milho.

548
549 MATERIAL E METODOS

550  Plantio, colheita e ensilagem
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A lavoura de milho do cultivar BRS 1055 foi plantada em novembro de 2013 na area
experimental da Embrapa Milho e Sorgo, situada em Sete Lagoas, Minas Gerais, Brasil
(19°28’S, 44°15°W, altitude 732 m). O espagamento utilizado foi de 70 cm entrelinhas e de

4,5 cm entre as plantas na mesma linha.

A adubacdo de plantio foi feita com 400 kg/ha de 8-28-16 (NPK) + 0,5% Zn, de acordo com a
analise de solo. Posteriormente, foram aplicados 100 kg de nitrogénio por hectare em

cobertura na lavoura, apos 30 dias de plantio.

Quando a linha de leite atingiu um terco do grao a lavoura foi colhida e picada no tamanho de
particula entre 1-2 cm com ensiladeira convencional (JF C120 AT; JF Méquina de agricultura,

Itapira, Brasil).

A forragem picada foi amostrada (800g de amostra por bloco) para andlise do material fresco
antes da aplicag@o do inoculante. Apds este procedimento, metade da forragem picada foi
pesada e inoculada. A outra metade sem aplicag¢do de inoculante foi pesada e adicionado
200ml de agua destilada para cada 100kg da forragem fresca. O inoculante utilizado foi
composto pela bactéria heterofermentativa Lactobacillus plantarum MA 18/5U e pela bactéria
propidnica Propionibacterium acidipropionici MA26/4U na quantidade de 2,5 x 10 Unidades
Formadoras de Coldnia por grama de produto (UFCg-1) para cada microrganismo (Biomax
Milho; Lallemand, Saint-Simon, Franga). A aplica¢do ocorreu no momento da ensilagem. O
produto foi diluido em 4gua destilada sob temperatura ambiente na propor¢do de um grama
por litro, e foi pulverizado com bomba costal de forma constante sobre o milho e misturado,
de acordo com a recomendagao do fabricante. A silagem sem aplicag@o de inoculante também
foi adicionada a mesma quantidade e proporcao de dgua destilada das silagens com

inoculante.

Em cada silo foi depositado 10kg + 0.1 kg de forragem picada, e foi feita a compactacdo

manual dos silos experimentais. A densidade dos silos foi 500 kg/m?®. Em cada bloco havia os
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quatro tratamentos, totalizando 20 silos experimentais. Estes eram baldes plasticos com
capacidade de armazenamento de 20L equipados com tampa provida de valvula tipo Bunsen
para permitir somente a saida de gases. No interior de cada balde foi colocado um saco de

algodao, com aproximadamente 2kg de areia seca, para quantificagdo do efluente produzido.
Exposigdo aerobia

Ap6s 56 dias da ensilagem, os silos correspondentes ao tratamento reensilagem foram abertos.
A silagem foi retirada dos silos, ficou exposta ao ar por 18 horas e posteriormente foi
reensilada. Esse procedimento ocorreu em um galpao, com inicio as quatorze horas do dia 07
de novembro de 2014. Durante a exposi¢do aerobia, a temperatura oscilou entre 23.5 ¢
29.6°C, enquanto a umidade relativa do ar esteve entre 39 e 67%, de acordo com os dados da
estacdo automatica do Instituto Nacional de Meteorologia do Brasil 116 (INMET) localizada

a 2,4 quilémetros do local.

Apos 60 dias da reensilagem os silos experimentais foram abertos. As amostras foram
retiradas para as analises da composicao bromatologica, digestibilidade in vitro, parametros
fermentativos (pH, N-NHs, acidos latico, acético, propidnico e butirico), perdas do material
(perdas por gas, por efluentes e de matéria seca total), estabilidade aerobia, além da contagem

de fungos, leveduras e bactérias.
Delineamento Experimental

A reensilagem ap0s a exposi¢do aerobia por 18 horas e a aplicagdo do inoculante na
ensilagem foram estudadas no trabalho. Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial
2 x 2, com cinco repeti¢cdes em cada bloco. O primeiro fator foi a pratica ou ndo da
reensilagem, e o segundo foi a aplica¢do ou ndo do inoculante. O delineamento experimental

foi em blocos ao acaso com cinco repeti¢des.

Andlises quimicas e digestibilidade in vitro da matéria seca
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As amostras da forragem fresca foram pré-secas em estufa de ventilacdo forgada a 55°C por
72 horas, e logo apo6s foram processadas em moinho com peneira de um mm (Thomas Wiley
Model 4, Thomas Scientific, Swedesboro, NJ). O teor de MS a 105°C, cinzas, proteina bruta

(PB) e extrato etéreo (EE), foram determinados de acordo com AOAC (1995).

Os componentes da parede celular foram obtidos pelo método sequencial (fibra em detergente
neutro — FDN, fibra em detergente acido — FDA e lignina), conforme Van Soest et al. (1991).

Na analise da FDN foi utilizado a a-amilase termoestavel

Os residuos das andlises de FDN e FDA foram submetidos a determinagdo de cinzas e PB.
Esses valores foram usados para corrigir a FDN e a FDA para cinzas e proteina (FDNcp e
FDAcp). Os carboidratos ndo fibrosos (CNF) foram calculados usando a equacao; CNF = 100
- (% FDNco + % PB + % EE + % Cinzas) onde FDNco ¢ a quantidade de fibra em detergente

neutro corrigido; PB ¢ a quantidade de proteina bruta e EE ¢ a quantidade de extrato etéreo.

A Digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) foi determinada segundo metodologia
descrita por Tilley e Terry (1963), adaptada por Holden (1999) para utilizagdo do simulador
de ramen DAISYII device (ANKOM Technology, Fairport, New York, USA). O liquido
ruminal foi coletado de um bovino fistulado alimentado com uma dieta composta de 10 kg

(MS) de silagem de milho e 3 kg (MS) de um concentrado comercial com 24% proteina bruta.
Andlises dos pardmetros fermentativos

O suco da silagem foi extraido utilizando uma prensa hidraulica (2.5 kgf cm™), para
determinar os valores de pH, de nitrogénio amoniacal (N-NH3), de dcidos orgénicos. Os
valores de pH foram obtidos utilizando-se o pHmetro HI 221 (Hanna instruments, EUA). A
concentragdo de nitrogénio amoniacal foi obtida com a destilagdo no equipamento de Kjeldahl
com 6xido de magnésio e cloreto de calcio como meio para a neutralizagdo da amonia,
empregando-se solugdo receptora de 4cido borico e titulagdo com acido cloridrico a 0,1 N. Os

teores dos acidos organicos foram obtidos por meio de cromatografia gasosa (Cromatografo



625

626

627

628

629

630

631

632

633

634

635

636

637

638

639

640

641

642

643

644

645

646

647

648

31

de gas Shimadzu GC-17) equipado com um detector de ionizagdo de chama e com uma
coluna capilar Nukol de acordo com a metodologia descrita por Playne (1985). O
cromatografo de gas foi operado de forma isotérmica com uma temperatura de coluna de

200°C e uma temperatura de entrada e detector de 225°C.

Os valores de pH das amostras submetidas ao teste de estabilidade aerobica foram
determinados. A silagem fresca (9 g) foi dissolvida em 60 mL de 4gua destilada e os valores

de pH foram medidos ap6s 30 minutos (Silva e Queiroz, 2002).
Andlises de perdas

O peso dos silos experimentais vazios + tampa + saco com areia seca foi registrado antes da
ensilagem. Ap6s o enchimento com a forragem, compactado, tampados e vedados com fita

adesiva, e os silos foram pesados novamente.

Ap6s 56 dias os silos pertencentes ao tratamento reensilagem foram desensilados e pesados
cheios e vazios ap0s a retirada da forragem para determinacao da produgdo de gases e de
efluentes. A forragem foi amostrada para determinacdo do teor de matéria seca. A areia
depositada no fundo de cada silo foi substituida, € o conjunto balde + tampa + saco com areia
seca foi pesado novamente. A forragem foi reensilada apds 18 horas de exposi¢do aerobia.
Ap6s o enchimento e vedacao dos silos, os baldes foram pesados novamente para determinar

0 peso total.

Apos 60 dias da reensilagem, todos os silos cheios foram pesados para a determinacao das

perdas por gases conforme a formula:

G =[(PCen — Pen) * MSen] — [(PCab — Pen) * MSab] x 100
[(PCen — Pen) * MSen]

Em que:

G = Perdas por gases em (% MS);
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PCen = Peso do balde cheio na ensilagem (kg);

Pen = Peso do conjunto (balde vazio + tampa + areia seca + saco) na ensilagem (kg);
MSen = Teor de MS da forragem na ensilagem (%);

PCab = Peso do balde cheio na abertura (kg);

MSab = Teor de MS da forragem na abertura (%).

Em seguida, a silagem foi retirada e o conjunto foi pesado para determinar as perdas por

efluentes, conforme a formula:

PE = Pef x 1000

MVi

Em que:

PE = perdas por efluente (kg/t de MV);

Pef = peso de efluente (Peso do conjunto vazio ap6s a abertura — peso do conjunto vazio antes

do enchimento);
MVi = quantidade de massa verde de forragem ensilada (kg).

A perda total de matéria seca foi estimada pela diferenga entre o peso bruto de massa seca
inicial e final dos silos experimentais em relagdo a quantidade de massa seca ensilada,
descontados o peso do conjunto na ensilagem e na abertura (Jobim et al., 2007), conforme a

equacao:

PMS = [(PCen — Pen) * MSen] — [(PCab — Pab) * MSab] x 100
[(PCen — Pen) * MSen]

Em que:

PMS = Perda total de MS (%);
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PCen = Peso do balde cheio na ensilagem (kg);

Pen = Peso do conjunto (balde + tampa + areia seca + saco) na ensilagem (kg);
MSen = Teor de MS da forragem na ensilagem (%);

PCab = Peso do balde cheio na abertura (kg);

Pab = Peso do conjunto (balde + tampa + areia imida + saco) na abertura (kg);
MSab = Teor de MS da forragem na abertura (%).

A metodologia utilizada nesse trabalho para a analise de perdas foi descrita por Schmidt
(2006). As perdas por gases, por efluentes e as perdas totais de matéria seca das silagens
reensiladas, foram obtidas pelo somatdrio das perdas ocorridas durante a abertura para a

desensilagem e a abertura final.
Teste de estabilidade aerobia

Os baldes plasticos (didmetro de 28 cm) contendo 1,5 kg de silagem por repeticao foram
alojados em sala climatizada a temperatura de 25 + 1°C para avaliacdo da estabilidade
aerobia. A temperatura da silagem foi monitorada a cada 10 minutos com a ajuda de um
registrador de dados de temperatura inserido a 15 cm no centro da massa. Além disso, em
outro conjunto de baldes foi colocado 1,5 kg de silagem para rastrear as mudangas nas
contagens microbianas e de pH. As amostras desses baldes foram retiradas nos dias 0, 2, 6 e
10 ap6s a abertura dos silos. A deterioragao aerdbia foi considerada quando a temperatura da
silagem atingisse 2 ° C de diferenga da temperatura ambiente (Ranjit e Kung, 2000). Apos o

teste de estabilidade aerdbia os microrganismos foram contados em amostras de silagem.
Andlises microbiologicas

A contagem de microrganismos aerdbios (leveduras, fungos e bactérias) foi feita pelo método
de dilui¢do em placas usando os seguintes procedimentos. A contagem total de bactérias foi

determinada aerobicamente usando o meio de cultura agar (PCA-BD ™ Difco, Sparks, MD,
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USA) ap6s 1 a 3 dias de incubagdo a 36 +1 °C. A contagem total de leveduras foi determinada
usando meio de cultura Triptona Glicose Extrato de Levedura Agar (TGY, de acordo com Pitt
e Hocking, 2009) apds a incubagdo aerdbia por 1 a 3 dias a 30 +1 °C. A contagem total de
fungos foi determinada utilizando meio de cultura Dicloram Rosa de Bengala Cloranfenicol
Agar (DRBC, de acordo com Pitt e Hocking, 2009) apés a incubagio aerdbia por 5-7 dias a 25
+1 °C. Todas as placas foram examinadas diariamente para avaliar os tipos e as caracteristicas
morfoldgicas de cada colonia em cada meio. A contagem microbiana total foi expressa como

unidade formadora de colonias (UFC).
Andlises estatisticas

Os resultados para composi¢do bromatoldgica, digestibilidade in vitro, qualidade de silagem,
perdas, estabilidade aerdbia, além da contagem total de leveduras, fungos e bactérias, foram
submetidos a analise estatistica em esquema fatorial 2 x 2 em blocos ao acaso com cinco
repeticdes. Todas as contagens foram transformadas em logaritmo na base 10 para ter a

distribuicao de probabilidade normal.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia. Quando houve interagao significativa,
foram realizadas andlises adicionais de efeitos simples (ANOVA). Em casos de interagdo nao
significativa, os fatores foram comparados separadamente pelo teste de F a 5% de
significancia. A analise foi realizada utilizando o software PROC GLM da SAS (SAS

Institute Inc., Cary, NY, EUA).

RESULTADOS
A composicao bromatologica da planta de milho antes da ensilagem e aplicacdo do inoculante
foi: 298.35 g/kg! MS, 39.59 g/kg! cinzas, 76.00 g/kg! PB, 582.52 g/kg™! FDN, 303.41 g/kg™!

FDA e 36.59 g/kg™! EE.

A reensilagem e o inoculante bacteriano nao afetaram os teores de MS, PB e FDA da silagem

de milho (Tabela 1). Entretanto, a reensilagem reduziu 14,5% do teor de CNF e aumentou os
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teores de FDN em 5,7% e cinzas em 8% das silagens de milho. A reensilagem também
reduziu 6% a DIVMS das silagens e a aplica¢@o do inoculante aumentou 4,63%. O teor de EE

foi maior nas silagens com inoculante.

A reensilagem e a aplicag¢@o do inoculante ndo influenciaram os valores de pH, NH3-N/NT,
acido propionico e acido butirico das silagens (Tabela 2). No entanto, a reensilagem reduziu

29% do teor de acido latico e aumentou em 50% o teor de 4cido acético nas silagens de milho.

As silagens reensiladas apresentaram maiores perdas por gases, por efluentes e perdas totais
(Tabela 2). Os aumentos foram em 33% nas perdas por gases, em 36,5% nas perdas por

efluentes e em 36,5% nas perdas totais. O uso do inoculante ndo influenciou essas variaveis.

A reensilagem e o inoculante microbioldgico ndo influenciaram a estabilidade aerobia das
silagens de milho (Tabela 3). O mesmo foi observado na contagem de bactérias, leveduras e
fungos apos a abertura dos silos experimentais. Porém, apos a quebra da estabilidade aerobia

foi observado menor contagem de fungos das silagens inoculadas.

DISCUSSAO

Durante a exposi¢ao aerobia, a massa ensilada fica susceptivel a acdo e crescimento de
microrganismos aerobios (Woolford, 1990) e anaerdbios facultativos. Assim, pode ocorrer
deterioragdo aerobia das silagens expostas ao ar, com perda de valor nutritivo (Filya et al.,
2006). O nivel das perdas nutricionais e da matéria seca na silagem dependera da qualidade
do material ensilado e do tempo da exposi¢do aerobia (Chen e Weinberg, 2014; Lima et al.,
2017). Além da eficiéncia dos processos durante a confeccao das silagens como a

compactacdo, o tempo de enchimento e a vedacao do silo.

Neste estudo, 18 horas de exposi¢ao aerdbia alterou a composicao quimica e a DIVMS das
silagens. A reensilagem reduziu 14,5% do teor de CNF em relagdo as silagens controle. Os
CNF sao os carboidratos soluveis utilizados pelas bactérias para a producao de acidos

organicos. Em aerobiose as bactérias acéticas e bactérias laticas heterofermentativas
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facultativas utilizam os carboidratos soluveis para produzir acido acético. O teor de CNF ¢
reduzido em decorréncia do maior consumo dos carboidratos soliveis. Como consequéncia,
ocorre uma maior concentra¢do do contetido de FDN, que ¢ um componente da parede celular
das plantas. Segundo Michel (2017), a maior concentragdo da fracdo fibrosa da silagem, ¢
decorrente da acdo de fungos e leveduras que consomem os carboidratos soluveis. De acordo
com Muck (2010), em meio aerdbio as bactérias acéticas também podem consumir os
carboidratos soluveis. Os dados da literatura evidenciam que em termos de proporcao e
concentragdo, a exposicao aerdbia causa aumento das fracdes fibrosas da silagem (Tabacco et
al., 2011). Como os CNF sdo compostos organicos de alta digestibilidade, a sua reducdo na
silagem pode resultar em menor digestibilidade do alimento (McDonald et al., 1991). Nesse
sentido, a DIVMS foi reduzida em 6% nas silagens reensiladas. Essa menor DIVMS das
silagens de milho reensiladas esté relacionada a reducdo dos teores de CNF e a maior
propor¢ao de FDN nessas silagens. Outro fator que contribui para a redu¢do da DIVMS sdo as
perdas elevadas por efluentes (acima de 35%) e de MS na silagem reensilada (acima de 35%).
Nesse caso, havera menor disponibilidade de nutrientes digestiveis na MS e perdas por
efluentes devido a lixiviagcdo dos nutrientes. A maior perda por efluentes das silagens de
milho reensiladas possivelmente ocorreu devido as duas compactagdes realizadas, uma na
ensilagem e outra na reensilagem. Essas compactagdes resultaram em maior perda de 4gua
(Michel et al., 2017) e nutrientes nas silagens reensiladas. Assim, a exposi¢ao aerdbia da
silagem durante a desensilagem, transporte e reensilagem, pode comprometer o valor nutritivo

da silagem, devido a menor disponibilidade de nutrientes digestiveis.

A DIVMS foi maior 4,6% para as silagens inoculadas em relagdo as silagens sem inoculante.
Segundo Weinberg et al. (2003) e Weinberg et al. (2007), a inoculagdo de silagens com
Lactobacillus plantarum pode otimizar o desempenho animal, independentemente se ha
melhora no processo fermentativo da silagem. Isto € possivel devido a Lactobacillus

plantarum sobreviver nas condi¢des ruminais (Weinberg et al., 2003). Os resultados de
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pesquisas que associam bactérias laticas ao melhor desempenho dos animais, atribuem este
resultado a maior digestibilidade da fibra e mudangas na fermentacdo ruminal (Weinberg et
al., 2007). Estes autores verificaram maior DIVMS e da digestibilidade da fibra de silagens de
milho inoculadas com bactérias laticas. Entretanto, as bactérias laticas ndo tém a capacidade
de degradar a fibra (Rooke e Hatfield, 2003). Neste contexto, Weinberg et al. (2003)
verificaram a capacidade de bactérias laticas tamponarem o riimen, e assim evitar a queda de
pH. Como as bactérias celuloliticas que degradam a fibra reduzem a a¢do em meio em que o
pH esta baixo, esse tamponamento promovido pela Lactobacillus plantarum manteria o pH
mais elevado e favoreceria sua agdo (Muck 2013). Porém, efeitos ditos ndo mensuraveis
também foram apontados como justificativa para a melhora na digestibilidade de silagens
inoculadas (Silva et al., 2006). Os resultados relacionados a maior DIVMS em silagens
inoculadas com Lactobacillus plantarum sdo variaveis. No entanto, nenhum desses resultados
citados tem associacdo da Lactobacillus plantarum com a Propionibacterium acidipropionici.
Em experimentos com associacdo da Lactobacillus plantarum a Propionibacterium
acidipropionici nao houve melhora na DIVMS das silagens (Michel et al., 2017; Chen e
Weinberg 2014; Filya et al., 2006). Nesse trabalho, a maior DIVMS para a silagem com
inoculante pode estar associada a maior digestibilidade da fibra, pois ndo houve diferenga no

teor de CNF e FDN entre a silagem controle e a inoculada.

Dentre os parametros avaliados na composi¢ao bromatologica das silagens, apenas o extrato
etéreo foi influenciado pelo inoculante, que foi maior para as silagens inoculadas. Entretanto,
essa alteracdo € pouco relevante na pratica, pois o extrato etéreo ndo compromete o0 processo

fermentativo da silagem.

O teor de MS da forragem fresca foi 16% inferior 4 MS da silagem. E importante ressaltar que
o volume de 4gua destilada (dois litros) aplicado na forragem fresca antes da ensilagem nao ¢
suficiente para reduzir o teor de MS da silagem (Michel et al., 2017). Em silagens de sorgo,

Michel et al. (2017) observaram diminui¢do de 10% no teor de MS da forragem fresca em
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798  relagdo a silagem. A reducdo da MS foi maior nesse estudo, e pode ser justificada pela maior
799  producdo média de 4cido latico em nossas silagens (54.36 vs 32.182 g/kg™!) do que o

800 observado por Michel et al., (2017), pois a produ¢do de acido latico resulta em producao de
801  4gua (McDonald et al., 1991). Outro fator que contribuiu para a maior reducdo da MS, foi a
802  maior produ¢ido média de 4cido acético em nosso estudo (20,35 vs 15,66 g/kg™!). Segundo
803  Muck (2010), a 4gua também ¢ um dos produtos da conversdo de agucares e lactato pelas
804  Dbactérias acéticas. Portanto, a maior produgdo de agua foi resultado do aumento de 4cidos
805  organicos. A temperatura durante a exposi¢ao aerobia também pode influenciar as perdas de
806  MS. Michel et al. (2017) observou temperatura média de 21,8 °C (20 a 26°C) durante a

807  exposicdo aerobia, enquanto neste estudo a temperatura variou de 23.5 a 29.6°C. As

808 temperaturas mais elevadas favorecem a deterioragao da silagem.

809  Os parametros da qualidade fermentativa estdo de acordo com os valores propostos por

810  McDonald et al. (1991) para silagens de milho de boa qualidade. Entretanto, a reensilagem
811 aumentou em 25% a producdo de acido acético em relagdo a silagem controle. Essa

812  concentragdo superior de acido acético para as silagens reensiladas pode estar relacionado ao
813  crescimento de bactérias acéticas e laticas heterofermentativas facultativas. A exposi¢do

814  aerdbia da silagem favorece o crescimento desses microrganismos que sao produtores de

815  4cido acético (Pahlow, 1991). Segundo Muck (2010), os valores de pH observado nas

816  silagens, e a aerobiose, permitem o crescimento das bactérias acéticas. Além do mais, as

817  Dbactérias laticas heterofermentativas facultativas produzem o acido acético (Pahlow, 2003). A
818  reensilagem também reduziu em 35% os teores de acido latico em relacdo as silagens

819  convencionais. Essa reducdo do acido latico pode ser justificada devido ao crescimento de
820 microrganismos aerobios deterioradores, como fungos, leveduras e algumas bactérias, apesar
821  da contagem microbioldgica ndo ter sido suficiente para promover diferenga estatistica. Esses
822  microrganismos utilizam os acidos graxos volateis como substrato. Logo, um dos principais

823  produtos consumidos ¢ o 4cido latico, que pode ser utilizado por leveduras, e resulta em
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producdo de CO; e 4gua (Tabacco et al., 2011). Apesar do aumento da producgdo de acido
acético, e a reducdo do teor de acido latico nas silagens reensiladas, os valores de pH ndo

foram alterados nessas silagens.

O estadio de maturagdo da planta no momento da colheita, o tamanho de particula, o tempo de
enchimento e a vedac¢ao do silo durante a confec¢ao das silagens sdo determinantes para a
ocorréncia e a gravidade das perdas de MS. Estas perdas podem variar de 3 a 25%, e os
principais fatores envolvidos sdo a presenca de oxigénio (deteriora¢ao aerdbia), a produgdo de
CO; por microrganismos anaerobios e as perdas por efluentes (Pitt, 1986), além das redugdes
por gases. As elevadas perdas de MS nesse estudo (acima de 25%), pode ser um resultado da
maior quantidade de acido acético produzido. Isto esta alinhado com o teor de MS da planta
no momento da ensilagem e com o menor teor de MS observado apds o armazenamento. A
reensilagem também promoveu elevadas perdas por gases, o que contribuiu com as maiores
perdas de MS total. A exposicao aerobia ¢ um dos fatores que pode resultar em maior

producdo de gases na silagem. O CO; € o principal gas formado na fermentacdo de silagens e

sua produg¢do ocorre por meio do oxigénio residual da planta ensilada, ou pela penetracao de
O: na silagem (Pahlow, 2003), como na reensilagem. Além disso, as bactérias anaerobicas
produzem maiores quantidades de CO: na fermentacao de carboidratos soluveis e acidos
organicos (Pahlow, 2003). As perdas de matéria seca observadas podem auxiliar na tomada de

decisdo na compra das silagens e no planejamento forrageiro das propriedades.

O aumento do teor de cinzas das silagens de milho reensiladas pode ser explicado pela maior
perda de MS. Segundo Muck (1999), as silagens de milho em aerobiose tém maior contetdo
de cinzas. Os microrganismos aerdbios sdo os principais responsaveis por elevadas perdas de
MS (Woolford, 1990). As enterobactérias (anaerdbicas facultativas) sdo os principais
microrganismos produtores de gases, sendo o acido acético o principal produto da

fermentagdo dessas bactérias, além disso competem com as bactérias laticas pelos agucares
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849  (Muck, 2010). As bactérias acéticas sdo importantes na deterioragdo aerobia da silagem de

850  milho (Spoelstra et al., 1987)

851 A estabilidade aerobia da silagem confere resisténcia a deterioracdo aerobia quando a massa
852  ensilada estd susceptivel a penetracao de O,. A reensilagem e a aplica¢ao de inoculante

853  Dbacteriano ndo afetaram a estabilidade aerdbia das silagens. Nesse estudo, houve menor

854  contagem de fungos nas silagens inoculadas apds a perda da estabilidade aerdbia, mas sem
855  beneficio para a estabilidade aerdbia. Possivelmente, ndo houve maior estabilidade aerdbia
856  das silagens devido a contagem das leveduras serem semelhantes entre as silagens com e sem
857  inoculante apds a perda da estabilidade. As leveduras sdo os primeiros microrganismos

858  aerdbios a crescerem quando ha exposicdo aerobia. E de acordo com os dados da literatura, a
859  contagem de fungos tem aumento significativo em torno de oito dias apds exposi¢do ao ar
860  (Gerlach et al., 2013). Em decorréncia disso, a menor contagem de fungos nas silagens

861 inoculadas ndo influenciou a estabilidade aerdbia.

862 A reensilagem promoveu maior producdo de acido acético, e isto poderia contribuir para o
863  aumento da estabilidade aerdbia das silagens. De acordo com Muck (2010), o 4cido acético
864  pode aumentar a estabilidade aerobia da silagem por ser eficiente na inibi¢ao de fungos e
865 leveduras. No entanto, a maior producdo de 4cido acético nas silagens reensiladas nao

866  beneficiou a estabilidade aerobia.

867 A reensilagem e a aplicag¢@o de inoculante bacteriano ndo influenciaram a contagem

868  microbiologica. As leveduras e fungos sdo os principais microrganismos envolvidos na

869  deterioragdo aerobia das silagens de milho (Muck, 1988; Pahlow et al., 2003). Para que haja a
870  deterioragdo aerdbia, a contagem de leveduras deve ser superior a 9 logio UFC por g'!, e a
871  contagem de fungo 8 logio UFC por g''de silagem (Pitt, 1991). Os valores encontrados na

872  abertura da silagem estavam abaixo dos valores citados por Pitt (1991). Assim, ndo houve
873  comprometimento da qualidade das silagens. Apds a perda da estabilidade aerdbia, a

874  contagem de leveduras estava acima de 9 log 10 UFC por g'! e a contagem de fungos estava
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abaixo de 8 log 10 UFC por g'!, que sdo os valores de referéncia para a ocorréncia da
deterioragdo aerobia (Pitt 1991). Isto ocorre em func¢do das leveduras constituirem os

primeiros microrganismos deterioradores a crescerem nas silagens.

De modo geral, a reensilagem nao influenciou a estabilidade aerobia das silagens (em média
de 208,2 horas ap0s a exposi¢ao aerdbia). Como houve maior produgdo de acido acético nas
silagens expostas ao ar, isto pode ter sido a causa da estabilidade aerobia ndo diferir entre os
tratamentos, pois também nao houve influéncia da reensilagem na contagem de fungos e
leveduras. A reensilagem reduziu o valor nutritivo e a DIVMS das silagens, podendo resultar

em maior necessidade de inclusdo de concentrado na dieta dos animais.

CONCLUSAO
A reensilagem apds 18 reduziu o valor nutritivo e a DIVMS da silagem de milho. Além disso,

promoveu maiores perdas por gases, efluentes e de matéria seca total.

O uso de inoculante com associacdo de Lactobacillus plantarum e Propionibacterium
acidipropionici ndo foi eficiente para evitar a reducao do valor nutritivo e as perdas por
gases, efluentes e de matéria seca total da silagem de milho reensilada. Porém, aumentou a

digestibilidade da matéria seca.
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1001  Tabela 1. Composi¢ao quimica e digestibilidade in vitro da matéria seca de silagens de milho

1002  reensiladas e tratadas com inoculante

Tratamentos
Controle Inoculante P-value
Parametro
SIL RE SIL RE EPM I R I xR

(g kg' MS)
MS 247.20 251.73  251.23  247.77 0.35 NS NS NS
Cinzas 45.17 49.55 45.30 49.15 0.08 NS ok NS
PB 84.81 87.87 87.13 86.19 0.05 NS NS NS
EE 33.22 44.52 48.14 52.11 0.18 *x NS NS
FDN 516.45 53525 526.29 570.68 0.75 NS * NS

FDNcp 501.95 518.30 508.57 551.28 0.73 NS NS NS
FDA 277.24 28393  258.27 292.10 0.60 NS NS NS
FDAcp 252.17  259.38  235.00 266.90 0.62 NS NS NS
Lignina 39.93 42.65 36.64 41.10 0.11 NS NS NS
CNF 328.67 296.59 317.94 25440 0.91 NS x NS

DIVMS 61423 59533 663.76  604.58 0.80 * x NS

1003  SIL, silagem; RE, reensilagem; MS, matéria seca; PB, proteina bruta; EE, extrato etéreo;
1004  FDN, fibra insoluvel em detergente neutro; FDNcp, fibra insolivel em detergente neutro
1005  corrigida pra cinzas e proteina; FDA, fibra insolivel em detergente acido; FDAcp, fibra
1006  insoluvel em detergente acido; CNF, carboidratos ndo fibrosos; DIVMS, digestibilidade in
1007  vitro da matéria seca; EPM, erro padrio da média; I, efeito do inoculante; R, efeito da
1008  reensilagem; I x R, efeito da interagdo; * P < 0.05%; ** P <0.01%; NS, ndo significativo.
1009

1010
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Tabela 2. Pardmetros de qualidade fermentativa de silagens de milho reensiladas e tratadas

com inoculante

Tratamentos
Controle Inoculante P-value
Parametro SIL RE SIL RE EPM 1 R IxR
pH 3.87 3.98 3.94 3.82 0.04 NS NS NS
N-NH3/NT (gkg™) 74.67 7204 76.58 7633 0.17 NS NS NS
Acido latico (g kg MS) 65.68 4985 61.56 4033 036 NS * NS
Acido acético (g kg MS) 14.67 29.27 1227 2523 025 NS * NS
Acido propionico (g kg MS)  0.47 1.36 1.88 1.84 004 NS NS NS
Acido butirico (g kg MS) 2.77 1.27 0 0.25 0.05 NS NS NS
Perda de gases (% MS) 18.11 26.07 18.84 29.17 179 NS ** NS
Perda de efluentes (g ton™ 14.44 18.13 11.25 2237 205 NS * NS
MN)
Perda total (% MS) 16.88  26.89 16.72 26.07 176 NS ** NS

SIL, silagem; RE, reensilagem; MS, matéria seca; NH3, nitrogénio amoniacal; NT, nitrogénio

total; MN, matéria natural; EPM, Erro padrao da média; I, efeito do inoculante; R, efeito da

reensilagem; I x R, efeito da interagdo; *P < 0.05%; **P < 0.01%; NS, ndo houve

significancia.
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1021  Tabela 3. Estabilidade aerdbia, pH durante o teste de estabilidade e contagem de
1022  microrganismos total no momento da abertura e apds a perda de estabilidade aerébia da

1023  silagem de milho reensilada e tratada com inoculante

Tratamentos
Controle Inoculante P-value
Parametro SIL RE SIL RE EPM I R IxR
Estabilidade aerébia (hr)  208.80 211.20 220.80 192 11.49 NS NS NS

Contagem microbiologica apos a abertura do silo
Bactéria (log10 UFC g-1) 6.67 6.63 6.75 6.64 0.21 NS NS NS
Leveduras (logl0 UFC g-1)  3.81 3.99 2 3.67 0.22 NS NS NS
Fungos (log10 UFC g-1) 3.13 3.63 2.30 3.21 0.15 NS NS NS
Contagem microbiologica apos a perda da estabilidade
Bactéria (log10 UFC g-1) 9.44 10.09 9.51 10.03 0.18 NS NS NS
Leveduras (logl0 UFC g-1)  9.57 10.11 9.54 9.88 0.47 NS NS NS

Fungos (log10 UFC g-1) 8.18 8.34 8.35 7.78 0.64 * NS NS

1024  SIL, silagem; RE, reensilagem; EPM, Erro padrao da média; I, efeito do inoculante; R, efeito
1025 da reensilagem; I x R, efeito da interagdo; * P < 0.05%; ** P < 0.01%; NS, ndo houve

1026  significancia.



