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BIOINOCULANTE NA SILAGEM DE MILHO COM DIFERENTES DENSIDADES
DE COMPACTACAO

RESUMO: Fatores como manejo inadequado e baixa densidade de compactacdo durante a
ensilagem podem levar a deterioracdo do material ensilado, com perdas de nutrientes e reducéo
da degradabilidade. O desenvolvimento de novas biotecnologias pode apoiar na mitigacao
destes impactos negativos, melhorando a qualidade da silagem ofertada aos bovinos. O presente
estudo mensurou o impacto da aplicacdo de um bioinoculante oriundo de fermentacdo
predominantemente latica na ensilagem de milho em diferentes densidades de compactacao.
Foram conduzidos dois experimentos em condi¢Ges controladas, utilizando material
proveniente de plantas de milho transgénico para garantir uniformidade. No experimento 1, 0s
tratamentos foram compostos por cinco dosagens do bioinoculante em duas densidades de
compactacao, totalizando dez tratamentos com cinco repeti¢cdes cada (mini silo cilindrico de
PVC). No experimento 2, a dosagem de 4,0 L por tonelada foi testada frente a um inoculante
comercial em duas densidades de estocagem, totalizando quatro tratamentos com cinco
repeticGes cada. As andlises realizadas para a avaliacdo da qualidade fermentativa incluiram a
quantificacdo das perdas fermentativas ao final do processo, as analises de composic¢do quimica
e da degradabilidade in vitro do material, além do monitoramento da estabilidade aerébica para
verificar a resisténcia a deterioracdo durante a exposi¢cdo ao ar. Foram aplicadas anéalises de
componentes principais e correlograma para a interpretacdo de efeitos multivariados entre 0s
tratamentos. Os resultados indicaram interacGes significativas entre as dosagens do
bioinoculante e as densidades de compactagdo nas varidveis estudadas. No experimento 1, o
efeito das densidades foi baixo, sendo compensado pelo uso do bioinoculante, que demonstrou
maior desempenho em densidades mais baixas. O wuso do bioinoculante reduziu
significativamente as perdas fermentativas nas doses 2, 4 e 6 L/ton, obtendo estabilidade
aerodbica apos a abertura do silo acima de 108h. Além disso, possuia uma maior propor¢do de
hemicelulose e celulose, com valores de pH abaixo de 3,0, mas com reducéo da degradabilidade
e dos carboidratos ndo fibrosos. No experimento 2, o bioinoculante testado demonstrou maior
estabilidade apds abertura, chegando a mais de 90h, com pH abaixo de 4,0, enquanto o produto
comercial manteve-a por apenas 50h. As perdas nos dois produtos foram abaixo de 10%, e o
produto comercial demonstrou maior teor de carboidratos nédo fibrosos e maior degradabilidade.
Portanto, o estudo destaca a eficacia da inclusdo de 4L/ton do bioinoculante na reducdo das
perdas e no aumento da estabilidade ap6s a abertura do silo, independentemente da densidade
de compactacéo, evidenciando sua capacidade em modular o processo fermentativo para a rota
de preservacao da silagem.

Palavras-chave: Lentilactobacillus buchneri; Acidos organicos; PCA; Perdas fermentativas;
Estresse aerdbico.



BIOINOCULANT IN CORN SILAGE WITH DIFFERENT PACKING DENSITIES

ABSTRACT: Factors such as inadequate management and low packing density during ensiling
can lead to the deterioration of the ensiled material, resulting in nutrient losses and reduced
degradability. The development of new biotechnologies can help mitigate these negative
impacts, improving the quality of silage offered to cattle. This study measured the impact of
applying a bioinoculant derived from predominantly lactic fermentation in corn silage at
different packing densities. Two experiments were conducted under controlled conditions,
using material from transgenic corn plants to ensure uniformity. In Experiment 1, the treatments
consisted of five dosages of the bioinoculant at two packing densities, totaling ten treatments
with five replicates each (mini PVC cylindrical silo). In Experiment 2, a dosage of 4.0 L per
ton was tested against a commercial inoculant at two storage densities, totaling four treatments
with five replicates each. Analyses conducted to evaluate fermentation quality included
quantifying fermentation losses at the end of the process, chemical composition and in vitro
degradability analyses of the material, and monitoring aerobic stability to verify resistance to
deterioration during air exposure. Principal component analysis and correlograms were applied
to interpret multivariate effects among the treatments. The results indicated significant
interactions between bioinoculant dosages and packing densities on the studied variables. In
Experiment 1, the effect of densities was low, being compensated by the use of the bioinoculant,
which showed better performance at lower densities. The use of the bioinoculant significantly
reduced fermentation losses at doses of 2, 4, and 6 L/ton, achieving aerobic stability after silo
opening for over 108 hours. It had a higher proportion of hemicellulose and cellulose, with pH
values below 3.0, but with reduced degradability and non-fibrous carbohydrates. In Experiment
2, the tested bioinoculant demonstrated greater stability after opening, reaching over 90 hours,
with a pH below 4.0, while the commercial product maintained stability for only 50 hours.
Losses in both products were below 10%, and the commercial product showed higher levels of
non-fibrous carbohydrates and greater degradability. Therefore, the study highlights the
efficacy of including 4 L/ton of the bioinoculant in reducing losses and increasing stability after
silo opening, regardless of packing density, demonstrating its ability to modulate the
fermentation process towards silage preservation..

Keywords: Lentilactobacillus buchneri; Organic acids; PCA; Fermentation losses; Aerobic
stress.
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1. INTRODUCAO

O milho tem sido a alternativa mais utilizada para suprir a demanda de silagem
nos sistemas de producdo de ruminantes no Brasil, por sua facilidade de cultivo,
comercializacdo e caracteristicas desejaveis (teor de matéria seca, proporcao de
carboidratos solUveis e capacidade tampdo adequados) para a realizacdo do processo de
ensilagem (MORAES et al., 2013).

No entanto, manejos inadequados, como enchimento lento do silo, compactacéo
insuficiente e vedacdo imperfeita, promovem maior exposicao ao oxigénio no silo. Essa
condig&o prejudica o processo fermentativo, estimulando o desenvolvimento de leveduras
assimiladoras de lactato e Acetobacter, que podem iniciar a deterioracdo do material
ensilado, gerando perdas de nutrientes por lixiviacdo em efluentes e gases e a reducédo da
digestibilidade do material (NEGRAO et al., 2016; BRUNING et al., 2018).

Dentre os fatores limitantes para uma boa qualidade da silagem, a baixa densidade
de compactacdo destaca-se por permitir maior porosidade no material ensilado e,
consequentemente, maior quantidade de ar para o interior do silo. Fatores como estagio
de maturidade da planta ou a limitacdo de maquinas adequadas, proporcionam aumento
do tamanho médio das particulas e dificultam a compactacdo do material (JOBIM et al.,
2007; KRUGER et al., 2017). Estudo realizado com produtores ligados a um laticinio,
cerca de 65% ndo avaliam a densidade de compactacdo, sugerindo que esta variavel tem
sido negligenciada (HEGUY et al., 2016).

Neste contexto, considerando a importancia de otimizar a qualidade da silagem e
mitigar os problemas decorrentes da baixa densidade de compactacdo, alternativas como
0 uso de bioinoculantes tornam-se essenciais. Esses aditivos podem beneficiar o processo
fermentativo, diminuir perdas e melhorar o valor nutritivo e a digestibilidade da biomassa
ensilada (SCHMIDT et al., 2014).

A combinacdo estratégica de diferentes microrganismos é fundamental para
maximizar a eficacia dos bionoculantes na preservacao da silagem (GANZORIG et al.,
2016). Bactérias Acido-laticas (BAL) heterofermentativas facultativas, como
Lactobacillus plantarum, séo eficazes na reducéo rapida do pH da silagem e controle
inicial de microrganismos indesejados. Em contrapartida, BAL heterofermentativas
obrigatérias, como Lentilactobacillus buchneri, convertem o acido latico em acido
acetico e propibnico, que possuem acdo antifingicas, garantindo uma estabilidade
aerobica prolongada apés a abertura do silo (POLUKIS et al., 2016; COSTA et al., 2017).
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A hipoétese proposta a partir deste estudo é de que a utilizacdo de um bioinoculante
composto por bactérias acido laticas e 4acidos orgénicos oriundos do processo
fermentativo pode reduzir os efeitos negativos da menor densidade de compactacao sobre
a qualidade da silagem de milho. Para tal, tem-se como objetivos: determinar a dosagem
ideal do bioinoculante e testa-lo frente a um inoculante comercial, considerando a
correlacdo entre as perdas fermentativas, o perfil bromatoldgico, a estabilidade aerdbica

e a digestibilidade in vitro da silagem de milho em duas densidades de compactacao.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. O PROCESSO DE ENSILAGEM

O processo de ensilagem pode ser entendido como uma sucessao de eventos
quimicos e microbiologicos que ao final se estabilizam, preservando o material ensilado
até o momento de sua utilizagdo. Este processo pode se subdividir em fases.

A primeira é a aerdbica e ocorre durante o enchimento do silo e se prolonga até a
exaustdo do oxigénio (JOBIM e NUSSIO, 2013). A presenca do oxigénio, somada a
disponibilidade de carboidratos solUveis e nutrientes no alimento que esta sendo ensilado,
aumenta a respiragdo celular e proporciona um ambiente ideal para a atividade de
microrganismos indesejados, autéctones do alimento, como leveduras, fungos
filamentosos e enterobactérias. Consequentemente, ocorre a producao de gas carbonico,
a ativacdo de enzimas proteoliticas e a geracdo de amonia, acetato, etanol, agua e calor
(MCALLISTER e HRISTOW, 2000; PAHLOW et al., 2003). Apesar de inevitavel, esta
fase deve ocorrer em menor tempo, evitando perdas elevadas dos nutrientes.

A segunda fase pode ser subdividida entre anaerdbica 1 e 2 (JOBIM e NUSSIO,
2013). Apo6s o consumo do oxigénio residual por microrganismos aerdbicos, a fase
anaerodbica 1 tem inicio. Esta é caracterizada pela ascensdo das bactérias acido laticas,
que consomem os carboidratos solGveis e produzem &cidos, como latico e acético, dando
inicio a acidificacdo do material (PAHLOW et al., 2003). Isso inibe as bactérias
fibroliticas e parte das heterofermentativas neutréfilas, dando inicio a fase anaerdbica 2
(JOBIM e NUSSIO, 2013).

Na segunda parte da fase anaerdbica ha somente a presenca das bactérias laticas
homo e heterofermentativas, que reduzem rapidamente o pH, a partir da producdo de
acido acético, atingindo um valor de aproximadamente 3,8, iniciando a terceira fase do
processo (PAHLOW et al., 2003; JOBIM e NUSSIO, 2013).

Apoés o pH atingir o valor de 3,8, ha a saturacdo &cida do ambiente e a fase de
estabilidade aerdbia se inicia, onde ha a inatividade microbiana e o pH se mantém estavel
(MCDONALD et al., 1991). Esta é a fase mais esperada, uma vez que, atingida a
estabilidade, o material pode permanecer armazenado por longos periodos.

A Ultima fase consiste na instabilidade aerdbia, caracterizada pela exposi¢ao do
material ensilado ao oxigénio apds a abertura do silo. Nesta fase, o crescimento de
leveduras € beneficiado. Estas sdo responsaveis por acelerar a degradacéo de carboidratos

e acido latico, produzindo diéxido de carbono, calor, 4&gua e reduzindo o teor de acidos
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no material, contribuindo com o aumento do pH e beneficiando o desenvolvimento de
microrganismos indesejados (KLEINSCHMIT et al., 2005; LIU et al., 2020).

2.2. CARACTERIZA(}AO E DESAFIOS DA SILAGEM DE MILHO NO
BRASIL

O Brasil possui um clima tropical, que permite longa estacdo de crescimento,
possibilitando duas colheitas ao ano, tornando o milho uma das principais matérias-
primas utilizadas na alimentacdo animal. Depois da soja, 0 milho é a segunda cultura mais
cultivada no pais, ocupando cerca de 22 milhdes de hectares da area plantada, na safra
22/23 (CONAB, 2023).

Em dietas de ruminantes, a planta ou o grdo de milho séo a principal alternativa
ao pasto, seja em sistemas intensivos ou durante parte do ano em sistemas a pasto. De
acordo com Bernardes e Do Régo (2014), 82,7% dos produtores de leite no Brasil utilizam
silagem de milho isolada ou combinada com outras forrageiras.

Uma avaliacdo recente dos programas de alimentacdo com silagem usada por
rebanhos leiteiros de alta producdo mostrou que a silagem de milho foi fornecida em todas
as propriedades (BERNARDES et al., 2018). Na pecuéria de corte, a silagem de milho e
suas variacOes sdo a principal fonte de forragem em dietas de terminacdo (OLIVEIRA e
MILLEN, 2014; PINTO e MILLEN, 2016).

Com relagdo a compactacao durante o processo de ensilagem, fatores como tipo
de colheitadeira e sua capacidade de reducdo de particulas, processamento do grao e
velocidade de enchimento do silo, impactam diretamente na densidade de compactacéo e
na qualidade da silagem.

Colheitadeiras automotrizes podem alcancar taxas de enchimento dos silos de 150
a 180 t/h, enquanto colheitadeiras acopladas a tratores alcancam taxas de 10 a 15 t/h e
reducdo da uniformidade de particulas (CARVALHO e STRACK, 2015). No Brasil,
aproximadamente 90,4% das propriedades leiteiras utilizam colheitadeiras acopladas a
tratores, enquanto na pecudria de corte a maior parte dos produtores utilizam automotrizes
a partir de servigos terceirizados (BERNARDES et al., 2012; BERNARDES e DO
REGO, 2014).

A densidade de compactacdo é fator crucial na qualidade da silagem e pode ser
influenciada pelo tamanho médio de particula, umidade do material e eficiéncia da

compactacdo da planta forrageira. Particulas de forragem cortadas em tamanhos acima de
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19 mm podem aumentar a porosidade da silagem, reduzindo a compactagéo do material
e proporcionando maior oxigénio residual, levando a deterioracdo do material pela
respiracdo da planta e o crescimento de microrganismos indesejaveis (BRUNING et al.,
2018; KUNG et al., 2018). Além disso, a reducao da densidade de compactacdo diminui
a estabilidade aerdbica apds a abertura e aumenta as perdas durante o uso (HENTZ et al.,
2017; KRUGER et al., 2017).

A deterioracdo mais grave ocorre nas areas laterais e superiores dos silos, que séo
frequentemente dificeis de selar e compactar corretamente, devido a uma pressao
insuficiente. Portanto, o material de cobertura utilizado deve essencialmente proteger
contra danos externos, ser resistente a exposicdo prolongada aos raios ultravioleta e
garantir condicGes anaerdbicas no armazenamento (BERNARDES, 2016; GALLO et al.,
2016).

Problemas ambientais relacionados a silagem incluem a queima de combustiveis
fésseis, produzindo gas carbbnico (CO3), as emissdes de compostos organicos volateis,
como acido acético e etanol, e a producdo de efluentes. Para mitigar esses problemas, é
necessario aumentar a eficiéncia do processo de ensilagem, levando em consideracdo a
temperatura ambiente, o tempo apds o desbaste da camada de silo e o uso de aditivos,
reduzindo as perdas de nutrientes (DANIEL et al., 2015;).

2.3.  ASPECTOS NUTRICIONAIS DA SILAGEM DE MILHO NO BRASIL

A producéo de milho em climas quentes influencia a lignificagdo da parede celular
vegetal, reduzindo a digestibilidade da fibra e o teor de amido, limitando a oferta de
nutrientes para os animais (MOORE e JUNG, 2001; ADESOGAN, 2010). Além disso,
no Brasil, as sementes hibridas tendem a ter maior proporc¢éo de endosperma vitreo, outro
fator nutricionalmente limitante, uma vez que a dureza do endosperma do grao esta
relacionada a menor degradacdo ruminal do amido (XINXIN et al., 2021).

Outro aspecto fundamental para melhorar o valor nutricional da silagem é o
processamento adequado dos grdos de milho. Utilizar colheitadeiras automotrizes com
comprimentos de corte adequado pode aumentar a digestibilidade do amido, o consumo
de racdo e o desempenho de bovinos leiteiros (SALVATI et al., 2021). No entanto, a
maioria das maquinas usadas no Brasil sdo colheitadeiras acopladas a tratores, que nao
possuem processadores de grdos (BERNARDES e DO REGO, 2014).
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A temperatura ambiente e o tempo de armazenamento podem influenciar nas
perdas fermentativas e na digestibilidade do amido da silagem. Elevadas temperaturas
associadas a curtos periodos de estocagem aumentam as perdas fermentativas e reduzem
a estabilidade aerobica e a degradabilidade ruminal do amido, proteina e da fibra
(DANIEL et al., 2015;, BUENO et al., 2017). As perdas fermentativas aumentam a
concentracdo de compostos volateis (acidos, alcoois e ésteres) que possuem efeitos
negativos potenciais da silagem, afetando o desempenho de vacas leiteiras (RAUN e
KRISTENSEN, 2010; WEISS et al., 2016).

A composicdo mineral da silagem de milho, embora estavel durante a ensilagem,
pode sofrer alteracBes em sua propor¢do, em relagdo a composi¢do bromatoldgica do
alimento (WANG et al., 2020). Diversos fatores influenciam essa concentra¢do, como
perda de matéria organica, densidade de compactacdo, uso de bioinoculantes, pH da
silagem, maturidade da planta e presenca de minerais especificos, como célcio, fésforo,
potéssio e magnésio (KUNG et al., 2018; WANG et al., 2020). Gerenciar esses fatores
durante a ensilagem é crucial para garantir a qualidade da silagem e a nutricdo adequada
dos animais, pois o célcio melhora a salde dssea, o fosforo é vital para o metabolismo, o
potdssio mantém o equilibrio hidrico e o magnésio é essencial para enzimas,
influenciando na absorcao de nutrientes e saude animal (KUNG et al., 2018).

O conteldo de extrato etéreo (EE) na silagem de milho estd relacionado a
eficiéncia da fermentacdo e a preservacdo de lipidios, influenciando diretamente a
qualidade, a palatabilidade e o consumo da silagem pelos animais (KUNG et al., 2018).
Fatores como maturidade da planta, tipo de bioinoculante e condigdes de armazenamento
impactam a proporcao de acidos graxos na silagem (WANG et al., 2020).

A Fibra em Detergente Neutro (FDN) constitui a parede estrutural da planta e é
formada principalmente por hemicelulose (fibra digestivel), celulose (potencialmente
digestivel, a depender do tempo de retencdo no rimen) e lignina (composto fendlico
indigestivel), sendo a Fibra em Detergente Acido (FDA) composta principalmente por
celulose indigestivel e lignina (VAN SOEST et al., 1991). A reducdo destas porcdes
digestiveis do alimento durante a ensilagem é dependente da densidade de compactacéo
e da utilizacdo ou n&o de bioinoculantes (ARRIOLA et al., 2021).

Segundo Arriola et al., (2021), a proteina indigestivel e a digestibilidade da
matéria seca sdo influenciadas pelas perdas ocorridas durante o processo de ensilagem,
uma vez que condicBes inadequadas, como méa compactacdo ou selagem, podem causar

estresse e levar a perda de componentes mais digestiveis da forragem. Essas perdas
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reduzem a qualidade nutricional da silagem, resultando em uma maior proporc¢ao de
proteina indigestivel e menor digestibilidade da matéria seca, o que prejudica a

alimentacdo dos animais.

2.4. USO DE BIOINOCULANTES NO PROCESSO DE ENSILAGEM

A utilizacdo de bioinoculantes que contenham diferentes espécies de Bactérias
Acido Laticas (BAL), em dosagens adequadas, pode prevenir a deterioracdo da silagem
durante o armazenamento e aumentar sua estabilidade ap6s abertura do silo. No Brasil,
cerca de um quarto dos agricultores utiliza bioinoculantes biolégicos, normalmente com
BAL como Lactobacillus plantarum e Lentilactobacillus buchneri, que séo eficazes na
prevencdo de perdas e da deterioracdo aerobica (BERNARDES et al., 2012; NOVINSKI,
2013; BERNARDES e DO REGO, 2014;).

Os bioinoculantes utilizados no processo de ensilagem podem ser classificados
pelo seu mecanismo de acdo, sendo estimulantes de fermentacdo, como as BAL
heterofermentativas facultativas e melhoradores da estabilidade aerdbica, como as BAL
heterofermentativas obrigatdrias (MUCK et al., 2018).

As espécies L. plantarum, L. casei, Enterococcus faecium e Pediococcus spp.,
conhecidas como bactérias laticas homofermentativas, foram reclassificadas como
heterofermentativas facultativas e possuem como principal caracteristica a oxidacdo de
hexoses em acido latico, além de produzirem a enzima fosfocetolase, que oxida pentoses
em &cido latico e &cido acético (OLIVEIRA et al., 2017, MUCK et al., 2018).

Estas caracteristicas permitem reduzir rapidamente o pH da silagem, reduzindo a
populacdo de microrganismos patogénicos (indesejados) e a producédo de acido butirico,
amonia e etanol, auxiliando em silagens com baixa densidade e alta umidade (OLIVEIRA
et al., 2017). Entretanto, seu uso pode nao afetar ou reduzir a estabilidade aerdbica ap6s
abertura de silagem de milho, uma vez que neste momento as leveduras utilizardo o &cido
latico como substrato para se desenvolverem (OLIVEIRA et al., 2017).

Em contrapartida, as espécies L. buchneri, L. hilgardii e L. parafarragins sao
exemplos de BAL heterofermentativas obrigatorias, caracterizadas pela conversdo
anaerdbica de acido latico em &cido acético e 1,2-propanodiol (KROONEMAN et al.,
2002). Estes &cidos sdo compostos antimicrobianos, que permitem a manutencdo da
estabilidade aer6bica da silagem de milho por um maior periodo ap6s a abertura do silo,

uma vez que limitam o desenvolvimento de leveduras e microrganismos indesejados


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030221007761?ref=pdf_download&fr=RR-2&rr=82dc3b6dadf827fd#bib34
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030221007761?ref=pdf_download&fr=RR-2&rr=82dc3b6dadf827fd#bib34
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(ASSIS et al., 2014; LIU et al. 2014; POLUKIS et al., 2016; COSTA et al.,, 2017;). A
combinacdo destes microrganismos parece ser uma estratégia viavel para equilibrar os
beneficios e as desvantagens dos mesmos (GANZORIG et al., 2016; ARRIOLA et al.,
2021;).

Microrganismos como 0s Streptococcus bovis, Propionibacterium spp e Bacillus
subtilis também podem ser utilizados como bioinoculantes de silagem para aumentar a
eficiéncia da acidificacdo da silagem, reduzindo a populacdo de microrganismos
indesejados, as perdas e a producdo de compostos organicos volateis. Estes
microrganismos também produzem compostos antiflngicos, como os 4cidos e acético e
propidnico, que melhoram a estabilidade aerdbica ap6s abertura do silo (FERREIRA et
al., 2013; LARA et al., 2016).

Na pratica, deve-se considerar durante o uso de bioinoculantes a correlacéo
negativa entre a temperatura e o tempo de reteng@o no tanque de aplicacéo e a viabilidade
dos microrganismos, fazendo-se necessario o uso de tanques que reduzam a absorcao de
calor e a maior frequéncia de abastecimento destes (MULROONEY e KUNG, 2008).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Experimento 1

3.1.1. Local do estudo e condigdes experimentais

O experimento foi conduzido nas dependéncias da Universidade Federal de Sergipe
(UFS), localizada no municipio de S&o Cristdvao - SE.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial (5x2) com delineamento
inteiramente casualizado. Foram testadas cinco dosagens (0, 2, 4, 6 e 8 L/Ton) de um
bioinoculante desenvolvido pela empresa Korin Agricultura e Meio Ambiente LTDA.
(codigo de identificagdo CPMO-06.03.01.02.02/2023), contendo 4,08 UFC/mI de bactérias
acido laticas, resultando em aplicacdes teoricas finais de 0% 8%; 1,6'2; 2,412 3,212 UFC/ml
de forragem fresca, respectivamente. As dosagens foram aplicadas com auxilio de um
pulverizador em duas densidades de compactacdo (400 e 550 kg/m3), com 5 repeticdes por
tratamento, totalizando 10 tratamentos e 50 unidades experimentais. Para aplicar o0 mesmo
volume em todos os tratamentos, as doses foram diluidas em agua destilada.

No més de outubro de 2023, as plantas de milho transgénico (1879903903 — SMH
SHS SUPER CSL 60S planta inteira) foram colhidas manualmente a 40 cm do solo, com
cerca de 33% de matéria seca e processadas em maquina forrageira estacionaria (MC1001N
Laboremus®) em particulas de aproximadamente 19 mm. A forragem processada foi
replicada em 10 pilhas individuais, com 100 kg cada, para aplicacdo do bioinoculante, em
seus respectivos tratamentos.

Este bioinoculante foi produzido com tecnologia desenvolvida pelo Centro de
Pesquisa Mokiti Okada, baseada na fermentacdo anaerdbica, predominantemente latica, de
matérias-primas nao estéreis inoculadas, com diferentes espécies de bactérias acido laticas
(L. plantarum e L.Buchneri) e gerando acidos latico e acético. O produto foi preparado e
diluido em uma solucéo final de 10 L, nas proporcdes: 9 L agua mineral + 150 g HIBANA
(fonte de carboidratos e aminoéacidos) + 1 litro do bioinoculante, com o intuito de estimular
o0 desenvolvimento dos microrganismos. A solucdo foi homogeneizada e o recipiente fechado
ndo hermeticamente por um periodo de trés dias.

Posteriormente, a forragem de cada pilha foi pesada e o volume necessario para o

enchimento dos silos experimentais nas densidades especificadas foi distribuido em cinco
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silos experimentais (material PVC com 150 mm de didmetro e 500 mm de altura),
representando as repeticdes de cada tratamento e compactada com soquetes de madeira.
Todos os silos possuiam camara de absorcédo de efluentes, preenchida com areia fina
peneirada, lavada e esterilizada a temperatura de 105° C e coberta por um tecido fino de
algod&o e tela de nylon. Os silos foram vedados com tampa em PVC, contendo vélvula do
tipo “Bunsen”, selados com silicone e armazenados em local fechado pelo periodo de 45 dias

em temperatura ambiente.

3.1.2. Analises laboratoriais

As andlises foram categorizadas em diferentes aspectos funcionais: 1) Perdas
fermentativas, incluindo perdas na matéria seca (PMS), perdas por efluentes (PE), perdas por
gases (PG) e concentracdo de nitrogénio amoniacal (NH3); 2) Perfil bromatolégico,
abrangendo matéria seca (MS), matéria mineral (MM), extrato etéreo (EE), fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), hemicelulose, celulose, lignina,
carboidratos ndo fibrosos (CNF), proteina bruta (PB), proteina indigestivel em detergente
neutro e acido (PIDN e PIDA); 3) degradabilidade in vitro, avaliando o desaparecimento e a
degradabilidade in vitro da matéria seca; e 4) Estabilidade e pH ap6s a abertura do silo.

Para determinar as perdas de matéria seca por gases e efluentes, foi utilizada
metodologia proposta por Jobim et al. (2007). Para tanto, foram mensurados os pesos dos
minis silos vazios e cheios, antes e ap6s a ensilagem, bem como o0s respectivos teores de
matéria seca da silagem (no fechamento e na abertura do silo).

As perdas de matéria seca foram determinadas pela equacéo:
_ (MSi — MSf)

MSi '
Onde: PMS (Perda de matéria seca total); MSi (Quantidade de MS na ensilagem);

MSf (Quantidade de MS na abertura).
As perdas por gases foram estimadas pela equacao:

PG — [(PCen — Pen).MSen]| — [(PCab - Pen).MSab] 100
B [(PCen - Pen). MSen] '

Onde: PG (Perdas por gases); PCen (Peso, em quilos, do silo cheio na ensilagem);

PMS 100

Pen (Peso, em quilos, na ensilagem do conjunto silo, tampa, areia, tela, tecido); MSen (Teor
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de MS da forragem na ensilagem); PCab (Peso, em quilos, do silo cheio na abertura); MSab
(Teor de MS da forragem na abertura).
As perdas por efluentes foram estimadas pela equacéo:
_ (Pab — Pen)
MVfe
Onde PE (Producéo de efluente, quilos por tonelada de massa verde); Pab (Peso, em

.1000

quilos, na abertura do conjunto silo, tampa, areia, tela, tecido); Pen (Peso, em quilos, na
ensilagem do conjunto silo, tampa, areia, tela, tecido); MVfe (Massa verde, em quilos, de
forragem ensilada). A determinagdo de nitrogénio amoniacal foi realizada segundo
metodologia descrita por Bolsen et al. (1992).

Apds determinacdo das perdas, amostras de 5009 da forragem fresca e da silagem em
cada silo foram coletadas, pesadas e secas em estufa, com circulacdo forcada de ar (55°C),
por 72 horas. Ap0s a secagem, as amostras foram moidas em moinho tipo Willey e peneiradas
em malha de 1,0 mm. Posteriormente, foram determinados os teores de matéria seca (MS),
extrato etéreo (EE) e matéria mineral (MM), de acordo com metodologia descritaem AOAC
(2012). O teor de nitrogénio foi determinado pelo método de Kjeldahl, sendo teor de proteina
bruta calculado pelo fator 6,25xN.

A determinacdo da fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido
(FDA), proteina indigestivel em detergente neutro (PIDN) e Proteina indigestivel em
detergente acido (PIDA) foram realizadas segundo Van Soest et al. (1991), modificada por
Senger et al. (2008). O teor de lignina em detergente acido foi obtido utilizando &cido
sulfurico 72% conforme Goering e Van Soest (1970).

A hemicelulose foi mensurada pela diferenca entre FDN e FDA e a celulose (CEL)
pela diferenca entre FDA e Lignina. O percentual dos carboidratos ndo fibrosos (CNF) foi
obtido pela equacéo desenvolvida por Sniffen et al. (1993), onde: CNF = 100 — (PB +
FDN + EE + MM).

Foram coletadas amostras de 5 g de cada silo para cada tratamento, com cinco
repeticdes, totalizando 25g de amostra, composta para mensurar 0 desaparecimento e
degradabilidade in vitro da matéria seca. O liquido ruminal foi coletado em um frigorifico
com Servico de Inspecdo Federal e mantido em garrafas térmicas a 39°C, para transporte ao
laboratdrio. O inoculo ruminal foi testado para viabilidade antes da incubagéo pelo teste de
reducéo de azul de metileno (DIRKSEN, 1993).
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As amostras compostas de 25g foram incubadas em filter bags, junto a uma solugéo
de incubacéo (20%) e indculo ruminal (80%), acrescido de didxido de carbono, em estufa a
39°C, por 48 horas, com agitacdo a cada 4 horas para simular o ambiente ruminal
(THEODOROU et al., 1994; MOULD et al., 2005). Apos a incubacdo, os filter bags foram
lavados com agua destilada, secados por 24 horas em estufa a 105 °C e pesados para
determinar o desaparecimento da matéria seca. Posteriormente o material foi queimado em
mufla a 600°C por 3 horas, para determinar a degradabilidade verdadeira da matéria seca,
conforme metodologia proposta por Goering e Van Soest (1970), através da lavagem do
residuo de incubacdo com solucéo detergente neutro concentrada e acetona, secos em estufa
a 105°C durante 8 horas e, em sequéncia, pesados.

A estabilidade aerdbia foi determinada utilizando a metodologia proposta por Kung
etal. (2000), que estima a perda da estabilidade pelo tempo necessario para que a temperatura
da silagem aumente em 2°C em relacao a temperatura média do ambiente. Aproximadamente
2,0 kg de silagem de cada unidade experimental foram alocadas em caixas de isopor, com
capacidade de 5,0 L, em um ambiente com temperatura constante de 25°C+1,5 (temperatura
média da regido), por 108 horas. As leituras de temperatura foram realizadas a cada 4 horas,
utilizando termometro digital com haste de inox.

No momento da abertura do silo e, posteriormente, a cada 8 h apds exposicao ao ar,
amostras de silagem foram coletadas para determinacdo do pH, de acordo com o0s
procedimentos descritos em AOAC (2012).

3.1.3. Analises estatisticas e multivariadas

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do ambiente de programacao
RStudio versdo 4.0.2 (R Project, 2023). A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de
Shapiro-Wilk e os dados obtidos foram submetidos a ANOVA, considerando as diferentes
densidades de compactacdo, como efeito aleatdrio e as dosagens do bioinoculante e sua
interacdo como efeitos fixos.

Para facilitar a inspecdo dos dados e ajudar na detecgéo de padrdes ocultos, a matriz

de correlagéo de Pearson foi calculada para avaliar as associacgdes lineares entre as variaveis
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de interesse e representada por meio de um correlograma visualmente informativo, através
da funcéo do pacote ‘corrplot’ (WEI et al, 2021).

Com o auxilio do pacote ‘factoextra’ (KASSAMBARA & MUNDT, 2020), a Analise
de Componentes Principais (PCA) foi empregada para reduzir a dimensionalidade dos dados
e identificar os padrdes e as caracteristicas mais importantes para distinguir os fatores
estudados em relagcdo as varidveis de interesse na silagem de milho. A interpretacdo dos
resultados concentrou-se nas principais tendéncias identificadas pelos componentes
principais e nas variaveis que mais contribuiram para esses padrdes. Os valores de
contribuicdo foram examinados para avaliar a relevancia relativa das variaveis nos dois
primeiros componentes principais.

Apbs identificar a correlacdo entre as variaveis e o comportamento dos fatores em
relacdo a estas, foram aplicados modelos de regressdo linear e polinomial entre as variaveis
que demonstraram maior contribui¢do para diferenciacdo entre os tratamentos (i.e., dose x
densidade).

3.2.  Experimento 2

O Experimento 2 foi realizado a fim de averiguar a capacidade de melhoria nas
propriedades da silagem pelo bioinoculante avaliado em comparacdo a um inoculante
comercial, contendo diferentes espécies de bactérias acido laticas (L. curvatus, L. plantarum,
L. acidophilus, P. acidilactici, E. faecium, L. buchineri, L. lactis, P. acidipropionici), na
concentragio de concentragdo de 10! UFC/g e enzima celulolitica 5%, na dosagem de 2
L/Ton, recomendada pelo fornecedor.

O Experimento 2 foi realizado num esquema fatorial 2 x 2, sendo a dosagem
bioinoculante que demonstrou melhores resultados (4 L/Ton) e o produto comercial (2
L/Ton), em duas densidades de compactacdo (400 e 550 kg/ms3), perfazendo quatro
tratamentos com cinco silos como repeticdes, totalizando 20 unidades experimentais.

As categorias funcionais de analises descritas anteriormente no Experimento 1 foram
aplicados neste segundo experimento. As analises estatisticas, realizadas com o auxilio do
ambiente de programagdo RStudio versdo 4.0.2 (R Project, 2023) incluiram a anélise
exploratdria dos componentes principais (PCA), o teste de normalidade (Shapiro Wilk), a
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ANOVA, e, para identificar as diferengas entre os tratamentos, o teste Tukey foi aplicado
com 5% de probabilidade nas variaveis que demonstraram maior contribuicdo para

diferenciacéo entre os tratamentos.
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4, RESULTADOS
4.1. Experimento 1

Os resultados obtidos através da analise de variancia descritos na Tabela 1
(Informagdes Complementares) demonstraram efeito da interagdo em 11 das 24 variaveis
estudadas. Tais variaveis estiveram relacionadas ao perfil bromatologico da planta (MM, EE,
PIDA, CNF, FDN, FDA, hemicelulose, celulose e lignina) e ao desaparecimento e
degradabilidade da matéria seca.

Avaliando os fatores de modo isolado, as dosagens do bioinoculante foram
significativas para todas as varidveis, enquanto a densidade de compactacéo foi significativa
para MS, CNF, FDN, hemicelulose, celulose, lignina, o desaparecimento e a degradabilidade
da matéria seca e as perdas por efluentes.

No correlograma (Figura 1), foram exploradas as correlacdes estatisticamente
significativas entre as variaveis de interesse, considerando o tamanho dos efeitos da acuracia
dos valores de correlagdo de Pearson sugerida por Rumsey (2016): fraca (r = |0, 30|);
moderada (r = |0,50]; forte r £ |0, 70)).

Um importante primeiro grupo de variaveis incluindo matéria seca, extrato etéreo,
estabilidade aerdbica apds abertura do silo e carboidratos ndo fibrosos, exibe correlagdes
positivas moderadas a fortes entre si, sugerindo que modificacbes em uma dessas variaveis
podem afetar as demais de maneira similar, com uma resposta coesa em determinadas
condicdes.

Compensatoriamente, estas varidveis mostram uma correlacdo negativa com
componentes associados a fibra, como fibra em detergente acido, fibra em detergente neutro
e hemicelulose, além do pH apds abertura do silo, que comp&e um segundo grupo de
variaveis com correlacdes positivas entre si. 1sso aponta para uma relacdo inversa entre a
presenca de fibras e a estabilidade aer6bica no processo de ensilagem.

Adicionalmente, varidveis que determinam as perdas durante o processo de
fermentacdo, como PG, PMS e NHs, possuiram correlagdo positiva fraca a moderada, com o
pH no tempo, e negativa com a estabilidade, indicando influéncia das perdas no processo de

reducdo da estabilidade apés a abertura da silagem.
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Figura 1 Correlograma entre as varidveis mensuradas no estudo e seus coeficientes de
correlacéo de Pearson.

m 2} [}
wbeteeB 222pfifoleozeizidt
EE - 0.78 0.62 030 030 037  -072-056072 075062  -034 036
ESTAB -- 0.82 0.51 0.48-0.32-0.85-0756-088  -0.95-0.84-0.49-0.56  -0.49
MS --- 0.63 072062079  0.82078-054-068  -0.63
CNF -- 0.31 0.44.0.46-043 051  -0.54.0.60-0.84-0.99 -0.56 -0.87 -0.63-0.51-0.49
PE - 0.28
PG - 0.36 0.97 0.36 0.28 0.36 0.37 0.33 0.35 032  0.39-0.59-0.51-0.60
DESMS - 0.37 0.99 0.37 0.29 0.20 -0.30-0.45
PMS - - 0.38 0.38 0.37 0.32 0.36 -0.350.51-0.46 -0.54
DIGMS - 0.39 0.30 0.30 0.30-0.44
NH3 - 0.45 0.46 0.41 0.40 0.370.31
PB -0.57 0.54 0.64 0.45 0.34 0.33
PHO6 --- -- 0.85 0.93 0.790.74 0.40 0.47 0.42
praz | [ -- -- : 0.680.63 0.46 0.43 0.31
PHT72 --- ---- 0.78/0.77 0.50 0.52 0.42 0.29
LG - -0.70
PH24 --- [ ] --- - 0.88 0.49 0.61 0.56
pro [l -- [ | - || - -- 0.52 0.65 0.60
FDA -- B 0.82 0.77 0.50 0.50 0.41 0.34
FDN [ ] -- [ | [ | --- 0.53 0.90 0.59 0.49 0.49
CEL [ ] - - -- 0.41 0.28
HEM -- || | - - 0.53 0.44/0.49
MM - [ | [ | [ | - 0.58/0.72
PIDA || - 0.52
Eum m=

-1 -0.8 -0.6 0.4 -0.2 o 0.2 04 0.6 0.8 1

Correlacéo positiva (azul) e negativa (vermelho). A intensidade da cor representa a magnitude da correlagéo.
No triangulo superior estdo plotados os valores dos coeficientes. Correlagdes ndo significativas (p>0,05), foram
deixadas em branco.

Estas e outras correlacBes existentes entre as varidveis encontradas no correlograma
sdo observadas e exploradas nas anélises de componentes principais (PCA) (Figura 2), para
fornecer informacdes sobre a contribuicdo de cada variavel e, neste caso, a relacao entre 0s
agrupamentos encontrados e as dosagens aplicadas nas diferentes densidades de
compactacao.

As analises representam o0s resultados das dosagens nas duas densidades de
compactacdo exploradas. Os dois primeiros componentes principais (dimensdes 1 e 2)
explicam, conjuntamente, cerca de 65% da variagdo dos dados nas duas densidades.

Os graficos demonstram um comportamento semelhante entre as densidades de

compactacdo (Figura 2A e 2B), com destaque na eficacia do bioinoculante que formou
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agrupamentos (tracejados em azul, verde, amarelo e lilas) relacionados & modulagdo das
propriedades fisico-quimicas da silagem de milho, principalmente em uma condigdo de
menor densidade de compactacdo, onde os efeitos foram mais evidentes a partir do maior

distanciamento entre os agrupamentos formados (figura 2B).

Figura 2 Graficos de dispersdo dos componentes principais da silagem de milho. A) PCA das
doses aplicadas na maior densidade (550 kg/ms3); B) PCA das doses aplicadas na menor
densidade (400 kg/m3).
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MS (Matéria seca); MM (Matéria mineral); EE (Extrato etéreo); FDN e FDA (Fibra em detergente neutro e
acido, respectivamente); HEM (Hemicelulose); CEL (Celulose); LIG (Lignina); CNF (Carboidrato ndo
fibroso); PB (Proteina Bruta); PIDN e PIDA (Proteina indigestivel em detergente neutro e acido,
respectivamente); DESMS e DIGMS (desaparecimento e degradabilidade in vitro da matéria seca,
respetivamente); PMS (Perdas na matéria seca); PG (Perdas por efluentes); PG (Perdas por gases); NH3
(Nitrogénio Amoniacal); ESTAB (Estabilidade aerobica); PHO, PH24, PH48, PH72 e PH96 (pH no momento
de abertura, apds 24h, apo6s 48h, apds 72h, ap6s 96h, respectivamente).
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Na dimensdo 1, a auséncia do bioinoculante (0 L/Ton) contribui para uma
fermentacdo menos eficiente, havendo aumento do pH e da producdo de nitrogénio
amoniacal, com maiores propor¢des de fibras e reducdo da matéria seca, extrato etéreo,
estabilidade e carboidratos nao fibrosos. A inoculacdo com 8 L/Ton do bioinoculante
comportou-se de forma inversa a auséncia do bioinoculante, sugerindo uma fermentacéo
mais eficiente com uma degradacdo mais completa dos componentes fibrosos. As doses 2, 4
e 6 L/Ton apresentaram caracteristicas intermediarias nesta dimensdo, indicando uma
resposta gradual a dosagem do bioinoculante, o que indica que a eficacia esta relacionada a
dosagem aplicada.

Na dimensédo 2 as doses 2, 4 e 6 L/Ton se destacaram pelo distanciamento com o
nitrogénio amoniacal, as perdas por gases e efluentes, bem como a degradabilidade da
matéria seca e da proteina bruta, em relacdo aos demais tratamentos. 1Sso sugere que, nessas
dosagens intermediarias, o efeito positivo do bioinoculante reduziu as perdas de nutrientes,
contribuindo para uma melhor qualidade nutricional da silagem.

Considerando as duas dimensdes, pode-se observar um equilibrio nas dosagens
intermediarias e limitagdes nos resultados de perdas com maior dosagem ou auséncia do
bioinoculante, sugerindo que as variaveis em destaque podem explicar de forma eficiente o
efeito dos fatores estudados.

Complementarmente, as PCA das diferentes densidades em cada dosagem do
bioinoculante demonstraram que a dosagem de 4 L/Ton foi a Unica a obter resultados mais
homogéneos em ambas densidades, sendo observado através da sobreposicao das elipses de
cada densidade avaliada (Figura 1 — Informagbes Complementares).

Os modelos de regressdo (Figura 3) corroboram as observacdes da PCA e do
correlograma, fornecendo a compreensdo aprofundada das correlacBes existentes e
permitindo a selecdo das variaveis que melhor explicam a influéncia positiva do
bioinoculante em dosagens especificas na qualidade da silagem de milho. Os resultados das
equacOes e os coeficientes de correlacdo se encontram na Tabela 2 (Informagdes
Complementares).

De modo geral, os valores do pH no momento de abertura se mantiveram abaixo de
4, contudo os valores de pH da silagem sem o bioinoculante aumentaram mais de 50% ap0s

96 h da abertura do silo, chegando a aproximadamente 5,5. Neste sentido, o pH atingiu



19

valores mais baixos & medida que a dosagem do bioinoculante aumentou, até a dosagem de
6 L/t, demonstrando um comportamento quadrético negativo.

Figura 3 Modelos de regresséo linear e polinomial entre doses do bioinoculante e densidades
de compactacdo da silagem de milho.
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Em contrapartida, a estabilidade aerdbica possuiu uma curva quadratica positiva,
indicando que o uso do bioinoculante prolongou a estabilidade aerdbica, uma vez que a
auséncia do bioinoculante (0 L/t) permaneceu estavel por cerca de 37 h, enquanto que o uso
do bioinoculante se mostrou eficiente em aumentar a estabilidade aerdbia, tendo as dosagens
4 e 6 L/t obtido valores superiores a 104 h. Tanto o pH quanto a estabilidade obtiveram os
melhores valores entre as doses 4 e 6 L/t, indicando que dosagens muito baixas ou excessivas
podem néo proporcionar beneficios adicionais.

Considerando as perdas na matéria seca por gases € 0 nitrogénio amoniacal presente
no material como os principais pardmetros que avaliaram as perdas durante o processo de
ensilagem, estes possuiram curva quadrdtica negativa em relacdo a dosagem do
bioinoculante. Houve reducéo de cerca de 7% das perdas com o aumento na dosagem até a 4
L/t, tendo o0 maior incremento na dosagem, aumentando as perdas.

O incremento do bioinoculante resultou em maior proporgéo de CNF (15%) e menor
proporcdo de hemicelulose (10%) e celulose (13%) apenas na maior densidade, sendo
levemente mais pronunciado na maior compactacdo. A lignina apresentou curva quadratica
positiva significativa apenas na maior densidade, com reducdo nos valores até a inclusdo de
6 L/t (30%).

A matéria mineral apresentou curva gquadratica negativa, aumentando sua propor¢édo
com a adicdo de até 4 litros do bioinoculante por tonelada, sendo menor na sua auséncia ou
com a maior incluséo (8 L/t) - este efeito foi mais evidente na maior densidade.

As curvas da degradabilidade da matéria seca foram quadréticas e positivas, com a
incluséo de pelo menos 6 L/t, apresentando aumento desta variavel em uma menor densidade,
chegando a cerca de 70% na maior dosagem. J& numa maior densidade, a adicdo do
bioinoculante reduziu a degradabilidade em relacdo a ndo utilizacdo deste, apresentando

recuperacao com pelo menos 8 litros por tonelada.

4.2.  Experimento 2
A analise de componentes principais (PCA) dos produtos nas duas densidades de

compactacdo exploradas demonstrou que 0s dois primeiros componentes principais
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(dimensoes 1 e 2) explicaram, conjuntamente, cerca de 60% da variagdo dos dados (Figura
4).

Figura 4 Gréaficos de dispersdo dos componentes principais da silagem de milho do
bioinoculante e do produto comercial nas diferentes densidades de compactacéo.
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cido, respectivamente); HEM (Hemicelulose); CEL (Celulose); LIG (Lignina); CNF (Carboidrato ndo
fibroso); PB (Proteina Bruta); PIDN e PIDA (Proteina indigestivel em detergente neutro e A4cido,
respectivamente); DESMS e DIGMS (desaparecimento e degradabilidade in vitro da matéria seca,
respetivamente); PMS (Perdas na matéria seca); PG (Perdas por efluentes); PG (Perdas por gases); NH3
(Nitrogénio Amoniacal); ESTAB (Estabilidade aerébica); PHO, PH24, PH48, PH72 e PH96 (pH no momento
de abertura, ap6s 24h, apds 48h, apds 72h, ap6s 96h, respectivamente).

No gréfico, as densidades de estocagem representadas pelos formatos de triangulos e
circulos estiveram dispersas ao longo das dimensGes e demonstram que houve um
comportamento semelhante entre si. Entretanto, os produtos demonstram comportamentos
distintos em relacédo as variaveis analisadas.

O bioinoculante formou um agrupamento (tracejado verde) relacionado a eficacia na
modulacdo das fibras digestiveis (FDN e Hemicelulose), da matéria seca e a estabilidade,
com menores valores de pH apds abertura do silo. No entanto, proporcionou menor
degradabilidade e teor de carboidratos nao fibrosos.

Ja o tratamento com o inoculante comercial apresenta um agrupamento inverso
(tracejado amarelo), com maiores valores de degradabilidade e carboidratos ndo fibrosos,

além de proporcionar uma menor estabilidade aer6bica, com maiores valores de pH apds
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abertura do silo e menores teores de fibras digestiveis. As perdas fermentativas demonstraram
comportamento intermediario entre os tratamentos.

Complementarmente a PCA, a Figura 5 ilustra as diferencas estatisticas entre as
variaveis que descrevem a diferenca entre as perdas e estabilidade aerobica apos a abertura
do silo. Os resultados demonstram que o tratamento com o bioinoculante manteve a
estabilidade aero6bica por todo periodo de avaliacdo, mantendo o pH abaixo de 4, enquanto
que o tratamento comercial ndo proporcionou estabilidade do pH e da temperatura ap6s 48h
da abertura do silo. As perdas ndo diferiram entre os tratamentos, tendo ambos mantido as
perdas na matéria seca abaixo de 10%.

Figura 5 Comparagdes entre as médias do bioinoculante e o produto comercial no teste de
Tukey (5% de probabilidade) das variaveis: (A) pH em cada tempo ap0s abertura do silo; B)
Estabilidade aerobica; (C) Perdas na matéria seca.

A) B) C)
-

84

904

(2]
L

60+

pH

Estabilidade (h)

30+

Perda na matéria seca (%)
~

N
L

0 24 48 72 g6 " T " o
Horas Comercial Bicinoculante Comercial Bioinoculante

Tratamentos -#- Comercial == Bioinoculante



23

5. DISCUSSAO

A utilizacdo das ferramentas de analise multivariada, como o correlograma e a PCA,
forneceram percepgdes valiosas sobre a estrutura subjacente dos dados, e permitiu selecionar
varidveis mais eficientes para observar os resultados, otimizando 0s processos de
compreensdo dos efeitos dos tratamentos na qualidade da silagem. Estas analises também
identificaram as varidveis colineares dentro das categorias funcionais propostas,
possibilitando a selecdo de variaveis préaticas para definir a qualidade da silagem a campo.

O impacto negativo na degradabilidade do material ensilado com densidade de 400
kg/m? foi reduzido pelo uso do bioinoculante, enquanto que na densidade de 550 kg/m?3 os
beneficios da inoculagdo foram menores. O mesmo ocorreu com a celulose, a hemicelulose
e os carboidratos ndo fibrosos (Figuras 2 e 3). Menores densidades de compactacdo
aumentam o oxigénio residual presente no silo, impedindo a rapida acidificacdo do material
por bactérias laticas anaerdbias, ocorrendo a degradacdo de nutrientes digestiveis, como a
hemicelulose e os carboidratos ndo fibrosos (MUCK et al., 2018). Outros estudos que
avaliaram silagens inoculadas com bactérias acido-laticas em diferentes densidades de
compactacao observaram baixo efeito das densidades de compactacdo, devido a relacdo entre
oxigénio residual e & presenga de microrganismos, corroborando os resultados encontrados
na densidade de 500 km/m3 (HERRMANN et al., 2015; GALLO et al., 2018;)

A auséncia do bioinoculante (0 L/Ton), independentemente da densidade de
compactacao, proporcionou os maiores valores de pH, perdas fermentativas e fibras, assim
como a reducdo da matéria seca, dos carboidratos ndo fibrosos e da estabilidade aerébica
(Figuras 2 e 3). Sem bioinoculantes, a silagem depende da microbiota nativa, que pode incluir
bactérias indesejaveis. Essas bactérias podem néo ser eficientes na fermentacéo, resultando
em uma menor producdo de acidos organicos, como o acido lactico, que séo essenciais para
a reducao do pH (JOBIM e NUSSIO, 2013). Estes resultados foram corroborados por outros
autores, em estudos da inoculagdo do milho com bacteérias laticas (ARRIOLA et al., 2021;
SILVA et al., 2021; SILVA et al., 2024),

Quando inoculado na maior dosagem (8 L/Ton), a silagem obteve os maiores valores
de carboidratos nao fibrosos e de estabilidade, entretanto com perdas de matéria seca e gases
semelhantes aos tratamentos que ndo utilizaram os bioinoculantes (Figuras 2 e 3). Tais perdas

nédo foram encontradas na silagem inoculada com as dosagens intermediarias (2, 4 e 6 L/Ton)
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do bioinoculante, que também apresentam um bom perfil bromatolégico, com maior
proporcdo de fibras digestiveis, baixos valores de pH e boa estabilidade aerdbica apos
abertura do silo (Figuras 2 e 3) (ARRIOLA et al., 2021).

A maior estabilidade com maiores perdas em relacdo as doses intermediarias
encontradas na dose de 8 L/Ton do bioinoculante (Figuras 2 e 3), pode ser explicada pela
maior inoculacdo da forragem com L. buchneri, devido a maior redugdo do &cido latico em
acido acético por este microrganismo, reduzindo o poder de acidificacdo, mas aumentando o
potencial antifungico apds abertura do silo, como encontrado por Kleinschmit e Kung (2006).
J& a combinagdo em proporc¢des equilibradas de L. buchneri com L.plantarum nas dosagens
intermediéarias, converte o acido latico em acido acético em menor proporgdo, explicando a
reducdo das perdas fermentativas, mas mantendo a boa estabilidade apds abertura. Silva et
al. (2024) ndo encontraram diferencas nas perdas de matéria seca, quando elevou a
concentracdo de L. plantarum e L. buchneri inoculado na silagem de gréo dmido.

Frente a um produto comercial, no Experimento 2 o bioinoculante demostrou maior
potencial de aumento da estabilidade aerdbica apos abertura do silo, com perdas semelhantes,
mas com menores concentracdes de carboidratos ndo fibrosos e menor degradabilidade in
vitro da matéria seca (Figura 4). 1sso pode estar relacionado a inoculagdo com L. plantarum,
que aumenta a producdo de acido latico e os L. buchneri convertem &cido latico em &cido
acetico e 1,2-propanodiol, inibindo o desenvolvimento de leveduras e enterobactérias, que
degradam o material durante a fermentacdo e apds abertura do silo (MUCK et al., 2018).

O menor potencial de melhoria na estabilidade e reducdo das perdas do produto
comercial em relagdo ao bioinoculante testado podem estar relacionados ao fato de haver
cepas de microrganismos no mesmo produto, que competem entre si por substratos,
reduzindo sua eficiéncia na acidificacdo e preservacdo do material e na estabilidade aerdbica
apos abertura do silo, que estdo relacionados a maior concentracdo de carboidratos ndo
fibrosos neste tratamento (MUCK et al., 2018; KUNG et al., 2018).

Os beneficios associados a reducdo das perdas fermentativas em conjunto com a
maior estabilidade aerdébica apos abertura do silo a partir da fermentagcdo mista de produtos
selecionados, com cepas especificas de bactérias acido laticas, inerente ao bioinoculante
testado neste trabalho, demonstram a importancia do seu uso na producédo animal sustentavel.

Futuros trabalhos relacionando a produtividade dos animais ao potencial de ganhos
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econémicos, bem como ao microbioma e metaboloma gerados durante e ao final do processo
fermentativo, trardo resposta fundamentais a producao animal sustentavel, considerando os

multiplos impactos possiveis de um bioinoculante sobre a satde animal.
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6. CONCLUSAO

Recomenda-se a utilizacdo do bioinoculante na dosagem de 4 L/Ton para silagem de
milho, pois esta dose reduz perdas fermentativas e aumenta a estabilidade aerdbica,
independentemente da densidade de compactacdo, evidenciando sua capacidade em modular

0 processo fermentativo para a rota de preservacao da silagem.
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INFORMACOES COMPLEMENTARES

Tabela 1 Andlise de variancia (ANOVA) das variaveis considerando o efeito das dosagens do bioinoculante, das diferentes densidades e da
interacdo entre elas.

Variaveis Efeito da Dose Efeito da Densidade Efeito da Interacdo
Descricdo Unidade  Sigla Valor F Pr (>F)! Valor F Pr (>F)! Valor F Pr (>F)!
Matéria seca % MS 45.2749 <0.0001 *** 4.3540 0.04334 * 2.4926 0.0582 .
Matéria mineral % MM 29.0370 <0.0001 *** 0.6562 0.4227 4.4759 0.0044 **
Extrato etéreo % EE 47.6279 <0.0001 *** 0.3569 0.5536 14.4074  <0.0001 ***
Fibra em detergente neutro % FDN 104.6298  <0.0001*** 12.8680  0.0009 ***  2.8178 0.0377*
Fibra em detergente &cido % FDA 45.5049 <0.0001*** 1.0454 0.3127 4.6769 0.0034 **
Perfil Hemicelulose % HEM 41.3507 <0.0001*** 9.6229 0.0003 ***  6.6469 0.0035 **
bromatoldgico Celulose % CEL 16.0399 <0.0001*** 2.2093 0.1450 4.3099 0.0054 **
Lignina % LIG 3.2819 0.0204 * 5.8623 0.0201 * 3.6405 0.0127*
Carboidrato ndo fibroso % CNF 111.2539  <0.0001 *** 10.5302  0.0024 ** 3.5977 0.0135*
Proteina Bruta % PB 77.4969 <0.0001*** 0.0747 0.7861 1.2997 0.2866
Proteina indigestivel em detergente neutro % PIDN 45.2484 <0.0001*** 1.2125 0.2774 4.9810 0.0024 **
Proteina indigestivel em detergente &cido % PIDA 9.5987 <0.0001*** 2.9956 0.0912. 1.4967 0.2214
degradabilidade degradabilidade da matéria seca % DIGMS  10.0662 <0.0001*** 6.6787 0.0135* 6.5058 0.0004***
in vitro Desaparecimento da matéria seca % DESMS  10.9240 <0.0001*** 7.6237 0.0086** 7.0466 0.0002***
Perdas na matéria seca % PMS 8.0779 <0.0001 *** 2.4904 0.1224 1.6776 0.1742
Perdas Perdas por efluentes % PE 3.5613 0.0141 * 10.5502  0.0024 ** 1.5182 0.2152
fermentativas Perdas por gases % PG 11.0751 <0.0001 *** 1.1188 0.2965 1.7388 0.1605
Nitrogénio Amoniacal % NH3 7.4225 0.0001 *** 0.1123 0.7393 1.2962 0.2879
Estabilidade aerdbica pds abertura Horas ESTAB  408.2125  <0.0001 *** 3.2567 0.07867 . 0.8709 0.4898
Estabilidade e pH pH no momento de abertura do_silo UpH PHO 66.5507 <0.0001*** 3.1152 0.0852 . 0.1774 0.9487
apés abertura do pH 24 horas ap06s abertura do s!lo UpH PH24 522.8191  <0.000Q1%*** 0.0049 0.9446 0.7995 0.5327
silo pH 48 horas ap6s abertura do silo UpH PH48 23.9764 <0.0001*** 0.9690 0.3308 0.7134 0.5877
pH 72 horas ap6s abertura do silo UpH PH72 388.7666  <0.0001*** 0.0007 0.9792 1.1917 0.3293
pH 96 horas ap6s abertura do silo UpH PH96 86.1030 <0.0001*** 0.3562 0.5540 1.3508 0.2682

1Codigos dos valores de significancia: <0.001 “***; 0.001 “**’; 0.01 “**; 0.05 “.”; 0.1
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Figura 1 Gréaficos de dispersdo dos componentes principais das diferentes densidades em
cada dose do bioinoculante aplicada na silagem de milho.
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MS (Matéria seca); MM (Matéria mineral); EE (Extrato etéreo); FDN e FDA (Fibra em detergente neutro
e acido, respectivamente); HEM (Hemicelulose); CEL (Celulose); LIG (Lignina); CNF (Carboidrato nao
fibroso); PB (Proteina Bruta); PIDN e PIDA (Proteina indigestivel em detergente neutro e acido,
respectivamente); DESMS e DIGMS (desaparecimento e degradabilidade in vitro da matéria seca,
respetivamente); PMS (Perdas na matéria seca); PG (Perdas por efluentes); PG (Perdas por gases); NH3
(Nitrogénio Amoniacal); ESTAB (Estabilidade aerdbica); PHO, PH24, PH48, PH72 e PH96 (pH no
momento de abertura, apds 24h, ap6s 48h, apds 72h, apds 96h, respectivamente).
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Tabela 2 EquacOes e coeficientes de determinacdo dos modelos de regressdo entre as
doses do bioinoculante e as densidades de compactacdo das variaveis selecionadas.

x x R2 R2
- Equagéo Equacéo

Variaveis 106 1 g/ms) (550 kg/m?) (k‘gzgz) (sz}gp)
MM Y =-0,025x% + 0,181x + 2,958 Y =-0,025x? + 0,125x + 3,12 0,6856  0,6233
HEM Y =-0,050x% + 0,215x + 21,69 Y =-0,066x? + 0,068x + 22,19 0,9127  0,9780
CEL Y =-0,024x*+ 0,120x + 29,56 Y = 28,79 0,5921 -

LIG Y =393 Y =0,067x? - 0,650x + 4,42 - 0,6809
CNF Y =0,106x? - 0,383x + 30,99 Y =0,097x? - 0,162x + 30,92 0,6527  0,9031
DIGMS Y =0,321x? - 1,839x + 66,93 Y = 0,608x? - 5,206x + 76,25 0,4590  0,9605
PMS Y =0,1779x? - 1,3889x + 9,4529 0,8975

PG Y =0,1948x? - 1,4851x + 10,005 0,9439

NH3 Y =0,0466x? - 0,4222x + 4,6553 0,7562

ESTAB Y =-1,7905x? + 22,4740x + 36,970 0,9571

PHO Y =0,0017x? - 0,0298x + 3,5026 0,9929

pH96 Y =0,0829x? - 0,9139x + 5,5246 0,9198




