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UTILIZACAO DE INOCULANTES MICROBIANOS PRODUTORES DE ACIDO
ACETICO EM SILAGENS DE SORGO FORRAGEIRO

RESUMO GERAL.: Objetivou-se avaliar o efeito da inoculagdo de bactérias laticas produtoras
de acido acetico sobre composicdo quimica, perdas durante a ensilagem, perfil fermentativo,
populacdes microbianas e estabilidade aerébia em silagem de sorgo forrageiro. Foi utilizado
um delineamento experimental inteiramente casualizado, arranjado em esquema fatorial 7x2,
sendo sete tratamentos e dois periodos de abertura (30 e 80 dias), com quatro repeticGes. Dos
tratamentos, cinco sao as estirpes de bactérias lacticas isoladas do sorgo forrageiro, bem como
tratamento controle — sem inoculante, e Weissella cibaria. Observou-se efeito de interagdo entre
0s tratamentos e aberturas para os teores de perdas por efluente (P=0,0004), onde o tratamento
controle obteve 4,73 kg t para a abertura de 80 dias, e perdas por gases (P= 0,0001), onde o
Lactiplantibacillus plantarum (GML 51) se destacou com 0,48 % MS. Houve efeito de
interacdo entre os tratamentos e aberturas para os teores de BAL (P= 0,0001) e LEV (P=
0,0001), com 5,37 Unidades formadoras de coldnias por grama de silagem para
Lactiplantibacillus plantarum (GML 09) na abertura de 30 dias e 2,42 Unidades formadoras de
coldnias por grama de silagem para o tratamento controle na abertura de 80 dias. Ja para
estabilidade aerobia, entre os tratamentos, se destacaram (P=0,0001) o Lactiplantibacillus
plantarum (GML 66) e Weissella cibaria, com 71,75 e 68,87 h, respectivamente. Assim,
recomenda-se a utilizacdo do Lactiplantibacillus plantarum (GML 66) na ensilagem do sorgo

forrageiro.

PALAVRAS-CHAVE: bactérias heterotalicas; conservacdo de forragem, estabilidade aerdbia;

populacdes microbianas; Sorghum bicolor (L.) Moench.



USE OF ACETIC ACID PRODUCING MICROBIAL INOCULANTS IN FORAGE
SORGHUM SILAGES

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the effect of inoculation with acetic
acid-producing lactic acid bacteria on chemical composition, losses during ensiling,
fermentative profile, microbial populations and aerobic stability in forage sorghum silage. A
completely randomized experimental design was used, arranged in a 7x2 factorial scheme, with
seven treatments and two opening periods (30 and 80 days), with four replications. Of the
treatments, five are the strains of lactic acid bacteria isolated from forage sorghum, as well as
a control treatment — without inoculant, and Weissella cibaria. There was an interaction effect
between treatments and openings for the levels of losses by effluent (P= 0.0004), where the
control treatment obtained 4.73 kg t-1 for the opening of 80 days, and losses by gases (
P=0.0001), where Lactiplantibacillus plantarum (GML 51) stood out with 0.48% MS. There
was an interaction effect between treatments and openings for the levels of BAL (P= 0.0001)
and LEV (P=0.0001), with 5.37 colony forming units per gram of silage for Lactiplantibacillus
plantarum (GML 09) at 30 days opening and 2.42 colony forming units per gram of silage for
the control treatment at 80 days opening. As for aerobic stability, among the treatments,
Lactiplantibacillus plantarum (GML 66) and Weissella cibaria stood out (P=0.0001), with
71.75 and 68.87 h, respectively. Thus, it is recommended to use Lactiplantibacillus plantarum

(GML 66) in forage sorghum silage.

KEYWORDS: aerobic stability; forage conservation; heterothallic bactéria; microbial

populations; Sorghum bicolor (L.) Moench.
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1. INTRODUCAO

Nas mais diversas possibilidades que o sorgo tem para a alimentacdo animal, a
silagem chama a atencdo por garantir a alimentacdo e a produtividade dos animais,
mesmo em meio aos periodos em que ha dificuldade de garantir alimento, mantendo um
nivelamento produtivo para o mercado (Leite, 2019).

Contudo, é importante salientar que é necessario que as gramineas apresentem
algumas caracteristicas, como o como teor de matéria seca (MS) entre 30 e 35% e entre
6 e 12% no minimo, de carboidratos soltveis (CS) com base na matéria seca (Mcdonald;
Henderson; Heron, 1991). No entanto, os cultivares de sorgo forrageiro utilizados no
Semiéarido Brasileiro, podem apresentar teor de MS inferior a 30% e teor de CS superiores
a 15 %, o que resulta em fermentacao alcoolica. Santos et al. (2018) constatou valores de
35,12% e 31,82% para MS e CS do sorgo, respectivamente, e apds abertura do silo, os
carboidratos sollveis residuais e o0 excesso de &cido latico produzido ficaram
instantaneamente disponiveis para uso de microrganismos que deterioram a massa
ensilada, promovendo uma fermentacdo secundéaria, além de afetar negativamente as
perdas de matéria seca durante a fermentacéo.

O tamponamento da silagem promove o crescimento de bactérias produtoras de
acido latico (BAL) heterofermentativas, e mantem o pH dentro da faixa ideal para o
crescimento desses microrganismos, que produzem mais &cido acético para que o pH seja
mantido na faixa ideal e reduzindo teores do acido latico, que poderia reduzir o pH,
inibindo o crescimento de levedura na silagem, com uma menor fermentacéo alcodlica e
maior estabilidade aerdbia da silagem (Neumann et al., 2010).

Apesar do sorgo ser uma cultura que possua um perfil fermentativo considerado
adequado para a realizacao da ensilagem, o grande desafio das pesquisas que envolvem
as silagens de sorgo é apds a abertura desses silos (Muck, 2010), ja& que 0 sorgo possui
uma fermentacdo, intensa, direcionada a maior producdo de &cido latico, que serve de
substrato apds a exposicao aerobia da silagem para o desenvolvimento de microrganismos
indesejaveis, que iniciardo o processo de fermentacéo secundaria, levando a deterioragdo

da silagem.

A fim de resolver determinadas problematicas a respeito da armazenagem do
sorgo forrageiro, estudos vém sugerindo a utilizacdo de aditivos que consigam garantir a
conservacao devida da planta ensilada. A utilizacdo de inoculantes microbianos vem se

mostrando uma aliada na de ampliar o tempo de estabilidade aerdbia das silagens. Nos



12

estudos de Filya e Sucu (2007), € por meio do uso das cepas bacterianas
heterofermentativas que se tornou possivel alcangcar o maior tempo de estabilidade
aerdbia e o controle da proliferacdo de leveduras.

De acordo com o trabalho de Silva et al. (2017), variados tipos de aditivos sao
utilizados nas silagens, fazendo com que eles sejam escolhidos a partir da sua acdo, que
podem ser de inibidores de fermentagéo ou absorventes, por exemplo. No que diz respeito
a utilizacdo de inoculantes na cultura do sorgo, € possivel afirmar que estes vém sendo
usados a fim de melhorar o processo de fermentacdo e retardar ou inibir a degradacéo
aerobia (Michel, 2015).

Acredita-se que a utilizacdo de cepas de bactérias laticas heterofermentativas
obrigatorias, ou de bactérias laticas heterofermentativas facultativas, as quais possuem
capacidade de produzir quantidades significativas de acido acético, isoladas do sorgo
forrageiro in natura e de diferentes tempos de abertura da silagem sejam mais eficientes
na conversao do &cido latico em &cido acético e &cido propibnico, de forma a serem mais
competitivas do que as cepas microbianas comerciais. Porém, estudos dessa natureza
ainda sdo escassos na literatura corrente.

Portanto, objetivou-se avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias laticas
produtoras de acido acético sobre composicéo quimica, perdas durante a ensilagem, perfil
fermentativo, populacdes microbianas e estabilidade aerébia das silagens de sorgo

forrageiro.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 A cultura do sorgo forrageiro

O sorgo pertence a familia Poaceae, género Sorghum e espécie Sorghum bicolor
(L.) Moench, o sorgo é originario de regides tropicais como india e Africa (Ribas, 2003).
Sendo uma das forrageiras mais difundidas do Brasil, em funcdo da sua praticidade de
manejo e do seu armazenamento, além de possuir alto teor nutritivo e alta concentracao
de carboidratos sollveis (Moura et al., 2016), o sorgo é uma excelente opgdo para
producdo, seja como pastejo direto, silagem, producdo de ragfes ou para cobertura do
solo (Buso et al.,2011).

Para a safra 2017/2018 a Campainha Nacional de Abastecimento - CONAB (2019)
estimou aproximadamente 653 mil hectares de sorgo cultivado em todo o Brasil, sendo a
regido Centro — Oeste 0 polo de maior produtividade. Gomes et al. (2006) laborando com
11 cultivares de sorgo forrageiro na regido do Semiarido Brasileiro, alcan¢ou produgéo
de MS variando de 6,9 a 14,8 t hal, com média entre os cultivares de 11,9 t ha®. A cultura
do sorgo se estabeleceu no Brasil principalmente em funcdo de suas caracteristicas de
rusticidade (Mendes et al., 2014), sendo uma graminea com alto teor de energia (50,2%
de nutrientes digestiveis totais [NDT]) (Rodrigues et al., 2002), alta digestibilidade,
adaptacdo e produtividade em ambientes secos e quentes, considerados indspitos para
outras espécies (Buso et al.,2011), sendo uma excelente alternativa para producdo de
silagem possuindo produtividade e valor nutricional semelhantes a cultura do milho
(Skonieski et al., 2010).

Por ser um dos fatores essenciais para a producdo agropecuaria, a disponibilidade e
disposicdo de 4gua podem afetar a viabilidade para producdo de forrageiras (Faggion et
al., 2009). Um dos principais fatores responsaveis pelos baixos indices de produtividade
na pecudria nacional é a estacionalidade na producao de forragem (Albuquerque et al.,
2013), no Semiéarido Nordestino, em consorcio com a vegetacao nativa, a efetividade das
atividades pecudrias advém da elaboracdo de estratégias para producdo e armazenamento
de volumosos, em virtude da insuficiéncia na disponibilidade de forragem no periodo de

estiagem. (Soares et al., 2020).

O sorgo apresenta-se como uma excelente alternativa para producdo de forragem,
pois é adaptado as condigdes de restri¢cdes hidricas (Neumann et al., 2002), especialmente

para regido Semiarida do Nordeste do Brasil, onde tem como principal caracteristica
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precipitacOes irregulares em um curto periodo de tempo (Perazzo et al., 2017), de tal
forma, neste cenario 0 sorgo se sobressai por ter uma producéo de matéria seca (t MS ha
anol) superior ao do milho, levando vantagem, por ter como caracteristica a capacidade
de rebrote (Buso et al.,2011), sendo mais adaptados a regides de solos rasos, escassez de

chuvas e solos pouco férteis (Rocha Junior et al., 2000).

A precocidade do sorgo forrageiro permite uma safra de quatro meses, adiantando
assim a producéo de forragem (Rodrigues, 2012), além da sua capacidade de rebrota apos
a colheita, especialmente em ocasides com utilizagdo de fertilizantes (Afzal et al., 2012).
Neumann et al. (2005) relataram que o cultivo do sorgo voltado para a producédo de
silagem, destaca-se principalmente em regides que apresentam particularidades

edafoclimaticas que limitam o cultivo ou o potencial produtivo da cultura do milho.

2.2 Problemas ao ensilar sorgo

O sorgo forrageiro é uma das culturas mais indicadas para a producao de silagem,
devido as suas caracteristicas desejaveis que promovem a fermentacdo, como teor de
matéria seca (MS) adequado ou proximo ao recomendado, dependendo do estagio
fisioldgico ao realizar a colheita e da cultivar utilizada, além de substratos fermentesciveis

(Mello, 2004) e da baixa capacidade tamponante (Fernandes et al., 2009).

Muitos estudos mostram que a qualidade da silagem depende da espécie de planta
utilizada, em termos de maturidade e teor de acucares sollveis, bem como dos
procedimentos realizados durante o armazenamento (rapido preenchimento do silo,
expulsdo do oxigénio da massa ensilada e correta vedacdo do silo ao longo de todo o
periodo de conservacdo) (Loures et al., 2003). Um fator muito importante na obtencédo de
silagem de alta qualidade é a determinacdo precisa do ponto de corte ou colheita
(Pescumo et al., 2013), no caso do sorgo, o recomendado é colher quando a lavoura
estiver com teor de matéria seca (MS) entre 30 e 35% (Jobim et al., 2007), onde ha o
acumulo maximo de amido, estadio R4-grdo pastoso (época mais recomendada de

colheita do sorgo para silagem) possuindo bom valor energético (Dantas et al., 2018).

As concentracOes de carboidratos soltveis (CS) no sorgo, geralmente sdo maiores
gue a quantidade minima recomendada (6 a 12%) (Neumann et al., 2010; Mcdonald,
Henderson, Heron, 1991), podendo assim, favorecer a fermentacdo alcodlica, e apos
abertura do silo, com a exposi¢do ao oxigénio, os carboidratos sollveis residuais e 0

excesso de acido latico produzido ficam instantaneamente disponiveis para uso de
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microrganismos que deterioram a massa ensilada (Santos et al., 2018), promovendo uma

fermentacgdo secundaria.

Outro fator importante sdo as perdas por efluentes, que se deve principalmente pela
quantidade de matéria seca da espécie forrageira. Loures et al., (2003) afirmam que
silagens de capim elefante com teores de MS de 25% produziram 45% do total do
efluente, nos primeiros 20 dias, enquanto verifica-se aumento de 90% para materiais

ensilados com um teor de MS de 16%.

Uma silagem pode ser considerada bem fermentada quando o valor de pH varia
entre 3,8 e 4,2 (Mcdonald et al., 1991), desfavorecendo a proliferacdo microbiana de
microrganismos indesejaveis no silo, tais como os fungos e leveduras. No entanto, apos
a abertura dos silos e a exposicdo ao ar da massa ensilada, esses processos podem
continuar causando aquecimento e alteracdo do pH, causando dessa forma a quebra da
estabilidade aerdbia. Silagens com elevada estabilidade aerdbia sdo mais seguras para
alimentacdo animal, pois a auséncia de quebra da estabilidade aerdbia indica que a
silagem é menos susceptivel a deterioracdo aerdbia, devido ao menor crescimento de
microrganismos e atividade enzimatica. Sendo assim, essas duas caracteristicas
proporcionam uma silagem com menor perda nutricional e menos propensa a toxicidade
(Parodes et al., 2017).

Os fatores que interferem na estabilidade aerdbia da silagem estdo relacionados ao
perfil de fermentacdo e as caracteristicas da silagem. Entre os fatores que afetam a
qualidade da silagem estdo umidade relativa e altura de maturacdo, trituracdo e
compactacao dos materiais, tempo de exposi¢do ao ar antes da ensilagem e ap0s abertura

do silo e microrganismos presentes (Parodes et al., 2017).

2.3 Inoculantes microbianos na silagem de sorgo

O principal objetivo dos produtores de silagem é maximizar a retengéo inicial dos
nutrientes presentes na forragem. No entanto, a fermentacdo dentro do silo é um processo
complexo e dificil de controlar (Lourengo Junior et al., 2004) e por isso, 0s diversos
aditivos existentes no mercado tém sido amplamente estudados pela comunidade
cientifica através dos resultados obtidos com a sua utilizagdo, em termos de conservagéo
de silagem e fermentagé@o, bem como das reagdes na produtividade animal (Rodrigues et
al., 2002).
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Os aditivos de silagem geralmente séo classificados em uma ou mais das categorias
sequintes: Estimulantes da fermentacdo, inibidores da fermentacdo, inibidores da
deterioracdo aerobia, nutrientes e absorventes (McDonald et al., 1991; Kung et al., 2003).
No entanto, Nussio e Schmid (2004) classificam os aditivos nas seguintes categorias:

aditivos quimicos, aditivos microbianos e sequestradores de umidade.

Os inoculantes microbianos aplicados como aditivos englobam bactérias
homofermentativas, heterofermentativas ou a combinagdo destas. Os microrganismos
homofermentativos caracterizam-se pela taxa de fermentacdo mais répida, maior
concentracdo de acido latico, menores teores de acido acético e elevada recuperacéo de
energia e matéria seca. As bactérias heterofermentativas utilizam acido latico e glicose
como substratos para produzir acido acético e acido propidnico, que sdo eficientes no
controle de fungos e leveduras em pH baixo (Zopollatto et al., 2009).

O sucesso do uso de aditivos microbianos na silagem depende da capacidade das
bactérias inoculadas crescerem rapidamente no silo, da presenca de substrato adequado e
da populacéo de bactérias inoculadas em relacdo a populacédo epifita da forragem. Séo
necessarias, aproximadamente, 108 bactérias acido laticas por grama de forragem para

que o pH caia rapidamente (Zopollatto et al., 2009).

Sao denotadas algumas hipdteses sobre a falha de inoculantes em silagem,
destacando-se a atividade competitiva de populaces epifitas da planta originada a partir
de cepas selvagens, o baixo teor de acucar da forragem, influéncia dos antecedentes
historicos de culturas agricolas utilizadas como fonte de forragem, excesso de oxigénio,
extremos de atividade de 4gua na massa ensilada, problemas na aplicacdo do produto
(Muck & Kung Jr., 1997; Kung Jr., et al, 2003).

A inoculacdo de bactérias produtoras de &cido latico possui efeito sobre a
velocidade de reducéo e manutencéo do pH, favorecendo a fermentacdao, um aumento na
relacdo entre &cido latico e acético e diminuicdo dos teores de nitrogénio amoniacal,
permitindo assim a preservacdo da silagem, minimizando as perdas de nutrientes e

inibindo o crescimento de clostridios (Rodrigues et al., 2002; Bolsen et al.,1995).

Algumas bactérias lacticas heterofermentativas, tais como o Lactobacillus
Buchneri, € capaz de produzir outros &cidos, como o &cido acético e 1,2-propanodiol, a
partir do acido latico durante a fase fermentativa do processo de ensilagem (Muck et al.,

2018). Contudo, estudos realizados utilizando estirpes de Lactobacillus
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heterofermentativas obrigatorias e facultativas como aditivo microbiano em silagens de
sorgo forrageiro em condigdes tropicais e Semiaridas continuam inconclusivos
(Abdelhadi e Tricarico, 2009; Tabacco et al., 2009; Lima et al., 2010; Lima et al., 2011;
Tabacco et al., 2011; Thomas et al., 2013).

E importante a utilizacgdo de cepas produtoras de &cidos com capacidade
antifungica em silagens com baixa estabilidade aerobia, visando principalmente, aléem de
aumentar a concentracao desses acidos, seus efeitos secundarios em aumentar o tempo de
estabilidade aerobia das silagens e da reducdo das populagbes de microrganismos
indesejaveis.

Rodrigues et al. (2002) trabalhando com valores nutritivos da silagem de sorgo
tratada com inoculantes enzimo-microbianos, verificam que adi¢do de inoculantes ndo
alterou a digestibilidade aparente da matéria seca, proteina bruta, extrativos ndo
nitrogenados, fibra bruta, fibra em detergente neutro, fibra em detergente acido e amido,
bem como os nutrientes digestiveis totais. Observando uma tendéncia nas silagens
inoculadas apresentarem menor digestibilidade do extrato etéreo, em relacdo a silagem

controle.

Em contrapartida, Tavares et al. (2020) ao avaliarem nutricionalmente as silagens
de milho e sorgo inoculadas com Lactobacillus plantarum observaram variagdo nos
teores de MS da silagem de sorgo forrageiro aditivados com inoculantes microbianos,
variando de 27,5 a 29,1% na primeira idade de corte a 29,2 a 29,7% na segunda idade de
corte, sendo de 110 dias e 120 dias respectivamente.

Ferro et al. (2018) afirmam que a quantidade de leveduras e o tempo da quebra de
estabilidade aerdbica da silagem sdo inversamente proporcionais, verificando também
que uso de aditivos microbianos na silagem de sorgo forrageiro influenciam no perfil
fermentativo, elevando o teor de acido acético e diminuindo as quantidades de leveduras
presentes, constatando que o uso de Lactobacillus buchneri em seu trabalho se apresentou
como uma excelente alternativa para a estabilidade aerdbia nas silagens.

Bumbieris Junior et al. (2017) observaram diferengas significativas em silagens de
milho tratadas com inoculantes microbianos em relagdo ao tratamento sem inoculantes,
para valores de matéria seca, proteina bruta e nitrogénio amoniacal, indicando que os
inoculantes microbianos utilizados foram eficazes no controle da atividade de

microrganismos aerobios apos a abertura dos silos. O autor afirma que as silagens
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preparadas com o uso de aditivos microbianos séo eficazes na manutencdo da estabilidade

aerdbia sem comprometer a conservagdo do material.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Local do experimento

O experimento foi realizado no Setor de Forragicultura do Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal da Paraiba, no municipio de Areia, PB, localizado na
microrregido do Brejo Paraibano, posicionada pelas coordenadas geogréaficas 6° 58" 12"
de latitude Sul, 35° 42' 15" de longitude Oeste de Greenwich e 619 m de altitude.

3.2 Cultivo, colheita e ensilagem do sorgo forrageiro

O plantio do sorgo forrageiro foi realizado em uma propriedade rural privada,
localizado a 7° 23' 26" de latitude Sul e 36° 48' 30" de longitude Oeste, a 529 m de altitude,
no municipio de Séo José dos Cordeiros — PB, mesorregido da Borborema, e na
microrregido do Cariri Ocidental, denominado como Cariri paraibano. Possuindo clima
Bsh (semiarido quente), conforme a classificacdo de Koppen, com chuvas de fevereiro a
junho, com pluviosidade e temperatura média anuais em torno de 551,7 mm e 23 °C,
respectivamente.

Apds a analise quimica do solo, realizou-se correcdo e adubacdo para suprir as
necessidades da cultura. A semeadura sucedeu no més de novembro de 2021,
manualmente em sucos com profundidade aproximada de 1,0 cm em uma area de
aproximadamente 0,5 ha, com espacamento entre as plantas de 0,7 m entre as linhas, com
10 plantas por metro linear, e a colheita ocorreu quando 0s grdos estiverem
leitoso/pastoso.

Apos a colheita (fevereiro de 2022), o sorgo foi processado em méaquina picadeira
estacionaria (forrageira) com tamanhos de particulas entre dois a cinco centimetros, e em
seguida ensilado em mini silos experimentais de policloreto de polivinila (PVC), com 15
cm de diametro x 30 cm de altura. Sendo o material compactado com auxilio de soquetes
de madeira até atingir a densidade de aproximadamente 600 Kg m de matéria natural
(MN) em cada silo. A abertura dos silos experimentais aconteceu com 30 e 80 dias apds

a ensilagem.

3.3 Delineamento experimental

Foi utilizado um delineamento experimental inteiramente casualizado, arranjado
em esquema fatorial 7x2, sendo sete tratamentos e dois periodos de abertura (30 e 80
dias), com quatro repeti¢des. Dos tratamentos, cinco séo as estirpes de bactérias laticas

isoladas do sorgo forrageiro, selecionadas a partir da capacidade de produzir elevadas
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quantidades de acido acético e propibnico, alem do acido latico, bem como tratamento
controle — sem inoculante, e Weissella cibaria, essa Gltima isolada da palma forrageira
(Pereira et al., 2020), sendo uma cepa heterofermentativa com capacidade de produzir
elevadas concentrac6es de acido acético.

Desta forma os tratamentos sao:

1- Controle;

2- Lactiplantibacillus plantarum (GML 09);

3- Pediococcus pentosaceus (GML 11);

4- Lactiplantibacillus plantarum (GML 51);

5 — Lactiplantibacillus plantarum (GML 66);

6 — Lactiplantibacillus plantarum (GML 68);

7- Weissella cibaria.

Na Tabela 1, podem ser observadas a composicdo quimica e as contagens
microbianas dos tratamentos no dia da ensilagem.

Tabela 1: Composicdo quimica e contagens microbianas na ensilagem do sorgo
aditivados com bactérias heterofermentativas.

I 6 7
Inoculante MS? MM? PRS EE Css pH CT
Controle 292,10 102,30 71,70 16,80 134,40 4,98 0,19

L.p%. (GML09) 300,40 78,60 53,30 16,40 10830 525 0,15
P.p% (GML11) 31550 92,10 61,90 1760 12830 535 0,12
L.p.(GML51) 296,00 79,40 64,50 1990 141,00 530 0,16
L.p. (GML66) 306,90 82,30 61,20 21,70 128,70 520 017
L.p.(GML68) 304,40 76,20 59,80 1920 11850 4,76 0,17

W. cibria 292,80 79,70 68,30 15,20 150,20 5,26 0,17
s e — UFC g™ de silagem
BALY MOFO LEVY
Controle 6,20 5,84 6,44
L. p. (GML 09) 6,48 6,27 6,18
P. p. (GML 11) 6,59 6,09 6,28
L. p. (GML 51) 6,41 6,81 6,35
L. p. (GML 66) 6,25 6,10 6,23
L. p. (GML 68) 6,80 6,39 6,80
W. cibaria 6,59 6,21 6,16

IMS: matéria seca; 2MM: matéria mineral; *PB: proteina bruta; “EE: extrato etéreo; °CS: carboidrato
soltvel; ®pH: potencial hidrogenibnico; "CT: capacidade tampao; 8L.p.: Lactiplantibacillus plantarum;
°P.p: Pediococcus pentosaceus.’®BAL: bactéria produtora de &cido latico; *'LEV: levedura
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3.4 Procedimentos de ensilagem

Antes das inoculages, foram incubados em caldo MRS a 37 °C em trés ativagdes
consecutivas a cada 24 h. Apos a determinacdo da concentragdo de cada inoculante,
ocorreram ajustes nas dilui¢es objetivando-se aplicar 10° UFC g* forragem ensilada. No
tratamento sem inoculacdo, foi adicionada a mesma quantidade de &gua destilada
referente & mistura dos inoculantes.

O procedimento de ensilagem efetuou-se em silos experimentais, dotados de
valvula de Bunsen, para escape dos gases. No fundo do balde foi depositado um
quilograma de areia fina seca, separada da massa de forragem por uma tela de tecido ndo

tecido (TNT), com objetivo de capturar e quantificar o efluente produzido pela silagem.

3.5 Quantificagédo das populagdes microbianas

As populagdes microbianas foram quantificadas antes da ensilagem e nos periodos
de abertura dos silos utilizando-se meios de cultura seletivos para cada grupo microbiano.
Foram pesados 10g de silagem fresca e adicionados a 90 ml de agua destilada agitando
manualmente seguindo-se de diluicdes em série variando de 102 a 10°. Apds isso, foi
realizado o plaqueamento de cada repeticdo experimental em duplicata para cada meio de
cultura.

Os meios de cultura utilizados foram seletivos, em que o Man, Rogosa e Sharpe
(MRS é&gar) é usado para contagem das bactérias laticas (BAL) apds 48 h de incubacao
em Biochemical oxygen demand (BOD) a 35° C e; BDA (batata dextrose agar)
acidificado com 1% de &cido tartarico a 10% para contagens de mofos (MOFO) e
leveduras (LEV) ap6s 72 h, ambos incubados em BOD a 30°C.

Apbs o periodo de incubacdo, as placas com unidades formadoras de coldnia
(UFC) variando de 30 a 300 foram contadas, com diferenciacdo das caracteristicas
morfoldgicas das coldnias de mofos e leveduras (Kung Jr et al., 1996).

3.6 Perfil fermentativo

Nas amostras dos tratamentos antes da ensilagem realizou-se a mensuragéo do pH,
capacidade tamponante e carboidratos solUveis, enquanto para as amostras dos periodos
de aberturas foram realizadas as demais anéalises descritas posteriormente.

Os valores de pH foram determinados de acordo com a metodologia descrita por

Bolsen et al. (1992), utilizando-se um pHmetro. Os teores de nitrogénio amoniacal das

silagens (N-NHj3) foram determinados de acordo com a metodologia descrita por Chaney e
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Marbach (1962). A capacidade tamponante (CT) foi determinada de acordo com a
metodologia proposta por Playne e McDonald (1966), adaptada por Mizubuti (2009). Os
teores de carboidratos sollveis foram determinados de acordo com a metodologia de
Dubois et al. (1956).

3.7 Perdas na ensilagem

O peso dos silos experimentais foi contabilizado para determinacdo das perdas por
gases, perdas por efluentes e recuperacdo de matéria seca, conforme Zanine et al. (2010):
PG: (PSF — PSA) / (MFf x MFSf) x 100, onde PG = perda por gases (%MS); PSF = peso
do silo na ensilagem (fechado) (kg); PSA = peso do silo na abertura (fechado); MFf =
massa de forragem na ensilagem (kg); MFSf = matéria seca da forragem na ensilagem (%);
PE: (Saf — S) — (Saa — S) /MFf x 100, onde PE = perdas por efluentes; Saf = peso do silo
vazio + areia na abertura (kg); Saa = peso do silo vazio + areia na ensilagem (kg); S = peso
do silo (kg); MFf = massa de forragem na ensilagem (kg);
RMS: (Mfa x Mas) / (MFf x MSf) x 100, onde RMS = recuperacdo de matéria seca (%);
Mfa = massa de forragem na abertura (kg); Mas = teor de MS na abertura (%); MFf = massa
de forragem na ensilagem (kg); MSf = teor de MS na ensilagem (%).

3.8 Composicado bromatologica

Realizou-se as determinacbes de matéria seca (MS) (método 934,01), matéria
mineral (MM) (método 930,05), proteina bruta (PB) (método 920,87) e extrato etéreo
(EE) (método 920,39) segundo metodologias descritas por AOAC (2012).

3.9 Estabilidade aerébia

A estabilidade aerdébia foi determinada a partir de 2 kg de amostras representativas
da silagem, as quais foram acondicionadas novamente nos silos experimentais (sem
compactacdo). Um termdmetro foi inserido no centro geométrico da massa de forragem
para monitorar a temperatura a cada trinta minutos. A estabilidade aerdbia é definida
como 0 tempo necessario para que a temperatura da silagem ultrapasse 2°C acima da

temperatura ambiente (Kung e Ranjit., 2001).

3.10 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos foram avaliados por meio de analise de variancia para

verificar a significancia dos efeitos de inoculante, do periodo de abertura e da interagdo
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entre os fatores, e as médias comparadas pelo teste de Tukey adotando-se 0,05 como nivel
critico de probabilidade para o erro tipo I. Os procedimentos foram realizados por
intermédio do programa SAS (Statistical Analysis System). Os efeitos da inoculacdo das

bactérias e do tempo de ensilagem foram avaliados de acordo com o modelo matematico:

Yui=m + Nk + G + (NGT)wi + exiij

Onde:

Ywi= & 0 valor observado na parcela experimental que recebeu o nivel k do fator
inoculante microbiano e no nivel | do fator tempo na repeticéo i;

M= média geral do experimento;

Nk= € o efeito do nivel k do fator inoculante microbiano;

Gi= é o efeito do nivel | do fator tempo (I= 30 e 80);

NGui= € o efeito da interagdo entre o nivel k do fator inoculante microbiano e do nivel
| do fator tempo;

Ekli= erro experimental (variacdo devida a fatores ndo controlados);
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se efeito significativo entre os tratamentos para os teores de MS
(P=0,0001), MM (P=0,0001) e PB (P=0,0274) porém ndo foi observado efeito
significativo para EE (P=0,2815). Observou-se efeito significativo entre as aberturas para
os teores de MS (P=0,0070) e PB (P=0,0014) mas, ndo foi observado efeito significativo
para MM (P=0,0759) e EE (P= 0,6247). Observou-se efeito de interacdo entre 0s
tratamentos e aberturas para os teores de MS (P=0,0001) e PB (P=0,0004). Nao foi
observado efeito de interacdo para MM(P=0,6727) e EE (P=0,3821) (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios da composicdo quimica das silagens em dois tempos de
abertura.

Tratamento g kgt
30 dias MS? MM3 PB* EE®
Controle 277,0% 95,8 67,12 18,7
L. pé. (GML 09) 278,1% 88,8 51,5 18,1
P.p’. (GML 11) 287,92 92,5 70,82 18,3
L. p. (GML51) 283,2% 90,6 73,28 20,7
L. p. (GML 66) 272,7 84,3 64,2% 21,1
L. p. (GML 68) 271,8 81,1 62,3% 19,2
W. cibaria 266,0° 82,9 60,9% 19,5
80 dias
Controle 278,72 91,6 62,7° 20,7
L. p. (GML 09) 278,4% 87,1 72,92 18,4
P.p. (GML 11) 269,2% 92,4 72,28 18,5
L. p. (GML 51) 276,1% 88,1 69,32 19,2
L. p. (GML 66) 274,2% 83,4 64,5% 19,0
L. p. (GML 68) 267,6° 82,4 71,82 19,0
W. cibaria 268,8%® 77,2 74,92 19,2
EPM! 0,22 0,19 0,30 0,80
Efeito principal de tratamento
Controle 277,92 93,78 64,9° 19,7
L. p. (GML 09) 278,28 88,0% 62,2° 18,3
P.p. (GML 11) 278,62 92,42 71,5 18,4
L. p. (GML 51) 279,78 89,4% 71,28 20,0
L. p. (GML 66) 273,5% 83,8 64,3° 20,1
L. p. (GML 68) 269,7° 81,7¢ 67,1° 19,1
W. cibaria 267,4° 80,1¢ 67,9 19,4
EPM 0,15 0,13 0,21 0,60
Efeito principal de abertura
30 dias 27,678 88,0 6,42° 19,4
80 dias 27,33° 86,0 6,98% 19,1
EPM 0,08 0,07 0,11 0,33
P-valor
Tratamento 0,0001 0,0001 0,0274 0,2815
Abertura 0,0070 0,0759 0,0014 0,6247
Tratamento x Abertura 0,0001 0,6727 0,0004 0,3821

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem (P<0,05) de acordo com teste de Tukey; 'EPM:
erro-padrdo da média; MS: matéria seca; *MM: matéria mineral; “PB: proteina bruta; 5EE: extrato
etéreo; ®L.p.: Lactiplantibacillus plantarum; "P.p: Pediococcus pentosaceus
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Naveena et al. (2005) relataram o efeito da suplementacédo da peptona, extrato de
levedura, “Tween 807, sulfato de magnésio, sulfato de manganés, fosfato de sodio
monobaésico e o acetato de s6dio no meio de cultura modificado para selecéo das bactérias
correspondem na elevacdo dos niveis de acido latico. As alteracBes nos valores de MM
podem ser justificadas devido ao meio de cultura modificado utilizado para selecdo das
bactérias produtoras de é&cido acético. De acordo com Amrane (2000) além da
suplementacdo de carboidratos, as bactérias necessitam de suplementacdo de alguns
nutrientes como aminoacidos, vitaminas e sais minerais, utilizando esses nutrientes para

producdo dos acidos.

Para producdo do meio de cultura seletivo, foram utilizados as substancias recomendadas
por Naveena et al. (2005), selecionando bactérias mais eficientes na produgéo dos acidos
organicos, provavelmente acontecendo o que foi afirmado por Amrane (2000), utilizando

a MM como fonte de substrato.

Os valores de MS, EE e PB observados sédo semelhantes aos valores encontrados
por Rodrigues et al. (2002) em seu trabalho com valor nutritivo da silagem de sorgo

tratada com inoculantes enzimo-microbianos.

Em relacdo aos teores de MS entre as silagens, o L.p (GML 68) e W.cibaria,
diferiram estatisticamente dos demais tratamentos. JA& em relacdo aos periodos de
abertura, houve uma reducéo de 0,34 g kg* para 80 dias, quando comparado aos 30 dias.
Esse dado pode ser constatado quando comparado aos valores de RMS referente aos

periodos de abertura encontrados na Tabela 3.

Dong et al. (2020) ao estudarem inoculantes comerciais a base de
Lactiplantibacillus plantarum e buchneri na silagem de bagaco de sorgo sacarino,
observaram que a utilizagcdo desse inoculante proporcionaram a silagem teor de MS
superior ao tratamento sem inoculante. Corroborando com esses dados, as cepas L.p.
(GML 09), L.p. (GML 11) e L.p. (GML 51) se mantiveram estatisticamente semelhantes
a silagem controle para o periodo de abertura de 30 dias. Ja as cepas L.p. (GML 66), L.p.
(GML 68) e W. cibaria diferiram estatisticamente da silagem controle. Para a abertura
realizada aos 80 dias, todas as silagens ndo diferiram entre si, com excegéo do L.p. (GML
68), possuindo 11,1 g kg MS? a menos quando comparado a silagem controle. Essa

reducdo no teor de MS pode ser explicada pela menor RMS do L.p. (GML 68) para a
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segunda abertura, com 3,26% a menos em relacdo ao controle, que obteve 89,80% de

RMS para a mesma abertura.

Em relacdo aos teores PB, referente aos 30 dias, o L.p. (GML09) diferiu
estatisticamente comparado as demais silagens. 1sso pode ter ocorrido em funcéo da maior
concentragdo de N-NHz sendo indicador da maior atividade proteolitica, consumindo a
PB disponivel e liberando nitrogénio amoniacal na silagem. Segundo Muck, (2010), o
teor de N-NH3 esté relacionado a protedlise que ocorre durante a fermentacéo, devido ao
crescimento de microrganismos indesejaveis, como Clostridios e Enterobacterias. A
hidrolise da proteina que ocorre durante a fermentacdo, gera moléculas como compostos
nitrogenados soluveis, amonia, aminoacidos livres e peptideos bioativos, que possuem
funcdes relacionadas as caracteristicas probidticas dos L. plantarum (Crowley et al., 2013
Li et al., 2018). Em condicOes de restricdo de nutrientes, as BAL podem utilizar
aminoacidos para derivar a energia necessaria para o seu metabolismo, porém, ocorre

variacao entre as estirpes da mesma espécie (Shah et al., 2017; Ke et al., 2018).

Na abertura de 80 dias, a silagem controle diferiu dos demais, possuindo um
menor teor de PB, podendo ter sofrido interferéncia direta da atividade proteolitica
durante o periodo de fermentacdo, visto que seu pH (3,56) se manteve mais elevado para
esse periodo de abertura. Apesar de ndo ser o pH ideal para a proliferacdo das bactérias
do género Clostridium, ficando mais proximo do considerado adequado para o
crescimento desses microrganismos. Essa reducdo no valor de PB pode ainda indicar a

utilizacdo de proteina pelas bactérias, conforme os estudos de Amrane (2000).

O comportamento instavel observado para o tratamento L.p. (GML09) aos 30 dias
corrobora com os dados de Silva et al. (2006) em seu estudo com silagens de milho e de
sorgo, obtendo menores valores de PB em silagens com inoculantes (70,0 e 54,8 g kg MS”
! respectivamente) quando comparados as silagens sem inoculantes (72,2 e 55,8 g kg MS
! respectivamente). Do mesmo modo para tratamento controle aos 80 dias, em que
corroboram com resultados encontrados por Kristensen et al. (2010) e Michel et al. (2016)
em seus estudos sobre inoculantes em silagem de milho e de sorgo, respectivamente,
obtendo menores valores de PB nas Silagens sem inoculantes (72,1e 64,7 g kg MS?,
respectivamente) quando comparado aos tratamentos inoculados com as bactérias (72,8;

76,3 € 67,7 g kg MS™?, respectivamente).
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Observou-se efeito significativo entre os inoculantes para RMS (P= 0,0002), PE
(P=0,0058) e PG (P=0,0001) com valores médios de (90,62 %), (9,78 kg t'1), (8,84 kg t
1y respectivamente (Tabela 3). Observou-se efeito significativo entre as aberturas para os
valores de RMS (P=0,0006) PE (P=0,0001) e PG (P=0,0001) (Tabela 3).

Observou-se efeito de interacdo entre os tratamentos e aberturas para os teores de
PE (P=0,0004) e PG (P=0,0001), ndo havendo interacdo para RMS (P= 0,0799) (Tabela
3).

Observou-se uma maior RMS para a abertura aos 30 dias, havendo uma diferenca
de 2,21% entre as aberturas. Entre os tratamentos o L.p (GML 51) obteve uma maior
RMS, de 93,58%. Essas caracteristicas de silagens com alto teor de RMS sdo atribuidas

a fermentacdo homolatica, ou seja, com alta producéo de acido latico.

Referente a PE, observou-se maiores perdas aos 30 dias, havendo uma diferenca
de 6,67 kg t* entre as aberturas. Entre os tratamentos a W. cibaria obteve um menor valor
de PE (10,13 kg t1). Para abertura aos 80 dias as silagens controle e L.p (GML 66)
obtiveram menores valores de perdas por efluente (4,73 e 5,37 kg t, respectivamente).

De acordo com Santos et al. (2020), ao estudarem silagens de milho, encontraram
maiores valores de PE para o tratamento controle e para o inoculante liofilizado (16,00
kg t'1), ja para a silagem com inoculante ativado obteve menor valor de perda (0,45 kg t°
). De forma geral os valores de PE se comportaram de maneira diferente, onde o L. p.

(GML 68) diferiu estatisticamente do controle para abertura de 30 dias.

Para PG, observou-se maiores perdas aos 30 dias, havendo uma diferenca de
1,57% MS entre as aberturas. Entre as silagens o L. p. (GML 51) obteve um menor valor
de PG (1,41% MS). Para abertura aos 80 dias as silagens controle e W. cibaria obtiveram

maiores valores de perdas por gases (6,28 e 7,59 % MS).

Ao avaliarem a silagem e a reensilagem de milho com e sem inoculante
(Lactobacillus plantarum + Propionibacterium acidipropionici), Coelho et al. (2018)
observaram que ndo houve diferenca significativa para perdas por gases. J& Santos et al.
(2020) ao avaliarem a silagem de milho, obtiveram maiores perdas por gases para a
silagem com o inoculante ativado (5,5 % MS), sendo superior 2,88 e 2,38 % MS para a

silagem controle e para a silagem com inoculante liofilizado, respectivamente.
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Tabela 3. Recuperacdo de matéria seca (RMS) e perdas nas silagens em dois
tempos de abertura

Tratamento RMS? (%) PE® (kg t?) PG* (% MS)
30 dias
Controle 89,74 12,45° 6,442
L. p°. (GML 09) 91,54 14,57% 5,782
P. p®. (GML 11) 91,77 11,67° 7,182
L. p. (GML 51) 93,85 11,23° 1,41°
L. p. (GML 66) 87,95 15,02 6,782
L. p. (GML 68) 90,21 17,772 8,602
W. cibaria 90,41 10,13° 7,592
80 dias
Controle 89,80 4,73° 6,282
L. p. (GML 09) 88,61 7,428 0,67°
P.p. (GML 11) 85,61 7,672 0,50°
L. p. (GML 51) 93,68 7,532 0,48°
L. p. (GML 66) 87,05 5,37%® 7,178
L. p. (GML 68) 86,54 6,40° 7,218
W. cibaria 88,78 7,042 7,592
EPM? 1,02 0,92 0,61
Efeito principal de tratamento
Controle 89,77° 8,59° 6,36
L. p. (GML 09) 90,07° 10,99% 3,22¢
P.p. (GML 11) 88,69° 9,67% 5,28¢
L. p. (GML 51) 93,762 9,38%® 0,94¢
L. p. (GML 66) 87,48° 10,19% 6,97
L. p. (GML 68) 88,37° 12,082 7,902
W. cibaria 89,59° 8,58° 7,59%
EPM 0,76 0,65 0,33
Efeito principal de aditivo
30 dias 90,782 13,26% 6,252
80 dias 88,57° 6,59° 4,68°
EPM 0,40 0,35 0,18
P-valor
Tratamento 0,0002 0,0058 0,0001
Abertura 0,0006 0,0001 0,0001
Tratamento x Abertura 0,0799 0,0004 0,0001

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem (P<0,05) de acordo com teste de Tukey. *
EPM: erro-padrdo da média; 2RMS: recuperacgdo de matéria seca; *PE: perdas por efluentes; *PG:
perdas por gases; °L.p.: Lactiplantibacillus plantarum; 8P.p: Pediococcus pentosaceus.

Como pode-se observar na Tabela 4, os valores de pH das silagens foram bem
acidos, ficando dentro da faixa de pH ideal para ocorrer a fermentagéo alcoolica. Outro
fator importante, sdo os valores das contagens de leveduras reportados na Tabela 5, como
pode-se observar, as silagens apresentaram contagens de 3,99 e 2,42 UFC g de silagem,
respectivamente, para os periodos de abertura de 30 e 80 dias, sendo o grupo de
microrganismos que realizam a fermentagdo alcéolica, o que pode resultar na maior

producéo de etanol.



29

Observou-se efeito significativo entre os tratamentos para pH (P=0,0021), valor
médio (3,44) e CT (P=0,0001), valor médio (0,37 mEq NaOH 100g?). N&o foi
significativo para CS (P=0,2605) e N-NH? (P= 0,1871). Observou-se efeito significativo
entre as aberturas para os valores de pH(P=0,0084) e N-NH3 (P=0,0118) mas, nao foi
observado efeito significativo para CT (P=0,1641) e CS (P= 0,3708). Observou-se efeito
de interacdo entre os tratamentos e aberturas paraa CT (P=0,0006), ndo havendo interagdo
para pH (P=0,0890), CS (P=0,8487) e N-NH?* (P=0,1181) (Tabela 4).

Tabela 4: Perfil fermentativo das silagens em dois tempos de abertura

Tratamento
30 dias pH? CT? CHOs* N-NH3°
Controle 3,43 0,33° 2,86 1,37
L. p%. (GML 09) 3,41 0,33° 2,63 3,77
P.p". (GML 11) 341 0,33° 2,93 3,15
L. p. (GML 51) 3,47 0,32° 2,99 0,70
L. p. (GML 66) 3,46 0,432 2,44 0,73
L. p. (GML 68) 3,39 0,432 2,01 0,74
W. cibaria 3,35 0,412 2,44 2,65
80 dias
Controle 3,56 0,392 2,83 0,93
L. p. (GML 09) 3,43 0,362 3,10 0,91
P.p. (GML 11) 3,43 0,372 2,87 0,74
L. p. (GML 51) 3,43 0,36? 2,75 1,33
L. p. (GML 66) 3,46 0,382 2,49 0,72
L. p. (GML 68) 3,45 0,382 2,48 0,70
W. cibaria 3,42 0,39? 2,83 0,71
EPM! 0,02 0,01 0,66 0,71
Efeito principal de tratamento
Controle 3,492 0,36° 2,84 1,15
L. p. (GML 09) 3,422 0,35° 2,86 2,34
P.p. (GML 11) 3,42% 0,35° 2,90 1,95
L. p. (GML 51) 3,45% 0,34¢ 2,87 1,01
L. p. (GML 66) 3,46 0,402 2,47 0,73
L. p. (GML 68) 3,42% 0,402 2,25 0,72
W. cibaria 3,38° 0,40? 2,63 1,68
EPM 0,02 0,01 0,31 0,71
Efeito principal de abertura
30 dias 3,42° 0,37 2,61 1,872
80 dias 3,452 0,38 2,76 0,86°
EPM 0,03 0,01 0,66 0,71
P-valor
Tratamento 0,0021 0,0001 0,2605 0,1871
Abertura 0,0084 0,1641 0,3708 0,0118
Tratamento x Abertura 0,0890 0,0006 0,8487 0,1181

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem (P<0,05) de acordo com teste de Tukey; 'EPM:
erro-padrdo da média; 2pH: potencial hidrogeniénico; 3CT: capacidade tamp&o, mEq NaOH 100g?; “CS:
carboidrato solGvel, g Kg* de MS; °N-NH?: total: nitrogénio amoniacal %N; SL.p.: Lactiplantibacillus
plantarum; 7P.p: Pediococcus pentosaceus.
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A diminuicdo no valor de pH esté diretamente relacionada a producao de acido
latico, e representam, por isso, a possibilidade de maior recuperagdo de matéria seca. A
silagem controle diferiu estatisticamente da silagem W.cibaria, porém numericamente
obteve pH mais aproximado do recomendado por Mcdonald, Henderson e Heron (1991)

para silagens bem fermentadas entre (3,8 e 4,2).

Ferrero et al. (2019) em seus estudos com silagem de milho e de sorgo ao utilizar
inoculacdo de Lactobacillus hilgardii e Lactobacillus buchneri para abertura de 30 dias,

néo diferiu estatisticamente para nenhuma das culturas.

Houve uma reducdo de 1,01 %N para o teor de N-NHs3 entre as aberturas,
indicando maior atividade proteolitica para 30 dias. Santos et al. (2020) em seu estudo
com inoculagdo de Lactobacillus buchneri em silagem de milho, observaram
comportamento semelhante ao que ocorreu nesta pesquisa, encontrando maior teor de N-
NHs para a silagem controle e com inoculante liofilizado para a abertura de 14 dias
quando comparado a abertura de 70 dias de fermentacdo, ocorrendo o0 inverso para o

tratamento com inoculante ativo.

Para CT ndo houve diferenca entre as silagens para a segunda abertura, havendo
uma maior resisténcia dos tratamentos L. p (GML 66), L.p (GML 68) e W.cibaria no
periodo de abertura de 30 dias. Nos estudos de Rabelo et al. (2017) com Lactobacillus
buchneri para silagem de milho, apresentou uma diferenca relativamente pequena entre
os tratamentos, mas de forma significativa para o pH promovendo altera¢fes durante a
fermentacdo para CT. Os mesmos autores também verificaram uma maior concentracédo
de &cidos totais, embora que pequena, entre a silagem com e sem inoculante, o que foi
capaz de reduzir a CT das silagens. De acordo com Palmer et al. (2005) os &cidos
organicos produzidos podem entrar em reacdes quimicas dentro do silo promovendo a
reducdo da CT e aumentando a producdo de gases. Corroborando com Palmer et al.
(2005), observa-se uma maior PG (Tabela 3) para os tratamentos L.p. (GML 66), L.p.
(GML 68) e W. cibaria aos 30 dias de fermentacao, o que pode ter acontecido para estes

tratamentos nessa pesqu isa.

Observou-se efeito significativo entre os tratamentos para MOFO (P = 0,0145)
(Tabela 5). Observou-se efeito significativo entre as aberturas para os valores LEV (P=

0,0001) (Tabela 5). Observou-se efeito de interacdo entre os tratamentos e aberturas para



31

os teores de BAL (P=0,0001) e LEV (P= 0,0001), ndo havendo interacdo para MOFO

(P=0,1177) (Tabela 5).

Tabela 5. Populagdes microbianas nas silagens em dois tempos de abertura

Tratamento BAL?2 MOFO LEV®
30 dias

Controle 4,67° 4,42 4,41
L. p.* (GML 09) 5,372 4,90 4,962
P.p.° (GML 11) 5,162 4,74 4,912
L. p. (GML 51) 4,85%® 4,52 4,58
L. p. (GML 66) 4,69° 4,75 3,99¢
L. p. (GML 68) 5,00? 4,73 4,53®
W. cibaria 4,922 4,63 4,82
80 dias

Controle 3,37¢ 3,77 2,42¢
L. p. (GML 09) 4,40° 4,27 3,90%
P.p. (GML 11) 4,33° 4,20 4,03®
L. p. (GML 51) 4,49° 4,32 4,212
L. p. (GML 66) 4,04° 3,86 3,69°
L. p. (GML 68) 4,31° 3,95 3,98%
W. cibaria 4,992 4,24 4,022
EPM! 0,09 0,12 0,09

Efeito principal de tratamento

Controle 4,024 4,09° 3,41°

L. p. (GML 09) 4,89% 4,582 4,43
P.p. (GML 11) 4,75%® 4,478 4,472
L. p. (GML 51) 4,67 4,42® 4,392
L. p. (GML 66) 4,36° 4,31%® 3,84P

L. p. (GML 68) 4,66 4,342 4,262
W. cibaria 4,952 4,43® 4,422
EPM 0,06 0,08 0,06

Efeito principal da abertura

30 dias 4,952 4,678 4,602
80 dias 4,28° 4,09° 3,75°

EPM 0,03 0,04 0,03

P-valor

Tratamento 0,0001 0,0145 0,0001
Abertura 0,0001 0,0001 0,0001
Aditivo x Abertura 0,0001 0,1177 0,0001

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem (P<0,05) de acordo com teste de
Tukey. EPM: erro padrdo médio; 2BAL: bactéria produtora de é&cido latico; 3LEV:

levedura “L.p.: Lactiplantibacillus plantarum; *P.p: Pediococcus pentosaceus.

De forma geral houve uma reducdo de todas as contagens de populagdes

microbianas para abertura de 80 dias (0,67; 0,58 e 0,85 UFC g! de silagem

respectivamente para BAL, MOFO e LEV). Provavelmente ocorreu essa alteragdo devido
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a silagem se apresentar na faixa de fermentacéo estavel, sendo caracterizada pela reducéo

da intensidade da fermentacao.

Os valores obtidos para BAL na silagem controle para ambas as aberturas, forma
estatisticamente menores (4,67 e 3,37 UFC g! de silagem para 30 e 80 dias
respectivamente), o que ja era esperado, pois houve a inoculagéo de cepas bacterianas nas

demais silagens, aumentando a concentracdo das BALSs nessas silagens.

Ja para as contagens de LEV, a silagem controle também se manteve igual ao
comportamento das BALs para ambos periodos de abertura, podendo observar maiores
contagens de LEV para as demais silagens com inoculantes microbianos. Esse fato pode
ter ocorrido pela possivel maior concentracdo de acido latico produzido pelas cepas, que

podem ser utilizados pelas LEV como substrato.

Rabelo et al. (2017), Santos et al. (2020), Chen et al. (2019) e Soundharrajan et
al. (2020) também encontraram maiores contagens de UFC g de silagem para BALs para
as silagens inoculadas, quando comparado as sem inoculacéo. Esses dados corroboram
com os dados presentes nessa pesquisa, pois em ambos os trabalhos houve a inoculagéo

de bactérias produtoras de acido latico.

Nos estudos de Santos et al. (2020) também observaram o mesmo comportamento
para LEV, sendo superior 0,31 UFC g* de silagem para a silagem com inoculante ativo
em relacdo ao controle da silagem de milho. Soundharrajan et al. (2020) e Rabelo et al.
(2017) observaram maiores contagens de LEV para os tratamentos controle, atribuindo
esse resultado a menor concentracdo de &cido acético na silagem sem inoculacéo. Ja para
Chen et al. (2019), tanto para o tratamento sem e com inoculacdo foram iguais, sendo

inferiores a 2,00 UFC g* de silagem.

Observou-se efeito significativo entre os tratamentos para o tempo de EA
(P=0,0001) e TMax (P=0,0144) (Tabela 6). Observou-se efeito significativo entre as
aberturas para os valores de EA (P=0,0001) e TMéax (P=0,0001) (Tabela 6).

Observou-se efeito de interacdo entre os tratamentos e aberturas para valores de
EA (P=0,0001), no entanto ndo foi observado para TMax(P=0,0575) (Tabela 6).
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Tabela 6. Estabilidade aerdbia (EA) e temperatura maxima (T Méax) das silagens
em dois tempos de abertura

Tratamento EAZ (h) T Méx3 (°C)
30 dias
Controle 25,12¢ 27,25
L. p*. (GML 09) 24,25¢ 34,50
P. p°. (GML 11) 44 504 31,75
L. p. (GML 51) 49,87¢ 31,42
L. p. (GML 66) 79,122 31,02
L. p. (GML 68) 55,00 32,25
W. cibaria 61,37° 32,77
80 dias
Controle 107,332 33,45
L. p. (GML 09) 51,53¢ 34,60
P.p. (GML 11) 52,87¢ 32,60
L. p. (GML 51) 54,00°% 33,80
L. p. (GML 66) 64,37¢ 36,30
L. p. (GML 68) 64,25 33,47
W. cibaria 76,37° 34,72
EPM! 2,05 1,05
Efeito principal de tratamento
Controle 66,228 30,35°
L. p. (GML 09) 37,89¢ 34,55%
P.p. (GML 11) 48,68¢ 32,17%
L. p. (GML 51) 51,93¢ 32,61%
L. p. (GML 66) 71,752 33,66%
L. p. (GML 68) 59,62° 32,86%
W. cibaria 68,872 33,752
EPM 1,71 0,73
Efeito principal de abertura
30 dias 48,46° 31,56°
80 dias 67,242 34,132
EPM 0,91 0,42
P-valor
Tratamento 0,0001 0,0144
Abertura 0,0001 0,0001
Tratamento x Abertura 0,0001 0,0575

Meédias seguidas por letras diferentes na coluna diferem (P<0,05) de acordo com teste de
Tukey. 'EPM: erro-padrdo da média; *EA: estabilidade aerébica; STMax: temperatura
méaxima; “L.p.: Lactiplantibacillus plantarum; °P.p: Pediococcus pentosaceus.

Em relacdo aos periodos de abertura, houve um aumento de 18,78 h para EA na
abertura de 80 dias, havendo também um acréscimo de 2,57 °C na TMax do mesmo
periodo de abertura, indicando que, apesar das silagens se manterem estaveis ap0s
exposicdo ao oxigénio, aumentou-se a temperatura atingida pelas silagens durante a

deterioracdo aerobia das silagens, aumentando sua temperatura interna.

Em comparagéo as silagens, o L.p. (GML 66) e W. cibaria obtiveram melhores
resultados de EA, sendo 5,53 e 0,65 h, a mais respectivamente, em comparacao ao
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controle. Ja L.p. (GML 09), P.p. (GML 11), L.p. (GML 51) e L.p. (GML 68) afetaram
negativamente o tempo de EA das silagens, obtendo valores inferiores ao controle,

respectivamente.

Para a EA do periodo de abertura de 30 dias, com excec¢éo do L.p. (GML 09), todos
o0s tratamentos obtiveram resultados superiores ao tratamento controle, destacando-se o
L.p. (GML 66), W. cibaria e L.p. (GML 68), com 79,12; 61,37 e 55 h. Esse resultado do
L.p. (GML 66) para o tempo de 30 dias pode ser explicado pela menor concentragdo de
LEV nesse mesmo periodo de abertura (3,99 UFC g de silagem) conforme pode ser

observado na tabela 5.

Jé para o segundo periodo de abertura dos silos, a silagem controle obteve melhor
tempo de EA (107, 33 h), seguido do W. cibaria (76,37 h), L.p. (GML 66) (64,37 h) e L.p.
(GML 68) (64,25 h). Esses valores de EA também sdo explicados pela maior concentracédo
de LEV para as silagens nesse periodo de abertura, o qual o tratamento controle obteve a
menor contagem (2,42 UFC g* de silagem), conforme a tabela 5. Corroborando com
Ferro et al. (2018) certificam que a quantidade de leveduras e o tempo da quebra de

estabilidade aerdbica da silagem sdo inversamente proporcionais.

Santos et al. (2020) e Agarussi et al. (2022) ao avaliarem o efeito da inoculagéo
do L. buchneri na silagem de sorgo, obtiveram menores tempos de EA para o0s tratamentos
controle. J& Noski et al. (2012), ao avaliarem os efeitos da inoculacdo de L. plantarum e
L. buchneri, obtiveram menor tempo de EA para o tratamento com inoculacdo do L.
plantarum (46 h), sendo os tratamentos controle e L. buchneri superiores ao L. plantarum,
com 53 e 72 h, respectivamente, conforme encontrado nessa pesquisa para o tratamento
controle da abertura de 80 dias. J& Michel et al. (2016), ao avaliarem a silagem e a
reensilagem do sorgo com e sem inoculacdo do combo de L. plantarum e
Propionibacterium acidipropionici, observaram maior tempo de EA para o tratamento
controle, tanto para a silagem quanto para a reensilagem, sendo a silagem superior 2,28 h
e a reensilagem superior 19,46 h quando comparados com os tratamentos utilizando a

inoculagéo, corroborando assim com os dados dessa pesquisa.

O aumento da estabilidade aerobia com o avanco da fermentacao era um resultado
esperado, de forma que mesmo no tratamento sem inoculante, observou-se melhoria na
estabilidade aer6bia. Em silagens acidas, como é o caso do sorgo forrageiro, pode haver

conversdo de etanol em &cido acético, por bactérias acéticas, o que pode explicar o
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aumento da estabilidade aerébia com o tempo. Por outro lado, quando a expectativa € a
abertura dos silos em um curto espacgo de tempo, a silagem nédo inoculada se mostra pouco

estavel e o uso de inoculante se faz necessario.

Com relagéo aos inoculantes testados, destacam-se as estirpes de L. plantarum
(GML 66) e W. cibaria que mantiveram a estabilidade aerdbia mais elevada tanto aos 30
quanto aos 80 dias de fermentacdo, as quais poderiam ser usadas na composi¢cdo de
combos de inoculantes em associagéo entre eles ou com L. buchneri, com objetivo, tanto
de aumentar a recuperacdo de matéria seca quanto de manter a estabilidade aerdbia das

silagens de sorgo forrageiro.

Dessa forma, estudos futuros poderdo surgir para avaliar a utilizagdo da cepa
Lactiplantibacillus plantarum (GML 66) em associagdo com outras bactérias, como a

Weissella cibaria e o Lactobacillus buchneri.
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5. CONCLUSAO

Ao realizar a inoculagdo microbiana na ensilagem de sorgo forrageiro,
recomenda-se a utilizacdo do Lactiplantibacillus plantarum (GML 66), promovendo
melhorias no teor de matéria seca, minimizando as perdas por efluentes sem afetar
negativamente a recuperacao de matéria seca, além de reduzir a quantidade de leveduras,

prolongando o tempo de estabilidade aerdbia da silagem.
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