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Resumo

Foram conduzidos dois experimentos com os objetivos de determinar: 1) as interagdes entre tipo de
endosperma, tempo de armazenamento e inoculacdo bacteriana na composicao quimica, fermentagao
e digestibilidade das silagens de milho reidratado; 2) os efeitos da inoculagdo com Lentilactobacillus
buchneri e Lentilactobacillus hilgardii, isolados ou combinados, sobre o perfil fermentativo,
estabilidade aerdbia e degradabilidade ruminal in vitro. No primeiro experimento, foi adotado um
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial (2 x 3 x 5), considerando dois hibridos
de milho de diferentes vitreosidades (K9960 e K9606), trés tratamentos (sem inoculante - controle,
inoculados com L. buchneri e L. hilgardii - LHLB, e a combinagdo destes com Pediococcus
pentosaceus - LHLBPP) e cinco tempos de armazenamento (40, 80, 120, 160 e 200 dias). Os
inoculantes reduziram a producéo de etanol e acido butirico, além de aumentarem a formacéo de 1,2-
propanodiol. O hibrido K9960 apresentou maiores teores de proteina bruta e prolaminas, enquanto 0s
inoculantes reduziram significativamente a concentracao de prolaminas ao longo do armazenamento,
melhorando a degradabilidade da materia seca e organica. No segundo experimento, utilizou-se um
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial (3 x 6), considerando trés tratamentos
(controle, L. buchneri - LB e L. buchneri combinado com L. hilgardii - LHLB) e seis tempos de
armazenamento (15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias). A inoculacdo com LHLB proporcionou maior
estabilidade aerdbia, alcancando 288 horas aos 15 dias de fermentacdo. A degradabilidade ruminal in
vitro da matéria organica aumentou com o tempo de ensilagem, atingindo valores maximos aos 60
dias nos tratamentos controle (84,5%) e LHLB (89,1%). O uso de inoculantes também reduziu o lag
time e melhorou a cinética de fermentacdo. Conclui-se que a escolha adequada de hibridos e
inoculantes pode melhorar a fermentacéo, estabilidade aerodbia e digestibilidade da silagem de milho
reidratado, sendo uma estratégia viavel para otimizar a eficiéncia alimentar de ruminantes.

Palavras chave: Microganismos, Prolaminas, Ruminantes, Vitreosidade.



Abstract

Two experiments were conducted to determine: 1) the interactions between endosperm type, storage
time, and bacterial inoculation on the chemical composition, fermentation, and digestibility of
rehydrated corn silages; 2) the effects of inoculation with Lentilactobacillus buchneri and
Lentilactobacillus hilgardii, either individually or in combination, on the fermentative profile,
aerobic stability, and in vitro ruminal degradability. In the first experiment, a completely randomized
factorial design (2 x 3 x 5) was used, considering two corn hybrids with different vitreousness levels
(K9960 and K9606), three treatments (without inoculant - control, inoculated with L. buchneri and
L. hilgardii - LHLB, and their combination with Pediococcus pentosaceus - LHLBPP), and five
storage times (40, 80, 120, 160, and 200 days). The inoculants reduced ethanol and butyric acid
production while increasing 1,2-propanediol formation. The K9960 hybrid showed higher crude
protein and prolamin content, whereas the inoculants significantly reduced prolamin concentration
over storage, improving dry matter and organic matter degradability. In the second experiment, a
completely randomized factorial design (3 % 6) was used, considering three treatments (control, L.
buchneri - LB, and L. buchneri combined with L. hilgardii - LHLB) and six storage times (15, 30,
45, 60, 75, and 90 days). Inoculation with LHLB provided greater aerobic stability, reaching 288
hours at 15 days of fermentation. The in vitro ruminal degradability of organic matter increased with
ensiling time, reaching peak values at 60 days in the control (84.5%) and LHLB (89.1%) treatments.
The use of inoculants also reduced lag time and improved fermentation kinetics. It is concluded that
the appropriate selection of hybrids and inoculants can enhance fermentation, aerobic stability, and
digestibility of rehydrated corn silage, making it a viable strategy to optimize ruminant feed
efficiency.

Keywords: Microorganisms, Prolamins, Ruminants, Vitreousness.
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Capitulo 1- consideracdes gerais

1 Introdugéo

O milho é um dos principais cultivos agricolas do Brasil e desempenha um papel essencial na
alimentacdo animal, sendo amplamente utilizado na formulacdo de racGes para ruminantes e
monogastricos (Beigh et al., 2017; Huntington, 1997). Sua alta disponibilidade e valor nutricional
tornam esse grdo uma fonte fundamental de energia nas dietas animais, contribuindo para o
desempenho produtivo e a eficiéncia alimentar

Entretanto o amido presente no milho esta envolto em uma complexa matriz de proteinas,
denominadas prolaminas (Garcia-Lara et al., 2019), que dificulta a sua degradacao ruminal e digestao
intestinal. Desse modo, ocasiona impacto direto na eficiéncia e produtividade animal, sendo
necessario buscar meios de processamento para contornar esse problema (Owens, 2005; Theurer,
1986).

Diante dos principais métodos de processamento como moagem, floculacdo e laminacéo, a
reidratacdo e ensilagem do grédo demonstra ser a mais eficiente em reduzir a quantidade de prolaminas
(Berchielli et al., 2011).

A silagem dos grdos de milho apresenta baixa a estabilidade aerdbia, ocasionando reducéo na
qualidade nutritiva e perdas de parte do material ensilado. No entanto, ha maneiras de reduzir esse
impacto, especialmente quando combinada com o uso de aditivos como bactérias heterofermentativas
obrigatorias (Saylor et al., 2020; Almeida, 2024). Esses microrganismos sdo capazes de converter
acido latico em &cido acético (Oude Elferink et al., 2001), que possui acao antifingica e aumenta
consideravelmente a estabilidade aerobia das silagens (Danner et al., 2003).

Estudos demonstram que o Lentilactobacillus buchneri aumenta a estabilidade aerdbia de silagens
de milho reidratado (Silva et al., 2018; Silva et al., 2019) e tem potencial para aumentar a
degradabilidade ruminal da matéria seca (Silva et al., 2018). O Lentilactobacillus hilgardii, em

estudos recentes, vem mostrando eficicia em aumentar a estabilidade aerdbia, isoladamente ou
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associado com o L. buchneri, principalmente em tempos curtos de fermentacdo (Droin et al., 2019;
Ferrero et al., 2019; Silva et al., 2020; Ferrero et al., 2021). Entretanto, sdo escassos estudos em

silagens de milho reidratado.

2. Revisdo de literatura
2.1 Estrutura do grdo de milho

O grdo de milho € uma estrutura complexa composta por diferentes partes. Na sua forma mais
basica, sua anatomia consiste em quatro partes principais: o pericarpo, embrido (gérmen),
endosperma e pedicelo (ponta). Geralmente, amarelo ou branco, com algumas variedades que podem
exibir uma gama de coloragdes, indo do preto ao vermelho, tendo um peso médio de 250 a 300 mg
(Paes, 2008).

O pedicelo, a menor estrutura do grao de milho. é a Gnica parte que nao é coberta pelo pericarpo
e a sua funcéo principal € conectar o grdo ao sabugo. Ja o pericarpo, constitui cerca de 7% do peso
do gréo e é subdividido em epicarpo, mesocarpo e endocarpo e possui um papel crucial na protecao
do grdo contra estresses bidticos e abioticos. O gérmen representa cerca de 12% do peso do gréo,
contendo a maior fracdo lipidica, constituindo cerca de 85% da quantidade total presente no milho,
além de ser uma fonte importante de proteinas e aglcares (Garcia-Lara et al., 2019).

O endosperma, representando a maior parte do peso seco do gréo, consiste principalmente em
86% amido e 10% proteinas de reserva chamadas prolaminas (no milho, as prolaminas sao
denominadas zeinas) (Xu et al., 2019). Os granulos de amido podem estar dispersos de forma
farinacea ou envolvidos por uma matriz proteica densa (Figura 1), conferindo-lhes um aspecto vitreo

(Robutti et al., 1974). Essa diferenciacdo éptica é atil na identificacdo de diferentes tipos de gréos.
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Figura 1. Ultramicrografia do endosperma de variedades de milho diferindo na dureza dos gréos. A,
C e E - variedade Cunha (53,52% de vitreosidade). B, D e F — variedade Cristal (82,57% de
vitreosidade)

Fonte: Davide et al. (2010)

Existem cinco classes gerais de milho — dentado, duro, pipoca, farinaceo e doce (Garcia-Lara et
al., 2019). A textura do grdo de milho é chamada vitreosidade e sua denominagdo é devido a
proporg&o entre o endosperma vitreo e farindceo em relacéo ao endosperma total (Gayral et al., 2016).
Hibridos com quantidades de amido semelhantes podem apresentar diferencas na vitreosidade. Allen
et al. (2021) mostram dois hibridos de milho, um farinaceo (SR 158) contendo 726 g kg de amido e
24,5% de vitreosidade e outro vitreo (Z75W) contendo 713 g kg de amido e 66,4% de vitreosidade.

Fernandes et al. (2021) também avaliaram dois hibridos de milho que continham 657,4 g kg™ de
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amido, 51,4 g kg de zeinas e 79,2% de vitreosidade (IAC 8390) e 667,3 g kg™ de amido, 40,4% de

zeinas e 59,1% de vitreosidade (AG 1051). Philippeau et al. (1999) avaliaram oito hibridos de milho
dentados e seis duros. Em média, os hibridos dentados apresentaram 680 g kg™ de amido e 51,4% de
vitreosidade. Ja os hibridos duros, 671 g kg de amido e 71,8% de vitreosidade.

A dureza do grao de milho é diretamente influenciada pela quantidade de zeinas que compdem a
matriz proteica ao redor dos granulos de amido (Kljak et al., 2011). Essa correlacdo foi observada por
Kljak et al. (2011) que estudaram oito hibridos comerciais de milho. O hibrido com maior teor de
zeinas (65,15 g kg™*) apresentou vitreosidade de 72,89%, enquanto no hibrido com menor teor de
zeinas (51,62 g kg™), a vitreosidade foi de 60,13%.

Outro fator que exerce uma influéncia significativa no aumento da vitreosidade dos gréos de
milho é tempo de maturagdo da planta no momento da colheita dos gréos. Pereira et al. (2004)
observaram que, & medida que a planta amadurece, a vitreosidade aumenta de forma linear (p<0,01),
variando de 38,2% no inicio de aparecimento da linha do leite a 47,9% no estagio de camada preta,
para hibridos dentados. Para hibridos duros, os valores foram, respectivamente, de 59,9% e 74,2%.
Fernandes et al. (2021) também observaram esse comportamento (p<0,01). Os valores medios de dois
hibridos foram de 42,21% de vitreosidade quando colhido com 50 g kg* de MS, 57,97% em ponto
de gréo imido (70 g kg de MS) e de 69,18 em ponto de grdo seco (80 g kg de MS).

Embora o amido presente no milho tenha alta digestibilidade nos ruminantes, podendo exceder
97% (Orskov, 1986), existem fatores que pode interferir. Por exemplo, a matriz proteica que envolve
os granulos de amido pode ser um obstaculo na sua digestibilidade (Allen e Ying, 2021). Pereira et
al. (2004) observaram que a degradabilidade ruminal da matéria seca, em 24 horas, reduziu de 73,3
para 19% e de 86,2 para 42,3% em hibridos duros e dentados, respectivamente, com o aumento da
vitreosidade dos grdos no momento da colheita.

Allen et al. (2021) avaliaram a degradabilidade ruminal e a digestdo intestinal e total do amido,
em vacas leiteiras recebendo dietas com 29% de amido, confeccionadas com dois hibridos de milho

diferentes, um farinaceo e outro vitreo. Para o milho moido fino, a degradabilidade ruminal foi de



14

61,1% do ingerido para o hibrido farinaceo e de 33,3% para o0 vitreo. Mesmo havendo compensa¢ao
intestinal, a digestibilidade no trato total foi de 92,2% do ingerido para o hibrido farinaceo e de 85,9%
para o vitreo.

O conhecimento sobre a vitreosidade é essencial, em razdo dos grdos de milho mais vitreos
apresentarem menor digestibilidade. Essa caracteristica impacta no aproveitamento dos nutrientes e,
por consequéncia, o desempenho dos animais que os consomem (Corona et al., 2006). De acordo com
Correa et al. (2002), o tipo de milho mais comum no Brasil é o de endosperma com textura dura,
vitrea. Isso implica no desenvolvimento e uso de tecnologias para a sua atenuacao.

2.2 Silagem de milho reidratado

A ensilagem de gréos de milho permite ao produtor aproveitar os periodos de menor custo para
aquisicao dos graos, facilitando o armazenamento e reduzindo o ataque de pragas, agregando valor
ao sistema de producdo. Além disso, € uma solugdo para produtores com dificuldade de colheita e
armazenamento de milho imido em regides em que 0 momento de colheita e ensilagem coincide com
0 periodo das chuvas (Ferraretto et al., 2018).

A qualidade da silagem depende de uma série de fatores, desde a escolha adequada do hibrido até
0s cuidados durante todo o processo de producdo (Muck,1988). Além disso, 0 grau de processamento
do material, a higiene do silo, o tipo de silo, tempo de fechamento, compactacéo e vedacgéo do silo
sdo aspectos técnicos que nao podem ser negligenciados (Borreani et al., 2018; Ramos et al.,2021).

A silagem também demanda estratégias apds a abertura do silo para garantir que 0s animais
recebam um alimento com qualidade nutricional semelhante ao original (Macedo et al., 2019) ou
ainda melhor. Esse cuidado inclui o monitoramento da temperatura e a remocéo regular de porcdes
de silagem para evitar o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis e que podem comprometer
o valor nutricional e a seguranca do alimento (Velho et al., 2006; Bernardes et al., 2021). Essas
praticas sdo essenciais para minimizar perdas de nutrientes e manter a estabilidade aerobia da silagem

durante o periodo de seu fornecimento aos animais.
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Mombach et al. (2019) observaram que a inclusdo de 30% de 4gua na matéria natural da silagem
de milho reidratado, resultando em 38,42% de umidade final, resultou em um perfil fermentativo
otimizado e menores perdas de matéria seca e efluentes, sendo essa a proporcao recomendada para a
ensilagem de milho seco moido. Este nivel de inclusdo de agua proporcionou a manutencdo da
qualidade nutricional e a eficiéncia do processo de ensilagem.

Silagens de gréos de milho podem apresentar baixa eficiéncia fermentativa devido ao baixo teor
de umidade, quando comparado as forragens, e baixos teores de agucares soluveis, principal substrato
das bactérias anaerdbias (Kung et al., 2007). Kung et al. (2018) apresenta alguns parametros
fermentativos para silagens de grdo umido de milho (Tabela 1). Entretanto, trabalhos mostram que
silagens de milho reidratado vém apresentando parametros fermentativos adequados, capazes de
preservar o material ensilado (Tabela 2).

Tabela 1. Parametros fermentativos sugeridos para silagens de milho grdo umido

Umidade g kg H Acido latico g Acido butirico Etanol g kg™ Aménia g kg™
lde MS P kgldeMS  gkg?'deMS de MS de N
700 - 750 40-4,5 50-20,0 0 2,0-20,0 <10,0

Fonte: Adaptado de Kung et al. (2018)

Lzlt;glriezt.ros fermentativos de silagens de milho reidratado, por diferentes autores.
Tempo de Umidade* g Acido laticog Aménia g kg™
fermentacdo (dias) kg™ de MS PH kgt de MS de MS Autor
60 375 3,95 27,6 0,91 Almeida (2024)
60 350 4,15 23,7 0,55 Silva et al. (2019)
60 330 3,80 14,0 0,49 Arcari et al. (2016)
60 300 4,70 10,7 - Fernandes et al. (2021)
30 300 4,40 9,5 0,18 Ferrareto et al. (2015)
30 350 4,40 13,6 - Rezende et al. (2014)
124 350 4,20 27,6 0,71 Silva et al. (2018)

* Umidade no momento da ensilagem
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Durante o processo de fermentacdo do milho grdo reidratado, ocorre a solubilizacdo da matriz
proteica que envolve os granulos de amido. Esse processo é majoritariamente conduzido por enzimas
microbianas, que contribuem com 60% da solubilizacdo, enquanto enzimas do proprio grdo
participam com 30% e fungos e produtos finais da fermentacdo com os 10% restantes (Junges et al.,
2017).

O tempo de ensilagem exerce influéncia significativa na qualidade final da silagem de milho
reidratado (Tabela 3). A recomendacdo atual é de pelo menos 60 dias de fermentacao. Periodos longos
proporcionam mais tempo para acdo proteolitica dos microrganismos, havendo aumentos da
degradabilidade ruminal da matéria seca e do amido, entretanto, os ganhos mais significativos
ocorrem nos primeiros dois meses de fermentacao (Silva et al., 2019; Gomes et al., 2020; Fernandes
et al., 2021).

O aumento da digestibilidade com a ensilagem do gréo de milho reflete no desempenho animal.
Silva et al. (2022) observaram em bovinos de corte que a substituicdo do milho seco pelo grao
reidratado e ensilado melhorou a eficiéncia alimentar em 13,3% e reduziu a ingestao de matéria seca
em 10,3%. Além disso, o milho reidratado finamente moido reduziu em até 55% as perdas de amido
fecal em comparacdo ao milho seco de mesma granulometria, indicando maior aproveitamento do
amido dietético. Duraes et al. (2024) relataram que a digestibilidade da matéria seca e do amido em
bovinos de leite aumentou em cerca de 5,52% e 6,32% respectivamente com o uso de silagem de
milho reidratado em relacdo a dietas com milho moido seco, mantendo um mesmo nivel diario de

ingestdo de matéria seca, mantendo uma producdo 9,64% maior de leite.
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Tabela 3. Efeito do tempo de fermentagdo na degradabilidade ruminal da matéria seca (MS) ou do

amido de silagens de milho reidratado, por diferentes autores.

In situ ou in vitro MS ou Amido ;I(-eermpe)gtggéo (dias) De%r:?\:gilci)ia:;%gg'l Autor
Invitro 7h Amido 0 | 508 Ferraretto et al.
20 619 (2015)
Invitro 7h Amido 0 | 380 Ferraretto et al.
28 590 (2018)
| In situ DE 5%/h | Amido I3 | 630
30 700
60 740 Ar((:g(r)il%t) al.
120 770
330 880
| In situ 12h | MS IO | 480
30 650 Gomes et al.
60 810 (2020)
120 840
| In situ 24h | MS | 15 | 887
50 893 Siz\zlgle;)al.
180 914
" In situ 24 Ms 0 | 690
7 780
60 890
120 900 Fernandes et al.
Amido 0 860 (2021)
7 910
60 950
120 960

DE 5%/h = degradabilidade efetiva na taxa de passagem de 5%/h
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Em uma meta-anélise, Jacovaci et al. (2021) compararam resultados de desempenho de bovinos
de corte recebendo, pelo menos, 300 g kg™ de grdo de milho seco ou de silagens de gréo (grdo Gimido
ou reidratado) tipo flint na dieta. Os autores verificaram um aumento da eficiéncia alimentar de 0,164
para 0,194 (+18,3%) quando os grdos sao ensilados. Isso ocorreu devido a reducdo do consumo de
matéria seca e aumento da digestibilidade do amido no trato digestivo total, mantendo-se o ganho de
peso. Os autores concluiram que a ensilagem aumenta, em média, em 25,7% o valor nutritivo dos
gréos de milho.

Arcari et al. (2016) avaliaram a substituicdo crescente do milho gréo seco pela silagem de grao
reidratado para vacas leiteiras no final da lactagdo, com produgdo média de 22 kg dia™ de leite. Os
resultados mostraram aumento da digestibilidade da matéria seca e do amido da dieta no trato
digestivo total, em 6,1% e 8,8%, respectivamente, e da producdo de leite corrigida para 3,5% de
gordura em 2,65 kg dia™,

A silagem de milho reidratado apresenta alta suscetibilidade a perda de estabilidade aerdbia
devido ao crescimento de fungos e leveduras, principalmente devido a grande presenca de amido que
pode ser utilizado como substrato por esses microrganismos (Kung et al., 2007). Entretanto, estudos
mostram que a estabilidade aerobia de silagens de milho reidratado pode variar significativamente.
De acordo com Rezende et al. (2014), as diferencas encontradas podem estar relacionadas ao teor de
agua utilizado nareidratacéo, que quanto maior, melhor o ambiente para o desenvolvimento de fungos
e leveduras quando o alimento é exposto ao oxigénio. Outro fator relevante é o tempo de fermentacao
e isso ocorre, segundo Silva et al. (2019), provavelmente devido ao acumulo de &cido acético e
propidnico, que possuem propriedades antifungicas.

Silva et al. (2016) relataram que silagens de milho reidratado, com 35% de umidade e 45 dias de
fermentacdo, perderam a estabilidade em 17 horas ap6s a exposicdo ao ar. Rezende et al. (2014)
verificaram aumento da temperatura a partir de 40 horas, em silagens de milho com 35 e 40% de
umidade, fermentadas por 30 dias. Silva et al. (2019) observaram estabilidade aerdbia de 75 horas

para a silagem de milho reidratado, com 35% de umidade e fermentado por 60 dias. Nesse estudo, o
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aumento do tempo de fermentagdo proporcionou aumento da estabilidade aerdbia. Dessa forma,
verifica-se a importancia da busca de medidas adicionais de manejo necessarias para mitigar esse e
garantir a durabilidade da silagem ao longo do armazenamento e apds a abertura.

2.3 Inoculantes microbianos na silagem de milho reidratado

Ao adicionar inoculantes bacterianos a silagem, é introduzido uma populagdo especifica de
microrganismos, geralmente bactérias acido lacticas (BAL) selecionadas (Fabiszewska et al., 2019).
Dentre os inoculantes bacterianos mais comumente utilizados estdo o Lactiplantibacillus plantarum,
Pediococcus acidilactici  P. pentosaceus, Enterococcus faecium (homofermentativas),
Lentilactobacillus buchneri e Propionibacterium acidipropionici (heterofermentativas) (McDonald
et al., 1991; Blajman et al.,2020; Wang et al., 2022; Diogenes et al., 2023).

As BAL homofermentativas convertem glicose e frutose em &cido latico (Henderson, 1993). O
acido latico é um &cido forte (pKa = 3,86), capaz de reduzir o pH do material ensilado e garantir a
estabilidade do material em anaerobiose. O uso desses microrganismos como inoculantes de silagens
pode garantir um perfil fermentativo adequado, reduzir perda de nutrientes e preservar a qualidade
do alimento (Nunes et al., 2024).

Figura 2. Via metabolica proposta para a degradacao anaerébia do acido latico pelo L. buchneri em
quantidades equimolares de 1,2 propanediol, &cido acético e tracos de etanol
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Fonte: Elferink et al. (2001)
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A demanda por reduzir a deterioracdo aerdbia da-se em fungdo das perdas ap6s a abertura dos
silos, durante seu fornecimento aos animais, seja por reducdo de energia e valor nutritivo ou produgéo
de micotoxinas (Woolford.,1990). Danner et al. (2003) demonstraram que o &cido acético, produzido
pelas BAL heterofermentativas, tem a propriedade de inibir o crescimento de fungos filamentosos e
leveduras, aumentando a estabilidade aerdbia das silagens inoculadas.

Em ambiente de pH préximo a 4, devido ao seu pKa de 4,76, o &cido acético estara, em grande
parte, sob a forma ndo dissociada. Esta forma tem facilidade de penetrar na membrana fungica e,
dentro da célula, dissocia-se devido ao pH mais alto (Brul e Coote, 1999). Segundo Bracey et al.
(1998), os protons liberados internamente por acidos fracos causam um desequilibrio na homeostase
do pH. Como consequéncia, a celula se utiliza de mecanismos compensatérios com alto gasto
energético, reduzindo a energia disponivel para o crescimento normal.

O L. buchneri vem sendo amplamente estudado e € usado comercialmente como inoculante de
silagens (Zheng et al., 2020), com o intuito de aumentar a estabilidade aerdbia. A inoculagdo com L.
buchneri mostrou-se efetiva em aumentar a estabilidade aerobia em silagens de milho (Ranjit e Kung
Jr., 2000), cana-de-agucar (Gomes et al., 2021), grdo umido de milho (Silva et al., 2019; Silva et al.,
2020) e grao de milho reidratado (Silva et al., 2018; Silva et al., 2019). De forma geral, as silagens
inoculadas com L. buchneri apresentam reducéo significativa da contagem de leveduras no momento
da abertura e estabilidade aer6bia maior que 240 horas (tabela 4).

A busca por um perfil fermentativo mais eficiente, visando maior estabilidade aerdbia e qualidade
nutricional das silagens, mesmo em tempos mais curtos de fermentacdo, tem levado ao
desenvolvimento de estratégias que combinam diferentes microrganismos. Estudos recentes

investigam o efeito combinado dos inoculantes L. buchneri e L. hilgardii.
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Tabela 4. Efeito do uso de inoculantes, em diferentes tempos de fermentagdo, na estabilidade aerdbia

de silagens de milho grdo Umido e reidratado, por diferentes autores.

Tipo de silagem de  Tempo de

Tipo de inoculante

Estabilidade

Autor

grdo de milho fermentacéo (dias) aerdbia (horas)
| Reidratado | 60 | Controle 49
LHLB >216 Almeida (2024)
LBLP >216
| Reidratado | 15 | Controle 20
LB 50
30 Controle 60
LB 140
Silva et al. (2019)
60 Controle 80
LB 165
120 Controle 100
LB 260
| Reidratado | 124 | Controle 71
LB 288 Silva et al. (2018)
LPPA 52
| Umido | 30 | Controle 16
LB 248
Silva et al. (2024)
60 Controle 56
LB >250
| Umido | 30 | Controle 240
LBPP 240 Pupo e Ferraretto
90 Controle 240 (2023)
LBPP 240
| Umido | 10 | Controle 22
LH 56
LB 42
LHLB 65
30 Controle 31
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LH >250
Silva et al. (2020)
LB >250
LHLB >250
90 Controle 49
LH >250
LB >250
LHLB >250
| Umido | 15 | Controle 15
LB 15
30 Controle 40
LB 70
Silva et al. (2019)
60 Controle 50
LB 170
120 Controle 70
LB 125

Controle = &gua; LB = Lentilactobacillus buchneri; LH = Lentilactobacillus hilgardii; LP =
Lactiplantibacillus plantarum; PA = Pediococcuas acidilactici; PP = Pediococcus pentosaceus.

O L. hilgardii ¢ uma BAL heterofermentativa e apresenta potencial para aumentar a producao de

acido acético isoladamente ou em associa¢do com o L. buchneri aos 100 e 250 dias de ensilagem do

milho (Ferrero et al., 2019). Drouin et al. (2019) relataram que o L. buchneri e o L. hilgardii

produziram silagens de milho com o pH um pouco mais elevado, devido a converséo de lactato em

acetato e producdo de 1,2 propanodiol. Nair et al. (2020) também observaram maior teor de acetato

(26,2 x 13,9 mg g* MS) em silagens de milho inoculadas com L. hilgardii e L. buchneri, apés 120

dias de fermentacdo. Os pesquisadores também verificaram menores contagens de leveduras e

estabilidade aerodbia trés vezes maior nas silagens inoculadas em relacdo a controle (sem aditivo).

Entretanto, nesse estudo, o teor de &cido latico e o pH foram semelhantes entre as silagens controle e

inoculadas, com médias de 48,7 mg g* MS e 3,78, respectivamente.
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Silva et al. (2020) avaliaram a adi¢do do L. hilgardii isolado ou associado ao L. buchneri a silagem
de grdo Umido. Os gréos foram colhidos com 710 g kg* de MS, moidos e ensilados por 10, 30 ou 92
dias. Assim como relatado por Drouin et al. (2019), Silva et al. (2020) também observaram maior pH
nas silagens inoculadas com os dois microrganismos. Houve também maior producéo de acido acético
e 1,2 propanodiol e menor producéo de etanol. A populacdo de leveduras foi reduzida ja a partir de
10 dias de ensilagem, resultando em aumento da estabilidade aerdbia das silagens de grdo Umido,
principalmente quando os microrganismos estdo associados. Aos 30 e 92 dias, a estabilidade das
silagens aumenta de 31 e 49 horas no tratamento controle, respectivamente, para >250 h nos
tratamentos com L. hilgardii e L. buchneri associados ou isolados.

O P. pentosaceus, por ser uma bactéria homofermentativa, combinada ao L. buchneri e L.
hilgardii poderia contribuir para a maior producdo de acido latico, maior abaixamento do pH e
menores perdas fermentativas.

Pupo e Ferraretto (2023) avaliaram a silagem de grdo imido de milho inoculada com L. buchneri
e P. pentosaceus aos 30 e 90 dias de fermentacdo. Os pesquisadores verificaram que, mesmo na
presenca do P. pentosaceus, o teor de &cido latico foi menor e o pH foi uma pouco maior nas silagens
inoculadas, independente do tempo de fermentacdo. Além disso, a inoculagdo promoveu aumento dos
teores de acido acético e reducdo do etanol. Este resultado sugere que o L.buchneri foi capaz de
metabolizar o &cido latico em &cido acético. Nesse estudo, ndo houve quebra da estabilidade aerdbia
até 240h, tanto na silagem controle, como na inoculada. Além disso, observou-se maior teor de
nitrogénio amoniacal (N-NHs3) nas silagens inoculadas, sugerindo que houve maior proteolise durante
a fase fermentativa. Junges et al. (2017) explica que, embora as BAL ndo possuam alta capacidade
proteolitica, podem promover um ambiente mais favoravel para bactérias que o fazem, devido ao
maior pH verificado nas silagens inoculadas.

Silva et al. (2018) mostraram que a inocula¢do com L. buchneri ndo sé prolonga a estabilidade
aerdbia, como também promove o aumento da protedlise, resultando em maior teor de amonia e

reducdo das prolaminas em silagens de milho reidratado. Essa protedlise adicional foi um achado
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interessante, pois, embora o objetivo inicial do inoculante fosse estabilizar a silagem, observou-se
também um aumento na solubilizacdo da matriz proteica. Esse efeito favoreceu a degradabilidade
ruminal da materia seca e a qualidade nutricional da silagem.

Droin et al. (2023) avaliaram silagens de milho imido inoculadas com L. buchneri e acombinacéo
de L. hilgardii e L. buchneri. Os pesquisadores observaram aumento do teor de N-NHs e da
degradabilidade ruminal in vitro 7h aos 120 dias de fermentagdo e sugeriram a quebra da matriz
proteica foi maior nas silagens inoculadas com ambas as bactérias. Segundo os autores, a maior
expressdao de enzimas ligadas ao metabolismo do aspartato, aminoacido presente em grande
quantidade nas zeinas, ocorreu nas silagens inoculadas com L. hilgardii e L. buchneri, corroborando
com a maior protedlise nesse tratamento.

Esses achados indicam que o uso estratégico de multiplos inoculantes pode potencializar a
eficiéncia nutricional da silagem, beneficiando a absorcao de nutrientes e melhorando o desempenho
animal. No entanto, sdo necessarias mais pesquisas para entender completamente a interacdo entre

esses inoculantes.
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Capitulo 2- Tipo de endosperma, tempo de fermentacdo e inoculacdo bacteriana sobre o perfil de

fermentacdo, estabilidade aerdbia e degradabilidade ruminal in vitro de silagem de milho reidratado.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto do tempo de armazenamento e da inoculagdo microbiana
nas caracteristicas fermentativas, estabilidade aerdbia e degradabilidade ruminal in vitro de silagens
de milho reidratado, utilizando dois hibridos com diferentes vitreosidades (K9960 e K9606). O estudo
foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial (2 x 3 x 5),
considerando dois hibridos, trés inoculantes e cinco tempos de fermentacdo, com quatro repeticdes
por tratamento, e as médias comparadas pelo teste de Tukey. Os tratamentos incluiram silagem
controle (sem aditivo) e inoculada com Lentilactobacillus hilgardii e Lentilactobacillus buchneri
(LHLB) e combinacéo desses com Pediococcus pentosaceus (LHLBPP). Foram utilizados 120 mini-
silos, avaliados ao longo de cinco tempos de armazenamento (40, 80, 120, 160 e 200 dias). Os
resultados mostraram aumento da matéria seca ao longo do tempo de fermentacéo e reducdo do pH
até 120 dias de armazenamento, com valores mais altos para o tratamento LHLB em todos os periodos
avaliados. O hibrido K9960 apresentou maiores valores de proteina bruta e prolaminas, enquanto que
os inoculantes promoveram reducdo significativa no teor de prolaminas ao longo do tempo de
armazenamento. Os inoculantes reduziram a producdo de etanol, acido butirico e aumentaram a
formacdo de 1,2-propanodiol nos tratamentos com LHLB e LHLBPP. Além disso, as silagens
inoculadas apresentaram maior contagem de bactérias acido-laticas e maior degradabilidade da
matéria seca e organica, com diferencas entre os hibridos. Os resultados confirmam que a escolha de
inoculantes e hibridos adequados pode melhorar a qualidade fermentativa e a disponibilidade
nutricional das silagens de milho reidratado, promovendo maior eficiéncia na alimentacao animal.

Palavras chave: Hibrido, Prolaminas, Ruminante, Vitreosidade.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the impact of storage time and microbial inoculation on
the fermentative characteristics, aerobic stability, and in vitro ruminal degradability of rehydrated
corn silages, using two hybrids with different vitreousness levels (K9960 and K9606). The study was
conducted in a completely randomized design with a factorial arrangement (2 x 3 x 5), considering
two hybrids, three inoculants, and five fermentation times, with four replicates per treatment. Means
were compared using Tukey’s test. The treatments included control silage (without additive) and
silage inoculated with Lentilactobacillus hilgardii and Lentilactobacillus buchneri (LHLB), as well
as their combination with Pediococcus pentosaceus (LHLBPP). A total of 120 mini-silos were used
and evaluated over five storage periods (40, 80, 120, 160, and 200 days). The results showed an
increase in dry matter over the fermentation period and a pH reduction until 120 days of storage, with
higher values observed for the LHLB treatment in all evaluated periods. The K9960 hybrid presented
higher crude protein and prolamin contents, while the inoculants significantly reduced the prolamin
content over the storage period. Inoculants decreased ethanol and butyric acid production while
increasing 1,2-propanediol formation in the LHLB and LHLBPP treatments. Additionally, inoculated
silages exhibited higher counts of lactic acid bacteria and greater dry matter and organic matter
degradability, with differences between hybrids. The results confirm that selecting appropriate
inoculants and hybrids can enhance the fermentative quality and nutritional availability of rehydrated
corn silages, promoting greater efficiency in animal feeding.

Keywords: Hybrid, Prolamins, Ruminant, Vitreousness.
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1. Introducdo

O milho é amplamente reconhecido como o grdo mais utilizado em dietas para ruminantes devido
a sua elevada concentracdo de amido, excelente valor energético e disponibilidade ao longo do ano.
Esses atributos tornam o milho uma escolha estratégica para atender as demandas nutricionais em
sistemas de producéo intensiva (Silvestre e Millen, 2021). Entretanto, o0 armazenamento na forma de
gréos secos pode apresentar limitagfes, como ataque por pragas em armazenamento um inadequado
e baixa digestibilidade inicial do amido em grdo mais vitreos (Lorini et al., 2015; Zurak et al., 2020).

Nesse contexto, a ensilagem de milho reidratado surge como alternativa eficiente, que permite a
conservacdo dos nutrientes, a melhora do perfil fermentativo e a otimizacdo da digestibilidade,
especialmente quando associada ao uso de inoculantes bacterianos que potencializam a qualidade da
fermentacdo e a estabilidade aerobia (Martins et al., 2024; Nunes et al., 2024).

Além dos inoculantes, a interacdo entre hibridos de milho com caracteristicas distintas de
vitreosidade também exerce influéncia significativa sobre os pardmetros fermentativos e
degradabilidade ruminal. Hibridos de endosperma mais vitreo apresentam menor digestibilidade
inicial, devido a barreira fisica imposta pela matriz proteica que encapsula os granulos de amido,
enquanto hibridos mais farinaceos podem favorecer uma fermentacdo mais rapida (Almeida et
al.,2020; Fernandes et al., 2021).

A hipotese deste estudo é que o uso de inoculantes, aliado ao tempo de ensilagem, reduz as
diferencas na degradabilidade entre hibridos de milho de alta e baixa vitreosidade, tornando-os
semelhantes em termos de digestibilidade para ruminantes.

O objetivo foi investigar os efeitos combinados do tipo de endosperma, tempo de armazenamento
e inoculacdo com L. hilgardii, L. buchneri e P. pentosaceus sobre o perfil fermentativo, a estabilidade

aerobia e a degradabilidade ruminal in vitro da silagem de grdos de milho reidratado.
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2. Materiais e métodos
2.1. Ensilagem

Dois hibridos de milho (K9960 e K9606, KWS, S&o Paulo, Brasil) foram obtidos na fazenda
Degger, no municipio de Araguaina, Tocantins, Brasil.

A vitreosidade dos graos foi determinada através de dissecacdo manual (Dombrink-Kurtzman e
Bietz, 1993; Pereira et al., 2004). Os grdos foram moidos em moinho de martelo (Perozin, Concordia,
SC) com peneira de 2 mm. Cada um dos hibridos foi dividido em 12 pilhas (20 kg pilha?), reidratados
com agua livre de cloro usando um regador e misturados manualmente para atingirem 370 g kg™ de
umidade.

Quatro pilhas (repeticdes) de cada hibrido foram tratadas com um dos trés inoculantes a seguir:
1) Controle (sem aditivo); 2) Lentilactobacillus hilgardii (H; CNCM 1-4785, Lallemand, France)+
Lentilactobacillus buchneri (B; NCIMB 40788, Lallemand, France) (>3 x 10! ufc g*), na dose de 3
x 10° ufc g de milho reidratado; 3) Lentilactobacillus hilgardii + Lentilactobacillus buchneri (>2 x
10! ufc g) + Pediococcus pentosaceus (P; NCIMB 12455, Lallemand, France) (>1 x 10 ufc g ),
na dose de 3 x 10° ufc g de milho reidratado. Os inoculantes foram diluidos em agua livre de cloro
e aplicados na dosagem recomendada pelo fabricante. Para melhor distribui¢do do inoculante, eles
foram adicionados na 4gua de reidratacao.

De cada pilha foram confeccionados cinco mini-silos (tempos de estocagem), compactados com
émbolo de madeira para alcancar a densidade de 850 kg m? de matéria fresca. Os silos foram
confeccionados em tubos de PVC, de 40 cm de comprimento e 10 cm de didmetro, com tampa
equipada com uma valvula para liberar os gases. Foram produzidos um total de 120 silos, sendo dois
hibridos, trés inoculantes e cinco tempos de estocagem (40, 80, 120, 160 e 200 dias), com quatro
repeticbes por tratamento. Apés a abertura, o contetdo de cada silo foi homogeneizado e amostrado
para mensuracdo da composicao quimica e das caracteristicas fermentativas. Para a abertura de 120
dias, também foram realizadas as mensuragfes dos produtos da fermentagdo, contagem microbiana,

teste de estabilidade aerdbia e degradabilidade in vitro.
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2.2. Andlises quimicas

Uma amostra foi pré-seca a 55°C, até peso constante, moidas em moinho tipo Wiley com peneira
de 1 mm para analise de matéria seca (MS), cinzas (método 942.05; AOAC, 1990), extrato etéreo
(EE) (método 920.39; AOAC, 1990), proteina bruta (PB) (método 954.01; AOAC, 1990) e
prolaminas (Nellis et al., 2013).

Foi preparado o extrato aquoso com 30 g da amostra fresca e 270 ml de agua destilada,
homogeneizados por quatro minutos. O pH foi mensurado em pHmetro digital e 0 N amoniacal (N-
NH3) determinado por meio de destilacdo com cloreto de célcio e 6xido de magnésio (método 941.04;
AOAC, 1990). Nas amostras com 120 dias de estocagem foram determinados os acidos organicos e
o0 etanol por cromatografia liquida de alta performance (HPLC Prominence Shimadzu, Kyoto, Japan)
com detector UV modelo SPD-20 e uma coluna Aminex HPX-87H com fase movel composta por
acido sulfarico 5 mM em modo isocratico durante 37 min.

A tabela 1 apresenta as anises quimicas e microbiologicas realizadas no material original e no
material reidratado, antes da ensilagem.

Tabela 1. Vitreosidade do gréo, composi¢édo quimica, pH e contagem microbiana da silagem de milho

reidratado, néo tratado (TC) ou tratado com L. hilgardii e L. buchneri (LHLB) ou L. hilgardii, L.
buchneri e P. pentosaceus (LHLBPP) antes da ensilagem.

Antes da reidratacao K9960 K9606
;Qéf:;é?r?]dae g kg™ de 685,60 509,00

PB, g kg™ de MS 83,50 74,49

Prolaminas, g kg™ de MS 80,10 64,18

EE, g kg* de MS 39,80 39,70

Apos a reidratacdo TC LHLB  LHLBPP  TC LHLB  LHLBPP
MS, g kg™ de MN 621,63 61627 609,48 637,13 628,67 620,71
pH 6,90 6,87 6,81 6,70 6,72 6,60
BAL, log ufc g™* silagem fresca 3,91 5,22 5,16 3,97 5,18 5,27
Fungos, log ufc g* silagem fresca 423 479 470 4,85 4,66 4,69

 PB = proteina bruta; EE = extrato etéreo; MS = material seca; MN = matéria natural; BAL = bactérias acido
laticas
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2.3. Teste de estabilidade aerobia

Para monitorar a estabilidade aer6bia das amostras estocadas por 120 dias, 1,5 kg de cada silagem
foi colocada em baldes plésticos de 8L. Os baldes permaneceram em uma sala com temperatura
constante de 25°C por 12 dias. A cada 1 h, a temperatura das silagens era registrada em termémetro
digital (tipo espeto) inserido no centro da massa; a temperatura ambiente também foi mensurada em
um sensor de temperatura e umidade (HTC-2, Supermedy). A estabilidade aerdbia foi determinada
como o numero de horas em que as silagens nao ultrapassam em 2°C a temperatura ambiente (Ranjik
e Kung, 2000). Ainda, aos quatro, oito e 12 dias de avaliacdo foi retirada uma amostra para
determinacéo do pH.
2.4. Analises microbioldgicas

No material ap0s o tratamento, antes da ensilagem, e apos 120 dias de estocagem foram realizadas
as contagens de bactérias acido laticas (LAB), leveduras e fungos filamentosos. O extrato aquoso foi
preparado com 30 g da amostra fresca e 270 ml de &gua peptonada estéril, homogeneizados por quatro
minutos. Foram feitas 10 dilui¢Oes seriadas e plaqueadas (pour plate) em agar Yeast Extract Glucose
Chloramphenicol (YGC, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brazil), mantidas & 28 'C, por trés dias para
contagem de leveduras e cinco dias para contagem de fungos filamentosos (Tabacco et al., 2009). O
extrato diluido em série também foi plaqueado (pour plate) em agar Man, Rogosa, and Sharpe (MRS,
Sigma-Aldrich, Sio Paulo, Brazil), mantidos & 35 "C, por trés dias, para contagem de bactérias acido
laticas (LAB).
2.5. Ensaio de producdo de gases

O Ensaio de producdo de gases foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de Animal da
Universidade Federal do Tocantins sob o nimero 23.101.002.481/20-15.

Foi realizado um ensaio de producéo de gases, de acordo com a metodologia descrita por Mauricio
et al. (1999). A inoculacdo foi realizada utilizando liquido ruminal, obtido de multiplos locais do
rumen, de um bovino adulto mestico com uma fistula ruminal, recebendo dieta a base de gramineas

dos géneros Megathyrsus e Urochloa a vontade e 1,5 kg dia™* de milho moido.



40

A presséo gerada pelos gases acumulados na parte superior dos frascos incubados foi mensurada
utilizando-se um transdutor de pressao do tipo SNDWAY SW-512B, com uma agulha de 0,6 mm de
didmetro conectada em sua extremidade, lida em leitor digital e registrada em computador. As leituras
foram realizadas nos tempos de dois, quatro, seis, oito, 10, 12, 15, 18, 21 e 24 horas ap0s a incubacéo.
Utilizou-se os dados de pressdo em PSI (pressdo por polegada quadrada) para o célculo do volume
de gases produzidos através da equacdo matematica desenvolvida por Feitosa e Souza (2020), para
as condicBes experimentais do Laboratério de Nutricdo Animal do Centro de Ciéncias Agrarias da
UFNT

V =-0,0195 + 3,7989P + 0,0174P? (R? = 0,9875)
Em que: V = Volume (mL); P = Presséo (PSI)

Os residuos remanescentes nos frascos de fermentacao apos 24h foram filtrados em cadinhos de
vidro de porosidade 01, & vacuo. Os residuos foram secos em estufa a 105 “C e pesados, e, em seguida,
foram incinerados em mufla a 500 “C e pesados. Os resultados foram utilizados para os célculos das
degradabilidades da matéria seca e da matéria organica.

Os dados de producéo acumulada de gases foram ajustados para o0 modelo de Gompertz.

V1=VF X exp(— bexp (-k x 1))

Em que: Vt = volume de gases acumulado no tempo; Vf = volume total de gases produzido; b =
parametro de formacao, sem interpretacdo bioldgica; k = taxa especifica de producdo de gases; t =
tempo de fermentacéo

Calcularam-se as degradabilidades efetivas da matéria seca para as taxas de passagem de 2, 5 e
8% ht, correspondendo ao baixo, médio e alto consumo, conforme Agricultural Research Council
(1984). Empregou-se a equacdo proposta por France et al. (1993).

DE=So e*T(1—kI)/(So +Uo)
Em que: DE = degradabilidade efetiva da matéria seca (%); So = fracdo degradavel presente no
tempo zero; k = taxa de passagem (%/h); T = Tempo de colonizagéo (lag time); | = integral ndo

analitica derivada numericamente; Uo = fracdo ndo degradavel presente no tempo zero
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2.6. Andlises estatisticas

Os dados de perfil de fermentagdo foram analisados em um delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 2 x 3 x 5, através do Programa SISVAR® (versdo 5.6). O modelo
incluiu o efeito fixo dos hibridos (H: = K9960 ou K9606), dos inoculantes (I = TC, LHLB ou
LHLBPP), do tempo (T =40, 80,120, 160 e 200 dias) e suas interacfes (Hx I; HX T; I x T; Hx I X
™).

As analises de estabilidade aerdbia, microbiolégicas e de acidos organicos, realizadas aos 120
dias de fermentagéo, foram analisadas em um delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2 x 3, através do Programa SISVAR® (versdo 5.6). O modelo incluiu o efeito fixo dos hibridos
(H: = K9960 ou K9606), dos inoculantes (I = TC, LHLB ou LHLBPP) e sua interagdo (H x I). As
médias foram comparadas pelo teste Tukey (p<0,05). No ensaio de producdo de gas, as curvas de
producéo de gas foram avaliadas quanto ao paralelismo e identidade (p<0,05) (Regazzi e Silva, 2004).
A DMS e DMO foram analisadas em um delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
2 x 3 x 2, através do Programa SISVAR® (versdo 5.6). O modelo incluiu o efeito fixo dos hibridos
(H: = K9960 ou K9606), dos inoculantes (I = TC, LHLB ou LHLBPP), do tempo (T = zero e dias) e

suas interacdes (HX I; HX T; IXT; Hx I x T).

3. Resultados
3.1. Caracteristicas quimicas e perfil fermentativo

Observou-se aumento dos teores de matéria seca (p = 0,0002) ao longo do tempo de fermentacao.
O pH das silagens reduziu até 120 dias de estocagem (p < 0,0001), independentemente do hibrido ou
do inoculante utilizado. O inoculante LHLB produziu silagens com maiores valores de pH (p <
0,0001) em todos os periodos avaliados (Tabela 2).

O hibrido K9960 apresentou maiores valores de PB em todos os tempos de ensilagem (p<0,0001).
Houve reducgéo aos 160 dias e aumento aos 200 dias dos teores de PB em todos os tratamentos

avaliados. O uso dos inoculantes ndo influenciou os valores de PB (p = 0,5359) (Tabela 2).
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Houve interacdo entre hibrido, inoculante e tempo de ensilagem para os valores de prolaminas (p

< 0,0001) e amonia (p = 0,0012) (Tabela 2). De forma geral, maiores valores de prolaminas foram

observados para o hibrido K9960 (p < 0,0001) e para o tratamento sem inoculante (p < 0,0001); ao

longo do tempo observou-se reducgéo dos teores de prolaminas (p < 0,0001). Os teores de amonia

foram maiores para o hibrido K9960 (p < 0,0001) e para o inoculante LHLB (p < 0,0001) e

aumentaram ao longo da fermentagéo (p < 0,0001).

Tabela 2. Composi¢do quimica das silagens de milho reidratado a partir dos hibridos K9960 e K9606,
de acordo com o tipo de inoculante e o tempo de estocagem.

MS, g kg™ PBgkg® ProIaTinas NH;, gkg® Cinzas g
de MN PH de MS g klglsde deMS  kg'deMS

TC 614,26 4,60 84,41 45,53 0,48 11,26

K9960 LHLB 619,68 4,87 85,50 47,53 0,56 9,80

40d LHLBPP 605,17 4,61 85,61 51,95 0,41 11,51
TC 615,65 4,63 68,94 37,09 0,46 12,71

K9606 LHLB 610,24 4,81 71,53 35,85 0,52 12,56
LHLBPP 618,72 4,52 74,11 37,50 0,42 13,60

TC 611,03 4,10 85,43 50,13 0,58 11,03

K9960 LHLB 616,65 4,42 82,79 42,75 0,71 10,60

80d LHLBPP 611,84 4,18 89,24 44,46 0,61 10,53
TC 618,80 4,15 73,52 33,24 0,63 13,86

K9606 LHLB 622,85 4,40 79,89 26,32 0,65 12,55
LHLBPP 618,65 4,09 72,87 26,64 0,60 14,13

TC 617,29 3,56 85,49 44,33 0,96 11,67

K9960 LHLB 612,43 3,92 82,86 30,18 1,14 11,21

120d LHLBPP 611,33 3,64 87,05 29,99 0,95 11,54
TC 624,25 3,60 76,96 25,80 0,86 15,35

K9606 LHLB 609,28 3,90 72,10 13,49 1,02 12,43
LHLBPP 632,87 3,59 72,79 17,52 0,87 13,48



K9960
160d

K9606

K9960

200d

K9606

valor

TC

LHLB

LHLBPP

TC

LHLB

LHLBPP

TC

LHLB

LHLBPP

TC

LHLB

LHLBPP

EPM

H

T

Hxl

HxT

IXT

HxIxT

613,96
613,86
609,91
626,82
618,54
625,03
618,99
623,77
624,18
625,57
627,42
643,30
3,0136

<0,0001

0,4849
0,0002

0,0042

0,5337
0,1191
0,7980

3,64
3,95
3,71
3,62
3,94
3,67
3,62
3,95
3,69
3,62
3,93
3,65
0,0261
0,0364
<0,0001
<0,0001

0,0074

0,9382
0,1523
0,8294

73,46
68,83
72,78
62,46
58,32
58,76
93,45
103,90
98,76
95,58
87,64
99,45
0,9837
<0,0001
0,5359
<0,0001

0,7725

0,2565
0,8518
0,1670

47,54
24,82
22,94
20,44
19,96
10,29
27,56
12,78
12,81
24,87
16,94
16,92
0,4932
<0,0001
<0,0001
<0,0001

0,0004

<0,0001
<0,0001
<0,0001

0,61
0,91
0,78
0,69
0,82
0,71
0,95
1,37
1,18
0,99
1,16
0,96
0,0058
<0,0001
<0,0001
<0,0001

<0,0001

<0,0001
<0,0001

0,0012

43
15,67
11,19
13,39
14,67
12,98
14,43
12,13
10,37
10,19
13,24
12,72
13,62

0,1722
<0,0001
<0,0001
<0,0001

0,4026

0,0643
0,2370
0,1695

MS = Matéria seca; PB = proteina bruta; NH3 = ambnia; TC = tratamento controle; LHLB = L. hilgardii e L.
buchneri; LHLBPP = L. hilgardii, L. buchneri e P. pentosaceus; H = efeito do tipo hibrido; | = efeito do
inoculante; T = efeito do tempo de armazenamento; H x | = interacdo do tipo hibrido e o inoculante; H x T =
interacdo do tipo hibrido e tempo de armazenamento; | x T = interagdo entre o inoculante e tempo de
armazenamento; H x | x T = intera¢do do tipo hibrido, inoculante e tempo de armazenamento

A figura 1 mostra que a concentracdo de prolaminas reduziu ao longo do tempo de

armazenamento, em todos os tratamentos. O hibrido de maior vitreosidade (K9960) apresentou

concentragdes iniciais mais elevadas e a reducdo ao longo do tempo foi mais pronunciada nos

tratamentos inoculados (p < 0,0001). Esse efeito demostrou que o uso dos inoculantes acelerou a
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quebra das prolaminas, o que pode favorecer a disponibilidade de proteinas sollveis e do amido ao

longo do tempo de ensilagem.

O tratamento com a combinacdo de L. buchneri, L. hilgardii e P. pentosaceus (LHLBPP)
apresentou o maior efeito na reducdo da concentracdo de prolaminas, especialmente apds 120 dias de
armazenamento. Ja os tratamentos controle mantiveram niveis mais elevados de prolaminas ao longo

do periodo.

Figura 1. Concentracdo de prolaminas (g kgt de MS) em silagens de milho reidratado produzidas
com hibridos de alta (K9960) e baixa (K9606) vitreosidade, sem inoculante (TC - controle) e com
tratamentos contendo Lactobacillus hilgardii e Lactobacillus buchneri (LHLB), isolados ou
combinados com Pediococcus pentosaceus (LHLBPP). EPM = 0,4932. Efeito de inoculante, p <
0,0001; Efeito do hibrido, p < 0,0001; efeito do tempo de armazenamento, p < 0,0001; interacéo entre
inoculante e tempo de armazenamento, p < 0,0001; interacdo entre hibrido e inoculante p < 0,0001;
interacdo entre hibrido e tempo de armazenamento p < 0,0001; interag&o entre hibrido, inoculante e
tempo de armazenamento p < 0,0001.
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Houve um aumento progressivo das concentracGes de NH3; ao longo do tempo, com picos em
torno de 120 e 200 dias (figura 2). A liberacdo de NH; foi influenciada pelo tempo de armazenamento
(p < 0,0001) e pelo tipo de inoculante utilizado (p < 0,0001). Os tratamentos inoculados apresentaram
maior liberacdo de NH; do que o controle, sugerindo uma intensificacdo da protedlise mediada pela
acdo microbiana. O maior acimulo de NH; foi observado nos tratamentos contendo L. buchneri e L.

hilgardii (LHLB), indicando maior atividade proteolitica ao longo da fermentacéo.
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Figura 2. Concentracdo de amoénia (NHs, g kg™t de MS) em silagens de milho reidratado produzidas
com hibridos de alta (K9960) e baixa (K9606) vitreosidade, sem inoculante (TC - controle) e com
tratamentos contendo Lactobacillus hilgardii e Lactobacillus buchneri (LHLB), isolados ou
combinados com Pediococcus pentosaceus (LHLBPP). EPM = 0,0058 Efeito de inoculante, P <
0,0001; Efeito do hibrido, p < 0,0001; efeito do tempo de armazenamento, p < 0,0001; interacéo entre
inoculante e tempo de armazenamento, p < 0,0001; interagdo entre hibrido e inoculante p < 0,0001;
interagdo entre hibrido e tempo de armazenamento p < 0,0001; interacéo entre hibrido, inoculante e
tempo de armazenamento p = 0,0012.
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Houve uma reducdo acentuada do pH nos primeiros 120 dias de ensilagem, seguida de uma
estabilizacdo posterior (Figura 3). Os maiores valores de pH foram registrados nos tratamentos
inoculados, especialmente no tratamento contendo L. buchneri e L. hilgardii (LHLB). Esse resultado
pode estar associado a maior conversdo de acido latico em acido acético e 1,2-propanodiol promovida
por esses microrganismos, uma vez que o acido acético € um &cido mais fraco em comparacao ao
acido latico, resultando em um pH final mais elevado. No tratamento LHLBPP, a presenca de
Pediococcus pentosaceus favoreceu uma maior producdo de acido latico, mesmo na presenca de L.
hilgardii e L. buchneri, o que pode ter contribuido para um menor aumento do pH em relacéo ao

LHLB.
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Figura 3. Valores de pH em silagens de milho reidratado produzidas com hibridos de alta (K9960) e
baixa (K9606) vitreosidade, sem inoculante (TC - controle) e com tratamentos contendo
Lactobacillus hilgardii e Lactobacillus buchneri (LHLB), isolados ou combinados com Pediococcus
pentosaceus (LHLBPP). EPM = 0,0261. Efeito de inoculante, P < 0,0001; Efeito do hibrido, p
=0,0364; efeito do tempo de armazenamento, p < 0,0001; interacdo entre inoculante e tempo de
armazenamento, p = 0,1523; interagdo entre hibrido e inoculante p = 0,0074; interacéo entre hibrido
e tempo de armazenamento p = 0,9382; interacdo entre hibrido, inoculante e tempo de armazenamento
p = 0,8294.
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Os teores de acido latico ndo foram influenciados pela aplicacéo de inoculantes (p = 0,9256) ou
hibrido (p = 0,0712). No entanto, os valores de acido acético foram superiores para o hibrido K9960
em comparagdo ao K9606 (p < 0,0001), havendo também quantidades superiores no tratamento
LHLB (p < 0,0001). Observou-se uma interacdo entre o hibrido e o inoculante para a producédo de
acido acético (p < 0,0001). Adicionalmente, as silagens inoculadas apresentaram uma menor
concentracdo de 4acido butirico (p = 0,0001) e uma maior producdo de 1,2-propanodiol nas
formulac@es contendo L. hilgardii e L. buchneri (LHLB) e a combinacdo L. hilgardii, L. buchneri e
P. pentosaceus (LHLBPP) (Tabela 3).

A producao de etanol foi reduzida nas silagens tratadas com inoculantes em relacdo ao controle
(p = 0,0015). Os teores de acido isovalérico foram semelhantes independente do tratamento (p =
0,0676). (Tabela 3)

No que diz respeito a contagem de bactérias acido-laticas, as silagens inoculadas com LHLB

apresentaram teores maiores (p < 0,0001). Por outro lado, ndo houve diferencas na contagem de
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fungos entre os hibridos (p=0,9082) ou entre os tratamentos com e sem inoculante (p = 0,4861)
(Tabela 3).

Tabela 3.

Acidos organicos, contagem microbiana e de estabilidade aerébia de silagens de milho reidratado aos
120 dias de ensilagem, a partir dos hibridos K9960 e K9606 e contendo diferentes inoculantes
microbianos.

Acido  Acido  Acido Acido 1,2 BAL, Fung AS,
e " - . e . Etanol  log ufc
latico acético  butirico isovalérico Propanodiol ! 0S h
TC 6,32 5,65 6,24 1,29 1,22 5,95 320 197 288
K9960 LHLB 6,67 2,17 2,06 0,95 1,97 4,07 8,06 141 288
LHLBPP 4,33 1,99 1,70 1,12 2,54 3,70 715 1,21 288
TC 7,23 1,64 2,45 1,06 1,36 4,67 6,28 1,16 288
K9606 LHLB 6,94 2,13 1,80 0,98 3,36 4,16 7,70 1,76 288
LHLBPP 8,47 1,55 1,25 0,96 3,61 3,98 572 1,70 288
EPM
0,2366  0,1725  0,3126 0,0479 0,2407 0,2071  0,0690 - 0
H 0,90
0,0712 <0,0001 0,0032 0,0874 0,0202 01109 01117 g -
P -1 < 0,48
valor 0,9256 <0,0001 0,0001 0,0676 0,0012 0,0015 00001 61 -
HxI < <
0,2141 <0,0001 0,0066 0,3081 0,3177 0,1704 0,00 -
0,0001 "5

Acido latico CV = 33,96%; Acido acético CV = 23,70%: Acido butirico CV = 41,93%: Acido Isovalérico CV
= 15,70%; 1,2 Propanodiol CV = 35,55%; Etanol CV = 16,23%
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3.2 Degradabilidade ruminal in vitro

Tabela 4.

Volume de gases acumulado no tempo (A), taxa especifica de producdo de gases (k) e tempo de
colonizagéo (lag time) das silagens de milho reidratado antes e aos 120 dias de ensilagem, a partir
dos hibridos K9960 e K9606 e contendo diferentes inoculantes microbianos.

A, ml k (ml/g MS/h) lag time, h R?

TC 217,70 0,1117 3,90 0,9938

K9960 LHLB 239,50 0,1074 3,45 0,9968

0d LHLBPP 202,40 0,1226 3,15 0,9942
TC 207,80 0,1305 4,19 0,9932

K9606 LHLB 196,90 0,1539 3,21 0,9965

LHLBPP 187,70 0,1490 3,32 0,9907

TC 250,60 0,1263 4,22 0,9965

K9960 LHLB 211,50 0,1594 4,52 0,9960

120d LHLBPP 221,30 0,1589 4,95 0,9961
TC 224,60 0,1552 3,82 0,9954

K9606 LHLB 233,00 0,1702 4,35 0,9981

LHLBPP 245,50 0,1795 4,44 0,9963

TC = tratamento controle; LHLB = L. hilgardii e L. buchneri; LHLBPP = L. hilgardii, L. buchneri e P.
pentosaceus

O hibrido K9606 apresentou maiores valores de degradabilidade da matéria seca (DMS) e da
matéria organica (DMO) em comparacdo ao K9960 (p < 0,0001). Além disso, as silagens inoculadas
apresentaram maior DMS e DMO em relagéo ao controle (p < 0,0001). No entanto, ndo foi observada
interacdo entre o tempo de armazenamento e o tipo de hibrido (p = 0,1563). Por outro lado, houve
interacdo entre inoculante e o tempo de armazenamento para os valores de DMS (p = 0,0023),

indicando que o efeito do inoculante varia de acordo com o periodo de armazenamento.
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Tabela 5. Degradabilidade da matéria seca (DMS), degradabilidade da matéria organica (DMO) e
degradabilidades efetivas (DE) das silagens de milho reidratado antes e aos 120 dias de ensilagem, a
partir dos hibridos K9960 e K9606 e contendo diferentes inoculantes microbianos.

DMS, g/lkgde  DMO, g/kgde DE 2%/h, g DE 5%/h,g DE 8%/h, g

MS MO kgldeMS kgldeMS kg'deMS
TC 81,93 83,25 804,28 761,80 719,01
K9960 LHLB 81,27 82,28 794,83 752,56 710,01
0d LHLBPP 81,95 82,86 801,07 759,45 717,51
TC 85,36 85,92 830,95 788,30 745,30
K9606 LHLB 87,69 88,58 857,73 815,27 772,39
LHLBPP 87,04 88,34 855,16 812,50 769,43
TC 88,09 89,02 860,75 816,28 771.46
K9960 LHLB 91,31 92,41 895,01 851,07 806,69
120d LHLBPP 90,80 91,92 890,25 846,51 802,34
TC 91,54 92,60 896,63 852,33 807,59
K9606 LHLB 95,49 96,42 934,38 889,28 843,69
LHLBPP 95,32 96,38 939,71 895,00 849,78
H <0,0001 < 0,0001 - ; ]
' <0,0001 < 0,0001 - ; ]
T < 0,0001 < 0,0001 - - -
p-Valor HxI 0,0622 0,0295 - - -
HXxT 0,1563 0,2319 - - -
IxT 0,0023 0,0032 - - -
HxIxT 0,3412 0,1523 - - -

TC = tratamento controle; LHLB = L. hilgardii e L. buchneri; LHLBPP = L. hilgardii, L. buchneri e P.
pentosaceus;
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Fig. 4 Cinética de fermentagdo de silagens de milho reidratado aos 120 dias de ensilagem, a
partir dos hibridos K9960 e K9606 e contendo diferentes inoculantes microbianos.
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Fig. 5 Cinética de fermentacdo de silagens de milho reidratado aos 120 dias de ensilagem.
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Fig. 7 Cinética de fermentac&o de silagens de milho reidratado contendo diferentes inoculantes
microbianos
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Os resultados do teste de paralelismo de curvas demonstraram diferencas entre o dia 0 e 120 dias
de ensilagem (p < 0,05), confirmando o impacto do tempo de armazenamento na produc¢do cumulativa
de gases. Aos 120 dias, a maior producao acumulativa de gases reflete o0 avanco na fermentacao, com
maior degradacdo da matriz proteica e liberacéo de substratos fermentaveis ao longo do tempo. Além
disso, os hibridos apresentaram respostas distintas, com o hibrido K9606 mostrando maior producao
cumulativa de gases em comparacdo ao K9960 (p < 0,05), indicando diferencas intrinsecas na
composicao estrutural e disponibilidade de substratos fermentaveis. Os tratamentos inoculados
também se destacaram em relagé@o ao controle, com maior producdo acumulativa de gases, indicando
que a inoculacdo promoveu uma fermentacdo mais eficiente e ativa. No entanto, os tratamentos
inoculados foram similares entre si, sugerindo que tanto o LHLB quanto a combinacdo LHLBPP

tiveram efeitos comparaveis na dindmica de fermentacéo (p < 0,05).
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Tabela 6. Teste de paralelismo e identidade de curvas® de producio de gases em 24 h de silagens de
milho reidratado aos 120 dias de ensilagem (1a), a partir dos hibridos K9960 e K9606 (1b) e contendo
diferentes inoculantes microbianos (1c)

Figura Tratamentos Paralelismo Identidade
1a) Dia0 a B
Dia 120 a A
1b) K9960 a B
K9606 a A
1c) TC a
LHLB a
LHLBPP a

TC = tratamento controle; LHLB = L. hilgardii e L. buchneri; LHLBPP = L. hilgardii, L. buchneri e P.
pentosaceus; “Regazzi e Silva (2004) (p<0,05)

4. Discussdo
4.1. Caracteristicas quimicas e perfil fermentativo

A vitreosidade dos hibridos flint geralmente varia entre 668,0 e 791,0 g kg™ de endosperma,
enquanto nos hibridos dentados esse valor fica entre 385,0 e 573,0 g kg™ (Philippeau et al., 1999).
Com base nesses intervalos, o hibrido K9960, que apresentou vitreosidade de 685,6 g kg™, pode ser
classificado como flint, enquanto o hibrido K9606, com 509,0 g kg™, se enquadra na categoria dos
hibridos dentados.

Ao longo do periodo de ensilagem, os teores de matéria seca (MS) apresentaram um
comportamento crescente, conforme observado nos tratamentos avaliados. Esse comportamento esta
associado a perda gradual de umidade do material durante a fermentacdo, devido a liberacdo de
efluentes e a degradacdo de substratos fermentaveis (Borreani et al., 2018). Valores apresentados de
MS durante todo o periodo de ensilagem esta dentro do intervalo esperado (600 a 700 g kg™)
indicando que as condigdes de fermentagdo foram apropriadas e estdo alinhadas com os padrdes

indicados na literatura, como os de Carvalho et al. (2020) e Mombach et al. (2019), que destacaram
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a importancia de niveis de umidade adequados no momento da ensilagem para evitar fermentacGes
indesejaveis.

A reducdo do pH das silagens até 120 dias de estocagem, independentemente do hibrido ou
inoculante, indica que o processo fermentativo foi eficiente em todos os tratamentos. Esse decréscimo
no pH indica a estabilizacdo do ambiente anaerébio e a consolidacdo da fase de fermentacédo,
favorecendo a preservacgéo da silagem (Silva et al., 2016).

Os valores mais elevados de pH observados nas silagens inoculadas com LHLB podem ter
ocorrido devido & conversdo de &cido latico em &cidos mais fracos, como o acido acético e o 1,2-
propanodiol, caracteristica tipica de bactérias heterofermentativas (Oude Elferink et al., 2001).
Entretanto, nesta condi¢do experimental, os teores de &cido acético ndo foram mais elevados nos
tratamentos inoculados, sugerindo a possibilidade de uma flora epifitica nativa que contribuiu para a
producdo desse acido mesmo no controle. Esse fendmeno pode ter influenciado diretamente a
estabilidade aerobia observada no controle, além de justificar o ndo crescimento de fungos nesse
tratamento.

No tratamento LHLBPP, o menor valor de pH pode ser atribuido ao fato de Pediococcus
pentosaceus ser uma bactéria homofermentativa obrigatoria, caracterizada pela producéo
predominante de &cido latico durante a fermentacdo. Essa caracteristica resulta em uma menor
quantidade de acidos fracos, como 0 acético, uma vez que esses compostos estdo associados a
fermentacao heterofermentativa (Jiang et al., 2020).

Os teores de acido latico, principal responsavel pela estabilizacdo inicial do pH na ensilagem, ndo
diferiram entre os tratamentos, evidenciando que a fermentacéo até a abertura de 120 dias ocorreu de
maneira semelhante independente do inoculante utilizado.

Houve uma interacdo significativa entre hibrido e inoculante para a producédo de acido acético.
No hibrido K9906, os inoculantes apresentaram maiores concentracdes desse acido em relacdo ao
K9606. Esse resultado indica que o efeito dos inoculantes na produgdo de &cido acético foi mais

expressivo no hibrido K9960, possivelmente devido a diferengas na composicdo estrutural dos graos
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e na fermentacdo dos carboidratos. Além disso, a producdo de 1,2-propanodiol foi superior nos
tratamentos inoculados, confirmando a acéo do Lentilactobacillus hilgardii e do Lentilactobacillus
buchneri, especialmente no hibrido K9606 com LHLB e LHLBPP. Essa producéo é caracteristica de
um metabolismo heterofermentativo, que melhora a estabilidade aerdbia da silagem ao inibir o
desenvolvimento de microrganismos deteriorantes (Oude Elferink et al., 2001; Nair et al., 2022).

A concentracao de acido butirico, associado a presenca de clostridios e fermentacfes indesejaveis
(Siemerink et al., 2011), foi menor nas silagens tratadas com inoculante, indicando controle mais
eficiente do processo fermentativo nesses tratamentos. Além disso, a reducéo da producdo de etanol
nas silagens inoculadas, pode estar relacionado a maior participacdo da via do 2,3-butanodiol, uma
rota metabolica que se torna relevante quando a producéo de etanol e acido lactico é reduzida. Nessa
via, compostos como 2,3-butanodiol atuam como aceitadores alternativos de elétrons, diminuindo a
formacéo de etanol durante a fermentagéo (Daniel et al., 2013).

As contagens de bactérias acido-laticas foram significativamente maiores nas silagens tratadas
com LHLB, evidenciando o sucesso na colonizacdo do substrato por microrganismos benéficos
(Eikmeyer et al., 2013; Valle et al., 2024). Apesar dessas melhorias, as contagens de fungos néo
diferiram entre os hibridos ou inoculantes. Esse resultado pode ser atribuido ao tempo de abertura
analisado, de 120 dias, periodo em que pode ter ocorrido o equilibrio necessario para atingir
quantidade de acidos organicos antifungicos em todos os tratamentos (Scuderi et al., 2023).

Os maiores valores de PB encontrados no hibrido K9960 podem estar relacionados a composi¢éao
genética deste hibrido, que apresenta maior contetdo proteico intrinseco (Rossi et al., 2016). A
variacao nos teores de PB ao longo do tempo com reducdo aos 160 dias e aumento aos 200 dias reflete
as dinamicas da fermentacdo e os processos de degradacdo e sintese proteica na silagem. Essa
oscilacdo pode estar relacionada a transformacdo das proteinas em compostos nitrogenados mais
simples, como nitrogénio amoniacal, durante as etapas de ensilagem. Esse comportamento pode ser

influenciado pelo metabolismo microbiano e pela composicdo original do material ensilado,
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destacando a complexidade do processo fermentativo e a interacdo entre fatores bioquimicos e
estruturais no ambiente anaerdbico da silagem (Jungles et al., 2017; Gomes et al., 2020).

A relacéo entre os teores de nitrogénio amoniacal e a reducao das prolaminas ao longo do tempo
de fermentacdo reflete a interacdo entre a protedlise e 0 metabolismo microbiano durante a ensilagem.
A proteolise, que envolve a quebra de proteinas estruturais, como as prolaminas (particularmente as
zeinas), leva a liberacdo de nitrogénio em formas mais simples, como o nitrogénio amoniacal,
contribuindo para 0 aumento desse composto ao longo do periodo de armazenamento (Baron et al.,
1986; Diogenes et al., 2023). Além disso, a inocula¢do também potencializa 0 aumento de nitrogénio
amoniacal, como observado nos tratamentos inoculados com LHLB e LHLBPP, evidenciando a
influéncia dos microrganismos adicionados na intensificacdo desse processo durante a fermentagéo
(Ferraretto et al., 2015).

No ambiente ruminal, esse aumento na disponibilidade de nitrogénio sollvel pode ter impacto
positivo. Uma vez que, o maior teor de nitrogénio amoniacal pode favorecer a sintese de proteina
microbiana, desde que haja um suprimento adequado de energia fermentavel para otimizar a captura
desse nitrogénio pelos microrganismos ruminais (Marques et al., 2024).

A reducdo dos teores de prolaminas ao longo do armazenamento pode ser explicada pela acao
combinada das enzimas endogenas do milho e das bactérias lacticas (Jungles et al., 2017). O hibrido
K9960, que apresentou maiores valores iniciais de prolaminas, sugere uma maior presenca de
proteinas zeinicas que encapsulam o amido no grdo de milho. Esse fator pode dificultar a
digestibilidade inicial (Correa et al., 2002) mas, ao longo do tempo, os inoculantes contribuiram para
a degradacdo dessas proteinas. O tratamento sem inoculante apresentou maiores valores de
prolaminas, reforcando que os tratamentos com inoculantes, como LHLB e LHLBPP, aceleram a
quebra das proteinas, promovendo maior acessibilidade do amido e melhorando a qualidade
nutricional da silagem ao longo do tempo (Silva et al., 2018). Esse efeito pode estar relacionado a
acdo dos microrganismos proteoliticos e das proteases vegetais, cuja atividade pode ter sido facilitada

pelo aumento do pH causado pela inoculagdo com bactérias &cido-laticas heterofermentativas. Esse
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ambiente menos &cido favorece o funcionamento das enzimas proteoliticas, contribuindo para a
degradacdo de proteinas estruturais, como as zeinas, e, consequentemente, melhorando a
digestibilidade do amido (Junges et al.,2017).

Dessa forma, a relacdo entre a reducdo de prolaminas e o aumento do nitrogénio amoniacal
demonstra como a dindmica da protedlise afeta a composicao quimica da silagem e sua qualidade
final. Além disso, essa interacdo contribui para a melhoria da disponibilidade de nutrientes essenciais,
como o amido, e destaca a importancia de escolher hibridos e inoculantes adequados para maximizar
os beneficios da ensilagem.

4.2 Degradabilidade ruminal in vitro

A maior DMS e DMO observada no hibrido K9606 pode estar relacionada a composicao quimica
desse hibrido, como a menor resisténcia estrutural, caracteristicas que favorecem a fermentacao e a
digestibilidade. Por outro lado, o hibrido K9960 apresentou menores valores de DMS e DMO, o que
pode ser atribuido a diferencas genéticas que influenciam a estrutura e composicdo das paredes
celulares, tornando-o menos suscetivel a degradacdo (Lopes et al., 2009). corroborando com a
literatura que associa hibridos com maior proporcéo de endosperma vitreo a menor digestibilidade do
amido (Corréa et al., 2002; Pereira et al., 2004).

As silagens inoculadas demonstraram maior DMS e DMO em comparacao a silagem controle,
indicando que os microrganismos adicionados contribuiram para uma fermentacdo mais eficiente e
para a quebra de componentes estruturais do grdo. Esse resultado estd alinhado com estudos que
apontam o uso de inoculantes contendo bactérias heterofermentativas, como promotores de melhorias
na digestibilidade das silagens devido a producéo de acidos organicos especificos e a maior proteolise
(Silva et al., 2018).

No entanto, apesar de o tratamento com LHLBPP apresentar maior DMS e DMO em relacdo ao
controle, seu desempenho foi similar ao do LHLB. Essa semelhanca pode ser atribuida ao fato de que
0 Pediococcus pentosaceus, uma bactéria homofermentativa presente no tratamento LHLBPP,

provavelmente exerceu sua influéncia de forma mais significativa nos primeiros momentos da
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ensilagem, quando sua acéo é predominante devido & producdo répida de &cido latico, Baron et al.
(1986) observou, em gréos reidratados e ensilados, que a producdo de acido latico ocorre nos
primeiros 15 dias de fermentacdo. Com o avanco da fermentacédo, os efeitos do Lentilactobacillus
hilgardii e do Lentilactobacillus buchneri podem ter prevalecido, igualando os resultados finais entre
os dois tratamentos inoculados (Nair et al., 2022).

A interacdo significativa entre o inoculante e o tempo de armazenamento para os valores de DMS
destaca que o efeito positivo do inoculante na fermentag&o. Isso reflete a adaptacdo e o metabolismo
dos microrganismos ao ambiente anaerébico, favorecendo processos como a degradacgdo proteica e a
conversdo de agUcares em &cidos organicos durante estagios especificos da fermentagdo (Fernandes
et al., 2021).

Os testes de paralelismo e identidade das curvas de producdo de gases em 24 horas indicaram
comportamentos distintos entre os hibridos e os inoculantes analisados. As silagens armazenadas por
120 dias demonstraram maior producdo acumulativa de gases em relacdo ao Dia 0. Esse
comportamento reflete o impacto na fermentacdo promovendo uma maior quebra de matriz proteica
e disponibilidade de substratos fermentaveis para a degradacdo ruminal em relagdo ao tempo de
ensilagem (Ferraretto et al., 2015).

Entre os hibridos, 0 K9606 apresentou maior producdo de gases acumulados em relagdo ao
K9960. Esse resultado esta alinhado com as caracteristicas previamente descritas para o hibrido
K9606 como menor vitreosidade e menor teor de prolaminas, consequentemente maior
aproveitamento do amido pelos microrganismos ruminais (Correa et al.,2002; Mauricio et al.,
2003).

As silagens tratadas com LHLB e LHLBPP apresentaram maior producdo cumulativa de gases
em relacdo ao controle, evidenciando maior fermentacdo ruminal. Esse resultado esta relacionado as
caracteristicas desses tratamentos, que apresentaram menor teor de prolaminas e maior concentracao
de nitrogénio amoniacal, fatores que aumentam a disponibilidade de substratos fermentaveis para 0s

microrganismos ruminais (Silva et al., 2018). Além disso, a maior DMS e DMO observada nesses
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tratamentos indica maior digestibilidade da matéria seca e orgénica, reforcando sua associagdo com
0 aumento na producdo de gases e metano (CH,) durante a fermentacdo ruminal. Estudos prévios
também corroboram que a maior digestibilidade in vitro da matéria organica (IVDOM) esta
diretamente ligada ao potencial de producdo de gases e metano (Ovani et al.,2023).

O hibrido K9606, por apresentar menor vitreosidade e teor de prolaminas, apresentou maiores
valores de k em relacdo ao K9960, antes da ensilagem (tempo zero). Apds 120 dias de fermentacéo,
a taxa de producdo de gases da silagem ndo inoculada continuou maior para o hibrido K9606.
Entretanto, o uso dos inoculantes LHLB e LHLBPP aumentaram k do hibrido mais vitreo para valores
semelhantes a silagem controle do hibrido menos vitreo. Esse resultado exalta que o uso de
inoculantes contendo LHLB podem melhorar a fermentag&o ruminal de hibridos considerados duros
(flint). Houve uma tendencia de aumento do lag time com a ensilagem. Durante a fermentacéo
anaerdbia, os microrganismos do silo consomem carboidratos solUveis para a producdo de acidos

organicos (Ali e Tahir, 2021). Essa reducéo pode ter levado ao aumento do lag time da silagem.

5 Concluséo

Os resultados deste estudo demonstraram que os inoculantes LHLB e LHLBPP foram eficazes
em melhorar a qualidade fermentativa das silagens de milho reidratado, promovendo maior
degradacéo das prolaminas e aumentando a degradabilidade da matéria seca in vitro.

Entre os hibridos avaliados, o hibrido que apresentou melhor resposta aos tratamentos foi K9606,
exibindo maior degradabilidade da matéria seca e melhor eficiéncia na fermentacdo. Em contraste, a
maior vitreosidade do hibrido K9960 influenciou negativamente sua degradabilidade, reforcando a
importancia da escolha do material genético.

A alta estabilidade aerdbia observada, mesmo no tratamento controle, sugere a possivel acdo de
uma flora epifitica na producdo de acidos antifingicos, o que deve ser considerado em estudos

futuros.
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Capitulo 3-Tempo de fermentacdo e inoculacdo com Lentilactobacillus buchneri com ou sem L.
hilgardii sobre o perfil de fermentacdo, estabilidade aerobia e degradabilidade ruminal in vitro de

silagem de milho reidratado.

Resumo

A silagem de gréos de milho reidratados surge como alternativa para melhorar a digestibilidade do
amido de gréos vitreos, otimizando a eficiéncia alimentar em ruminantes. Avaliou-se o impacto da
inoculacdo com Lentilactobacillus buchneri (LB) isolado ou combinado com Lentilactobacillus
hilgardii (LHLB) sobre o perfil fermentativo, estabilidade aerdbia e degradabilidade ruminal in vitro
em silagens de milho reidratado. O estudo foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3 x 6, sendo trés inoculantes (controle, LB e LHLB) e seis tempos
de estocagem (15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias), com as médias comparadas pelo teste de Tukey. Os
resultados indicaram que o tratamento com LHLB proporcionou maior estabilidade aerobia,
alcancando 288 horas aos 15 dias de fermentacdo. O pH variou significativamente entre 0s
tratamentos e tempos, sendo mais estavel no LHLB. A degradabilidade ruminal in vitro da matéria
organica (DIVMO) aumentou com o tempo de ensilagem, atingindo valores maximos aos 60 dias nos
tratamentos controle (84,5%) e LHLB (89,1%). O uso de inoculantes também reduziu o lag time e
melhorou a cinética de fermentacdo. Conclui-se que a associacdo de L. hilgardii e L. buchneri
potencializa a qualidade fermentativa e a estabilidade aerdbia da silagem de grdos de milho
reidratado, com beneficios observados ja em curtos periodos de armazenamento.

Palavras chave: Conservacéao de graos, Inoculante, Prolaminas, Ruminante.
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Abstract

Rehydrated corn grain silage emerges as an alternative to improve the digestibility of vitreous grain
starch, optimizing feed efficiency in ruminants. This study evaluated the impact of inoculation with
Lentilactobacillus buchneri (LB) alone or in combination with Lentilactobacillus hilgardii (LHLB)
on the fermentation profile, aerobic stability, and in vitro ruminal degradability of rehydrated corn
silage. The study was conducted in a completely randomized design in a 3 x 6 factorial scheme, with
three inoculants (control, LB, and LHLB) and six storage times (15, 30, 45, 60, 75, and 90 days), with
means compared using Tukey’s test. The results indicated that the LHLB treatment provided greater
aerobic stability, reaching 288 hours at 15 days of fermentation. The pH varied significantly among
treatments and storage times, being more stable in LHLB. The in vitro ruminal organic matter
degradability (IVOMD) increased with ensiling time, reaching maximum values at 60 days in the
control (84.5%) and LHLB (89.1%) treatments. The use of inoculants also reduced lag time and
improved fermentation kinetics. It is concluded that the combination of L. hilgardii and L. buchneri
enhances the fermentative quality and aerobic stability of rehydrated corn grain silage, with benefits

observed even in short storage periods.

Keywords: Grain conservation, Inoculant, Prolamins, Ruminant.
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1. Introducdo

O milho se destaca como a principal fonte energética utilizada nas dietas para ruminantes devido
ao seu alto teor de amido e grande disponibilidade no mercado brasileiro (Silvestre & Millen, 2021).
Entretanto o milho predominante no Brasil tem maior proporcdo de endosperma vitreo e essa
caracteristica dificulta a digestibilidade do amido, tornando necessario a busca por métodos de
processamento que melhorem sua digestibilidade (Correa et al., 2002).

A silagem de grdos de milho reidratados surge como uma alternativa promissora para contornar
a baixa digestibilidade de gréo vitreos. O processo de reidratacdo promove alteracfes significativas
na matriz proteica e na disponibilidade do amido, potencializando sua degradabilidade ruminal
(Jungles et al., 2017). No entanto, desafios como a estabilidade aerdbia e o controle de perdas por
fermentacdo inadequada demandam estratégias que assegurem a eficiéncia do processo de ensilagem
(Silva et al., 2016).

O Lentilactobacillus buchneri é uma bactéria heterofermentativa amplamente reconhecida por
sua capacidade de aumentar a producdo de acido acético e prolongar a estabilidade aerobia das
silagens (Silva et al.,, 2019), enquanto Lentilactobacillus hilgardii tem mostrado resultados
promissores em combinagdes, promovendo um perfil fermentativo equilibrado uma vez que otimiza
a producdo e conversao de acidos organicos em curtos tempos de fermentacdo (Droin et al., 2023). A
interacdo entre essas especies pode ser decisiva para maximizar os beneficios da silagem de gréos
reidratados.

O tempo de armazenamento influencia diretamente a dindmica fermentativa e a estabilidade
da silagem apds a abertura. Estudos recentes indicam que periodos prolongados de ensilagem podem
intensificar a degradacao da matriz proteica e melhorar a digestibilidade ruminal do amido (Silva et
al., 2019), refletindo em maior eficiéncia alimentar (Arcari et al., 2016). No entanto, ainda sao
limitados os dados que investigam como a interacdo entre o tempo de ensilagem e 0 uso de
Lentilactobacillus buchneri associado ou ndo L. hilgardii afeta a degradabilidade e parametros

fermentativos da silagem de gréos de milho reidratado
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NOs hipotetizamos que o uso do L. buchneri associado ao L. hilgardii poderia aumentar a
degradabilidade ruminal e a estabilidade aerdbia de silagens de milho reidratado, mesmo em tempos
curtos de fermentacdo. Portanto, o objetivo foi avaliar como a inoculagdo com L. buchneri, com ou
sem L. hilgardii, afeta o perfil fermentativo, a estabilidade aer6bia e a degradabilidade ruminal in

vitro da silagem de gréos de milho reidratados em tempos curtos de fermentacéo.

2. Materiais e métodos
2.1. Ensilagem

O milho gréo foi obtido no comércio local, no municipio de Araguaina, Tocantins, Brasil. A
vitreosidade dos gréos foi determinada atraves de dissecacdo manual (Dombrink-Kurtzman e Bietz,
1993; Pereira et al., 2004).

Os gréos foram moidos em moinho de martelo (Perozin, Concordia, SC) com peneira de 2 mm.
Apo6s moagem, o material foi dividido em 12 pilhas (20 kg pilha?), reidratados com éagua livre de
cloro usando um regador e misturados manualmente para atingirem 350 g kg™ de umidade. Quatro
pilhas (repeti¢bes) foram tratadas com um dos trés inoculantes a seguir: 1) Controle (sem aditivo);
2) Lentilactobacillus buchneri (LB; NCIMB 40788, Lallemand, Brasil) (1 x 101 ufc g*), na dose de
1 x 10° ufc g’ de milho reidratado; 3) Lentilactobacillus hilgardii (CNCM 1-4785, Lallemand, Brasil)
+ Lentilactobacillus buchneri (LHLB; Lallemand, Brasil) (3 x 10t ufc g %), na dose de 3 x 10° ufc g
1 de milho reidratado. Os inoculantes foram diluidos em &gua livre de cloro e aplicados na dosagem
recomendada pelo fabricante. Para melhor distribuicdo do inoculante, eles foram adicionados na agua
de reidratacéo.

De cada pilha foram confeccionados seis mini-silos (tempos de estocagem), compactados com
émbolo de madeira para alcancar a densidade de 850 kg m? de matéria fresca. Os silos foram
confeccionados em tubos de PVC, de 40 cm de comprimento e 10 cm de didmetro, com tampa
equipada com uma valvula para liberar os gases. Foram produzidos um total de 72 silos, sendo trés

inoculantes e seis tempos de estocagem (15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias), com quatro repeti¢cGes por
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tratamento. ApGs a abertura, o contetdo de cada silo foi homogeneizado e amostrado para
mensuracgdo da composi¢do quimica, das caracteristicas fermentativas, teste de estabilidade aerdbia e
degradabilidade in vitro.

2.2. Andlises quimicas

Uma amostra foi pré-seca a 55°C, até peso constante, moidas em moinho tipo Wiley com peneira
de 1 mm para analise de matéria seca (MS), cinzas (método 942.05; AOAC, 1990), extrato etéreo
(EE) (método 920.39; AOAC, 1990), proteina bruta (PB) (método 954.01; AOAC, 1990) e
prolaminas (Nellis et al., 2013).

Foi preparado o extrato aquoso com 30 g da amostra fresca e 270 ml de agua destilada,
homogeneizados por quatro minutos. O pH foi mensurado em pHmetro digital e 0 N amoniacal (N-
NHz3) determinado por meio de destilacdo com cloreto de calcio e 6xido de magnésio (método 941.04;
AOAC, 1990).

A tabela 1 apresenta analises quimicas realizadas no material de origem e no material
reidratado, antes da ensilagem.

Tabela 1. Vitreosidade do gréo, composicéo quimica, pH e matéria seca da silagem de milho
reidratado, sem inoculante (TC) ou inoculado com L. buchneri ou L. buchneri e L. hilgardii.

Antes da reidratacdo

Vitreosidade g/kg de endosperma 680,93
PB, g kg™ de MS 81,73
EE g kg™ de MS 60,14
MM g kgt de MS 10,37

Ap0s a reidratacao

TC LB LHLB
MS, g kg de MN 655,87 658,82 659,01
pH 6,64 6,53 6,41

PB = proteina bruta; EE = extrato etéreo; MM = matéria mineral, MN= matéria natural
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2.3. Teste de estabilidade aerobia

Para monitorar a estabilidade aerdbia, 1,5 kg de cada silagem foi colocada em dois baldes
plasticos de 8L. Os baldes permaneceram em uma sala com temperatura constante de 25°C por 12
dias. No primeiro balde, a cada 1 h, a temperatura das silagens era registrada em termoémetro digital
(tipo espeto; Supermedy) inserido no centro da massa; a temperatura ambiente também foi mensurada
em um sensor de temperatura e umidade (HTC-2, Supermedy). A estabilidade aer6bia foi
determinada como o nimero de horas em que as silagens ndo ultrapassam em 2°C a temperatura
ambiente (Ranjik e Kung, 2000). Ainda, aos quatro, oito e 12 dias de avaliagdo foi retirada uma
amostra do segundo balde para determinacéo do pH.

2.4. Ensaio de producdo de gases

O Ensaio de producdo de gases foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de Animal da
Universidade Federal do Tocantins sob o nimero 19/2024.

Foi realizado um ensaio de producéo de gases, de acordo com a metodologia descrita por Mauricio
et al. (1999). A inoculacdo foi realizada utilizando liquido ruminal, obtido de multiplos locais do
rumen, de um bovino adulto mestico com uma fistula ruminal, recebendo dieta a base de gramineas
dos géneros Megathyrsus e Urochloa a vontade e 1,5 kg dia* de milho moido.

A pressdo gerada pelos gases acumulados na parte superior dos frascos incubados foi mensurada
utilizando-se um transdutor de pressao do tipo SNDWAY SW-512B, com uma agulha de 0,6 mm de
diametro conectada em sua extremidade, lida em leitor digital e registrada em computador. As leituras
foram realizadas nos tempos de dois, quatro, seis, oito, 10, 12, 15, 18, 21 e 24 horas ap6s a incubacao.
Utilizou-se os dados de pressao em PSI (pressdo por polegada quadrada) para o calculo do volume
de gases produzidos através da equacdo matematica desenvolvida por Feitosa e Souza (2020), para
as condicOes experimentais do Laboratorio de Nutricdo Animal do Centro de Ciéncias Agrarias da
UFNT.

V =-0,0195 + 3,7989P + 0,0174P? (R? = 0,9875)
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Em que: V = Volume (mL); P = Presséo (PSI)

Os residuos remanescentes nos frascos de fermentacdo apos 24 h foram filtrados em cadinhos de
vidro de porosidade 01, & vacuo. Os residuos foram secos em estufa a 105°C e pesados, e, em seguida,
foram incinerados em mufla a 500°C e pesados. Os resultados foram utilizados para os célculos das
degradabilidades da matéria seca e da matéria organica.

Para a avaliacdo da cinética de fermentacdo, o modelo de Gompertz foi adotado e das curvas
geradas, os atributos da producédo de gas foram derivados, sendo eles: volume de gas produzido em
24h, a taxa de producdo de gas (K), o lag time, o tempo de meia-vida (T0,5) e a taxa de producdo de
gas na T0,5 (u0.5).

V1=VE X exp(— bexp (-k x 1))

Em que: Vt = volume de gases acumulado no tempo; Vf = volume total de gases produzido; b =
parametro de formacdo, sem interpretacdo bioldgica; k = taxa especifica de producdo de gases; t =
tempo de fermentacéo.

2.5. Analises estatisticas

Os dados de perfil de fermentacdo, composi¢do quimica e estabilidade aerébia foram analisados
em um delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 3 x 6, através do Programa
SISVAR® (versdo 5.6). O modelo incluiu o efeito fixo dos inoculantes (I = TC, LB ou LHLB), do
tempo (T = 15, 30,45, 60, 75 e 90 dias) e suas interacdes (I x T). As médias foram comparadas pelo
teste Tukey (p<0,05).

Os dados do ensaio de producdo de gas foram analisados no Programa RStudio® (2021) (versao
4.2.2) e avaliados quanto a normalidade usando o teste Shapiro-Wilk, aplicando a funcéo
“stats::shapiro.test”. Os dados foram submetidos a anéalise de variancia (ANOVA), usado a func¢édo

“stats::anova” e as medias comparadas pelo teste Tukey (p<0,05).



3. Resultados

3.1 Caracteristicas quimicas e perfil fermentativo
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Durante o tempo de ensilagem, os teores de matéria seca mantiveram-se constantes (p = 0,2094)

e menores para o tratamento LB (p < 0,0001). Houve efeito do tempo de ensilagem sobre os teores

de extrato etéreo (p < 0,0001) havendo uma maior reducdo nos teores aos 90 dias de ensilagem. Os

teores de proteina bruta permaneceram constantes ao longo do periodo de ensilagem (p = 0,6254).

No entanto, observaram-se valores mais elevados no tratamento LB em comparacdo aos demais,

mantendo-se superiores até os 75 dias de fermentacdo (p < 0,0001). Os teores de matéria mineral se

mantiveram constantes com reducédo na abertura de 90 dias (p < 0,0001). (Tabela 2)

Tabela 2. Parametros fermentativos de silagem de milho reidratado contendo diferentes inoculantes

e tempos de armazenamento.

MS, g

EE,

kg™ o kg PB,g MM,g NHsg  PGg Prolaminas
1 -1 -1 -1 -1

MN IMS kg= MS kg™ MS kg MS kg™ MS gkg~-MS
TC 643,57 41,90 76,25 6,95 3,95 0,22 11,70 68,83
15d LB 628,10 45,82 81,72 7,28 3,97 0,24 11,33 63,08
LHLB 641,90 42,78 79,17 7,19 4,18 0,26 14,26 60,22
TC 647,75 45,52 76,52 6,80 4,00 0,30 14,72 68,08
30d LB 631,07 40,79 81,89 7,10 4,16 0,33 14,49 58,77
LHLB 643,97 42,13 79,92 6,98 4,42 0,34 17,70 55,36
TC 646,10 46,86 75,94 7,27 3,88 0,29 14,70 52,12
45d LB 632,62 46,20 85,46 6,95 4,24 0,32 16,95 49,98
LHLB 637,65 50,33 78,34 7,26 4,42 0,36 21,87 43,49
TC 638,34 52,21 75,87 7,16 3,85 0,39 45,72 52,12



7,46

7,66

7,32
7,09

6,90

6,73
6,88

6,59

0,0609

<0,0001

60d LB 63457 5454 8305
LHLB 63808 5156 8120
TC 63929 4572 76,30

754 LB 62896 4548 82,88
LHLB 63940 4299 80,11
TC 640,70 4030 80,48

90d LB 62855 3850 80,71
LHLB 63540 3833 81,06
EPM 12513 12851 0.6906
| <0,0001 09175 <0,0001 05898

P_

valor .. 0,2094 <0,0001 0,6254
IxT 05471 09375 0,0405

0,0749

4,30

4,41

3,87
4,36

4,47

3,93
4,45

4,47

0,0068

<0,000
1

<0,000
1

<0,000
1

0,52

0,52

0,45
0,56

0,64

0,42
0,53

0,59

0,0057

0,8573

46,79

48,53

31,85
30,31

33,54

15,23
24,02

29,68

<0,0001 <0,000

1

<0,0001 <0,000

<0,0001 0,1639

1

72

44,24

43,45

54,30
51,62

51,50

27,90
20,16

21,15

0,8029

<0,0001

<0,0001

0,2808

MS = Matéria seca; MN=Matéria natural; NHs = amdnia; PG = Perda por gases; TC = tratamento
controle; LB = L. buchneri; LHLB = L. hilgardii e L. buchneri; | = efeito do inoculante; T = efeito
do tempo de armazenamento; | x T = interacao entre o inoculante e tempo de armazenamento.

A figura 1 demonstra a evolugdo da concentracéo de prolaminas (g. kg de matéria seca) ao longo

do tempo de armazenamento (dias) para os diferentes tratamentos. Houve reducdo das prolaminas

com o avanco do periodo de ensilagem, demonstrando a degradacdo proteica ao longo do tempo (p <

0,0001).

Ademais a degradacdo mais intensa de prolaminas nos tratamentos com inoculantes (p < 0,0001)

indica que a acdo dos microrganismos contribuiu para a quebra das proteinas de armazenamento,

possivelmente aumentando a disponibilidade do amido.
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Figura 1. Degradacdo das prolaminas (g/kg de matéria seca) ao longo do periodo de armazenamento
em silagens de gréos de milho reidratado submetidas a diferentes tratamentos. TC: controle sem
inoculante; LB: Lentilactobacillus buchneri; LHLB: combinacdo de Lentilactobacillus buchneri e
Lentilactobacillus hilgardii. EPM = 0,8573. Efeito do inoculante, p < 0,0001; efeito do tempo de
armazenamento, p < 0,0001; interag&o entre inoculante e tempo de armazenamento, p = 1639.
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A concentracdo de NH3; aumentou ao longo do periodo de armazenamento, atingindo os valores
mais altos aos 90 dias (figura 2). Esse aumento é esperado devido a atividade de microrganismos
proteoliticos e a degradacao de proteinas durante a fermentacéo.

Os tratamentos com L. buchneri (LB) e L. buchneri + L. hilgardii (LHLB) apresentaram maiores
concentracdes de NH5 em relagéo ao controle (TC), demostrando uma maior degradacéo proteica nas
silagens inoculadas (p < 0,0001).

Figura 2. Concentracao de nitrogénio amoniacal (NHs) nas silagens de milho reidratado ao longo do
periodo de armazenamento, sem inoculante (Controle - TC) e tratadas com Lentilactobacillus
buchneri (LB) e a combinacéo de L. buchneri com L. hilgardii (LHLB). EPM = 0,0057. Efeito do

inoculante, P < 0,0001; efeito do tempo de armazenamento, P < 0,0001; interacdo entre efeito do
inoculante e tempo de armazenamento, P < 0,0001.
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O tratamento LHLB apresentou os valores de pH mais elevados em comparagdo com os demais
tratamentos, estabilizando-se apds 30 dias de armazenamento. Esse comportamento pode estar
relacionado a acdo mais acelerada de L. hilgardii na conversdo do &cido latico em acido acético e 1,2-
propanodiol, resultando em um aumento mais precoce do pH. Por outro lado, o tratamento LB
apresentou um comportamento semelhante ao LHLB, porém com uma conversdo mais gradual, sem
reducdo significativa ao longo do tempo, atingindo valores proximos ao LHLB apenas aos 90 dias.
Figura 3. Valores de pH das silagens de milho reidratado ao longo do periodo de armazenamento,
sem inoculante (Controle - TC) e tratadas com Lactobacillus buchneri (LB) e a combinacdo de L.
buchneri com L. hilgardii (LHLB. EPM = 0,0068. Efeito do inoculante, P < 0,0001; efeito do tempo

de armazenamento, P < 0,0001; interacdo entre efeito do inoculante e tempo de armazenamento, P <
0,0001.
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A estabilidade aerdbia apresentou diferencas entre os tratamentos e ao longo do periodo de
fermentacdo (Tabela 3). O tratamento LHLB alcancou o valor maximo de 288 horas aos 15 dias de
fermentacdo, enquanto o tratamento LB atingiu este mesmo patamar aos 30 dias. Ja a silagem controle
(TC) alcangou 0 mesmo nivel somente aos 45 dias. Em relacdo ao pH, a maior variacdo foi registrada
aos 15 dias de abertura, a partir de quatro dias apds a exposicéo aerdbia para o tratamento TC e a
partir de oito dias para o tratamento LB (p < 0,0001). Nos demais periodos de ensilagem, todos 0s

tratamentos mantiveram o pH estavel ao longo da exposicao aerobia.
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Tabela 3. Estabilidade aerdbia e perfil de pH pds abertura de silagem de milho reidratado contendo
diferentes inoculantes e tempos de armazenamento.

-err?smggeorlﬁ Inoculante aeErSétSibai I(Ig gtrjaes) _ " . .
Abertura 4 Dias 8 Dias 12 Dias
TC 48 3,95 7,18 6,12 5,99
15d LB 107 3,97 4,27 6,54 5,56
LHLB 288 4,18 4,10 4,02 3,97
TC 206 4,00 3,96 4,02 4,42
30d LB 288 4,16 4,12 4,14 4,09
LHLB 288 4,42 4,22 4,18 4,10
TC 246 3,88 3,88 391 4,72
45d LB 288 4,24 4,17 4,14 4,20
LHLB 288 4,42 4,26 4,14 4,20
TC 288 3,86 3,88 3,87 4,52
60d LB 288 4,30 4,32 4,26 4,23
LHLB 288 4,42 4,45 4,34 4,30
TC 288 3,87 3,94 3,93 3,83
75d LB 288 4,36 4,37 4,36 4,26
LHLB 288 4,48 4,49 4,44 4,30
TC 288 3,93 3,95 3,76 3,82
90d LB 288 4,45 4,43 4,10 4,33
LHLB 288 4,47 4,47 4,09 4,26
EPM 5,9377 0,0068 0,0289 0,0838 0,1173
| <0,0001 <0,0001 0,0001 0,0036 0,0894
P —valor T <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0003
IxXT <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0047

TC = tratamento controle; LB = L. buchneri; LHLB = L. hilgardii e L. buchneri; | = efeito do
inoculante; T = efeito do tempo de armazenamento; | x T = intera¢do entre o inoculante e tempo de
armazenamento.

3.2 Degradabilidade ruminal in vitro
Observa-se um aumento linear da producéo de gas em 24 h de incubacgdo com o avan¢o do tempo

de ensilagem (p<0,01) (R2=0,41) (Tabela 4; Figura 2), independente do tipo de inoculante utilizado.
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Verifica-se efeito quadratico (p<0,01) (R2=0,65) para tempo de meia-vida (T0,5), taxa fracionaria de

producéo de gas (K) e taxa fracionaria de produc¢éo de gas na meia-vida (10,5). Houve interagdo entre

inoculante x tempo de ensilagem para degradabilidade in vitro da matéria organica (DIVMO), lag

time, T0,5, K e u0,5 (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise de variancia das variaveis da técnica de producdo de gas in vitro e dos parametros
do modelo Gompertz para os fatores inoculantes e tempo de ensilagem de silagens de milho reidratado

P - valor

Variavel

Inoculante IxXT
L R2 Q R2

GP (ml g* MS) 0,080 <0,01 0,41 0,345 - 0,054
DIVMO (g kg?) 0,301 <0,01 0,83 0,727 - <0,01
VT (ml) 0,635 <0,01 0,30 <0,01 0,60 0,092
Lag time (min) 0,604 0,224 - 0,705 - 0,016
T0,5 (h) 0,526 <0,01 0,50 <0,01 0,65 <0,01
K (%/h) 0,039 <0,01 0,47 <0,01 0,65 <0,01
10,5 (%/h) 0,039 <0,01 0,47 <0,01 0,65 <0,01

GP, Producéo de gas; IVDOM, Degradabilidade in vitro da matéria organica; Vf, Volume final
assintético de gas; t0.5, Meia-vida; k, Taxa fracionaria de producdo de gés; p0.5, Taxa fracionaria de
producdo de gas na meia-vida; L, Regressao linear; Q, Regressao quadratica; R2, Coeficiente de
determinacdo. | X T, Interacdo entre Inoculante e Tempo de ensilagem.



7

Figura 4 — Efeito do tempo de ensilagem na producdo acumulada de gas em 24 horas de incubacédo
de silagem de milho reidratado contendo diferentes inoculantes
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O desdobramento das interagbes constatadas na tabela 4 encontram-se na tabela 5. A DIVMO
aumentou com o avan¢o do tempo de ensilagem, em todos os inoculantes avaliados. Dentro do
periodo avaliado, a silagem controle e a silagem inoculada com LHLB apresentaram valores maximos
aos 60 dias de fermentacdo, enquanto na silagem tratada com LB isso ocorreu aos 75 dias. Aos 15
dias, a silagem controle apresentou maior DIVMO em relacgéo as inoculadas, entretanto, aos 30 dias,
os valores tornam-se semelhantes. Aos 45 dias, a silagem com LHLB apresentou maior DIVMO do
que a controle. A partir de 60 dias, todos os tratamentos apresentaram o mesmo resultado. O lag time
apresentou diferenca ao longo do tempo de fermentacdo somente para a silagem inoculada com
LHLB, aos 30 dias. Nesse momento, as silagens inoculadas apresentaram menor lag time em relacao
a silagem controle.

O tempo de meia vida diminui ao longo do tempo de fermentacdo. Aos 30 dias, as silagens
inoculadas apresentaram menor tempo de meia vida em relacdo a controle. Os valores de K e pn0,5
aumentam a partir de 45 dias de ensilagem, em todos os tratamentos. A silagem inoculada com LHLB

mostra valores superiores em relagcdo ao tratamento controle aos 30 dias.
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Tabela 5. Desdobramento do efeito da interagdo entre inoculante e tempo de ensilagem nas varidveis
da técnica de producgdo de géas in vitro e dos pardmetros do modelo Gompertz de silagem de milho

reidratado
Tempo de ensilagem
Inoculante
15 30 45 60 75 90
Degradabilidade in vitro da matéria organica (g kg™)

TC 885,38Ab 871,56Ab 883,25Bb 918,60Aa 931,14Aa 941,60Aa

LB 865,03Be 888,07Ade  900,35Abcd  916,12Abc  939,07Aab 947,74Aa
LHLB 854,62Bc 883,36Ab 905,74Ab 929,79Aa 934,95Aa 951,03Aa

Ccv 1,24%

Lag time (minutos)

TC 5,69Aa 5,91Aa 5,56Aa 541Aa 5,02Aa 5,17Aa

LB 6,10Aa 4,86Ba 5,44Aa 6,08Aa 4,84Aa 5,21Aa
LHLB 577Aa 4,35Bb 6,06Aa 6,16Aa 5,69Aa 5,51Aab

cv 11,07%

Tempo de meia-vida (T0,5; horas)

TC 18,65Aa 19,82Aa 14,47Ab 13,82Ab 13,50Ab 14,81Ab

LB 20,00Aa 17,43Ba 14,23Ab 14,01Ab 14,20Ab 13,16Ab
LHLB 20,35Aa 15,40Bb 13,67Ab 14,00Ab 15,52Ab 13,65Ab

Ccv 8,51%

Taxa fracionéria de producéo de gés (K; %/h)

TC 10,57Ab 9,82Bb 15,40Ba 16,27Aa 16,33Aa 14,23Ba

LB 9,92Ab 11,16ABb 15,67Ba 17,25Aa 14,90ABa 17,31Aa
LHLB 9,38Ac 12,40Ab 17,98Aa 17,46Aa 14,04Bb 16,81Aa

Ccv 8,54%

Taxa fracionaria de producédo de gas na meia-vida (n0,5; %/h)

TC 7,33Ab 6,81Bb 10,66Ba 11,28Aa 11,32Aa 9,87Ba

LB 6,87Ab 7,74Abb 10,86Ba 11,96Aa 10,33ABa 12,00Aa
LHLB 6,50Ac 8,59Ab 12,50Aa 12,10Aa 9,73Bb 11,65Aa

Ccv 8,54%

As letras minusculas nas linhas e maitsculas nas colunas indicam diferengas significativas entre os

inoculantes e os dias de fermentacgdo, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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4 Discusséo
4.1. Caracteristicas quimicas e perfil fermentativo

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam a influéncia do tempo de ensilagem e do uso de
inoculantes no perfil fermentativo e nas caracteristicas quimicas da silagem de milho reidratado.
Apesar de os teores de matéria seca permanecerem constantes ao longo do periodo de
armazenamento, a menor concentracdo observada no tratamento com Lentilactobacillus buchneri
(LB) pode indicar maior atividade metabdlica associada a este microrganismo heterofermentativo.
Esse tipo de fermentagdo resulta na converséo de acido latico em &cido acético e dioxido de carbono
(CO,) (Borreani et al., 2018; Driehuis et al., 2001), promovendo maiores perdas de MS em relacéo
as silagens ndo inoculadas (Kleinschmit e Kung Jr., 2006). O tratamento LHLB também continha L.
buchneri, entretanto a dose inoculada era maior do que no tratamento LB. Silva et al. (2018)
observaram aumento dos teores de MS na silagem de milho reidratado com o aumento da dose de L.
buchneri inoculada.

Observou-se maior perda por gases nos tratamentos inoculados em relagao ao tratamento cotrole,
possivelmente relacionada a predominancia da fermentacao heterolatica que aumenta a conversédo de
acidos organicos em compostos volateis, como o acido acético e o CO, (Arriola et al., 2021; Silva et
al., 2018).

Uma grande preocupacdo quando um material é ensilado é a sua capacidade fermentativa.
Bactérias produtoras de acido latico utilizam actcares como substrato para a fermentacdo (Pahlow et
al., 2003). Tavares et al. (2024) observaram, em silagens de milho, que com o avan¢o da maturidade,
ha reducdo dos teores de carboidratos sollveis na planta e aumento do amido. Embora 0s gréos
tenham sido colhidos em estagio avancado de maturidade, os valores de pH observados ao longo do
periodo de ensilagem indicam que o processo fermentativo ocorreu de forma satisfatoria, uma vez
que todos os tratamentos apresentaram pH dentro do intervalo considerado ideal para silagens de

grdos reidratados, entre 3,8 e 4,5 (Mombach et al., 2019). Essa faixa de pH é fundamental para a
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estabilizacdo da massa ensilada, inibigdo do crescimento de microrganismos indesejaveis, como
fungos e clostridios, e preservagdo dos nutrientes.

Os valores de pH mais elevados observados nos tratamentos LB e LHLB podem ser atribuidos,
possivelmente, a conversao do acido latico em &cido acético e 1,2-propanodiol. O acido acético é um
acido mais fraco (pKa = 4,76) do que o acido latico (pKa = 3,86). Esse mecanismo bioguimico é
caracteristico de bactérias heterolaticas obrigatorias (Droin et al., 2019), que provavelmente o fazem
como protecdo contra a reducdo do pH que prejudica sua sobrevivéncia (Olde Elferink et al., 2001).
O aumento progressivo do pH no tratamento LB sugere uma adaptacdo do perfil fermentativo
promovida por esse inoculante. A fermentacdo do acido latico pelo L. buchneri é um processo lento,
estimulado pela reducdo do pH (Olde Elferink et al., 2001). Dessa forma, o pH estabiliza em tempos
mais avanc¢ados da fermentacdo. O aumento e a estabilidade dos valores de pH no tratamento LHLB
a partir dos 30 dias reforca a eficiéncia da combinacdo entre dois inoculantes. Em silagem de milho
inoculada com L. hilgardii, Reis et al. (2018) verificaram pH superior a silagem controle ja aos 19
dias de ensilagem (3,99 x 3,88) e teores de acido acético mais elevados (9,0 x 4,2 g kg de MS).
Nesse estudo também foi observado que o 1,2 propanodiol foi produzido pelo L. hilgardii também
aos 19 dias de ensilagem (0,01 g kg'de MS), produto da fermentacdo ndo detectado na silagem
controle, reforcando o efeito deste microrganismo nos estagios iniciais de fermentacao.

O aumento da concentracdo de nitrogénio amoniacal ao longo do tempo de ensilagem ocorre
devido a protedlise da matriz proteica do milho, que resulta na solubilizacdo das proteinas em
compostos nitrogenados simples, como amonia. Durante a ensilagem, esse processo é amplamente
mediado por bactérias proteoliticas que atuam em condi¢bes anaerdbias, respondendo por
aproximadamente 60% da atividade proteolitica, enquanto os 30% restantes resultam de atividades
fermentativas intrinsecas ao préprio grdo (Jungles et al., 2017). Esse cendrio é caracteristico em
silagens de grdos reidratados, onde a disponibilidade de substratos fermentaveis favorece a acao

microbiana e processos enzimaticos associados.
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A reducdo do teor de zeinas observada a partir dos 45 dias de armazenamento pode ser explicada
pela intensificacdo da fermentagdo durante o processo de ensilagem, que resulta na degradacéo das
proteinas que compBem a matriz proteica dos grdos de milho. As zeinas sdo proteinas
predominantemente insollveis, que envolvem os granulos de amido, limitando a sua acessibilidade
as enzimas amiloliticas durante a degradacdo ruminal (Correa et al., 2002). A degradacdo dessas
proteinas durante o armazenamento potencializa a exposi¢cdo do amido, contribuindo para a melhora
na digestibilidade. O efeito dos inoculantes foi particularmente notavel, com os tratamentos
inoculados (L. buchneri e L. hilgardii + L. buchneri) apresentando maior degradacdo de zeinas em
relacdo ao controle. Isso ocorre porque os inoculantes, especialmente os heterofermentativos,
promovem a producdo de &cidos organicos como acido acético e latico, que podem contribuir para a
quebra da estrutura proteica (Silva et al., 2021). A maior queda observada aos 90 dias reflete o
prolongamento das atividades enziméticas e microbianas associadas ao armazenamento prolongado.
Isso esta em consonancia com estudos que indicam que periodos mais longos de ensilagem favorecem
alteracdes significativas na estrutura dos grdos, com aumento da solubilidade das proteinas e
consequente melhora na digestibilidade (Jungles et al., 2017). Essa necessidade de tempo para a
degradacdo eficiente da matriz proteica também justifica a recomendacdo de ensilar o milho
reidratado por pelo menos 60 dias (Fernandes et al., 2021).

O maior efeito observado nos tratamentos inoculados, especialmente a partir dos 45 e 60 dias,
pode ser atribuido ao fator tempo (Hoffman et al., 2011) e a presenca de bactérias acido-laticas
heterofermentativas. Essas bactérias, além de contribuirem para a estabilidade do perfil fermentativo,
também aumentam a taxa de degradacdo proteica devido ao seu papel na modulacéo das condicdes
fermentativas da silagem (Silva et al., 2018). Em contraste, o tratamento controle apresentou niveis
mais baixos de nitrogénio amoniacal, indicando uma menor intensidade de prote6lise ao longo do
armazenamento.

A estabilidade aerdbia é um parametro crucial para a qualidade da silagem, especialmente em

sistemas de producgdo que demandam periodos prolongados de exposicdo ao ar. No presente estudo,
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foi observado que os tratamentos com inoculantes apresentaram maior estabilidade aerdbia em
comparacao a silagem controle (TC), destacando-se o tratamento LHLB, que atingiu o valor maximo
de 288 horas ja aos 15 dias de fermentacéo. Esse comportamento provavelmente ocorreu devido ao
aumento na producdo de compostos antifungicos, como o acido acético e o 1,2-propanodiol, nos
tratamentos com inoculantes, o que dificulta o desenvolvimento de fungos e leveduras quando
expostos ao ar (Nair et al., 2020; Silva et al., 2021).

No tratamento LB, o mesmo nivel de estabilidade foi alcancado aos 30 dias, enquanto a silagem
controle demonstrou maior vulnerabilidade a deterioracdo aerdbia, atingindo o patamar de 288 horas
somente aos 45 dias. Essa diferenca pode estar associada a auséncia de microrganismos especificos
que promovem a conversao de metabdlitos, como ocorre nos tratamentos inoculados (Kleinschmit e
Kung, 2006). Estudos anteriores corroboram esses resultados, apontando que o uso de
Lentilactobacillus buchneri e L. hilgardii melhora a resisténcia da silagem a deterioracdo aerdbia
devido a producéo de metabdlitos secundarios que inibem a acdo de leveduras e fungos (Oude Oferink
et al., 2001; Ferrero et al., 2019; Silva et al., 2020).

Adicionalmente, a maior variacdo no pH durante a exposicao aerdbias, registrada nos tratamentos
TC e LB aos 15 dias, reflete a maior atividade microbiana inicial em silagens menos protegidas,
evidenciando a instabilidade aerdbia caracteristica de materiais fermentados sem adicdo de
inoculantes ou com menor desenvolvimento de compostos estaveis (Ranjit e Kung, 2000). Essas
variacdes no pH estdo diretamente associadas ao crescimento de leveduras e outros microrganismos
aerobios, que consomem acidos organicos e carboidratos solGveis, contribuindo paras a perda de
matéria seca e reducdo da qualidade da silagem (Borreani et al.,2018).

Os teores de extrato etéreo apresentaram efeito do tempo de armazenamento, indicando uma
variacdo na preservacdo de lipidios ao longo da fermentacdo. Embora menos estudada, a interacao
entre os tratamentos e o tempo de ensilagem sobre a fracdo de extrato etéreo pode estar relacionada

a acdo das bactérias heterofermentativas no perfil fermentativo, j& que essas podem modificar
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indiretamente a produgdo de &cidos organicos que também compdem uma fracdo do EE.
(Bergamaschine et al., 2006).
4.2 Degradabilidade ruminal in vitro

A producdo de gas esta diretamente relacionada a DIVMO (Ovani et al., 2023). A degradacao de
substratos fermentaveis pelos microrganismos ruminais produz acidos graxos de cadeia curta, dioxido
de carbono, H2 e metano e a mensuracgao do gas produzido permite a predi¢do da fermentacdo ruminal
dos alimentos (Blummel et al., 1997).

Durante a ensilagem de gréos de milho, ocorre a degradacdo da matriz proteica que envolve 0s
granulos de amido presentes no endosperma (Hoffman et al., 2011) e liberagdo de nitrogénio soluvel,
que aumenta ao longo do tempo de fermentacdo (Baron et al., 1986; Arcari et al., 2016; Saylor et al.,
2021). Com isso, observa-se 0 aumento gradativo da degradacdo da MS (Silva et al., 2019; Fernandes
et al., 2021) e do amido (Arcari et al., 2016; Fernandes et al., 2021) ao longo do tempo de ensilagem,
principalmente durante os primeiros 60 dias de fermentacdo, independente do uso de inoculantes.
Diferencas observadas na DIVMO aos 15 dias e aos 45 dias entre os inoculantes utilizados podem ter
ocorrido devido a diferencas observadas no pH, ja que pH mais elevados sdo mais favoraveis a
atividade proteolitica (Oude Elferink et al., 2001), e/ou a diferencgas na sucessdo microbiana durante
0 processo fermentativo que ocorre devido a inoculagdo com L. buchneri e/ou L. hilgardii (Silva et
al., 2020).

Com a solubilizacdo da matriz proteica observada ao longo do tempo, também foi verificado o
aumento de K e p0,5 e reducdo de TO,5. Esses efeitos s&o mais pronunciados entre 30 e 45 dias de
fermentacdo, independente do tipo de inoculante utilizado. Dependendo da taxa de passagem da
digesta, um T0,5 mais precoce poderia significar maior degradacdo ruminal e menor escape de amido
para a digestdo intestinal. Isso seria importante para aumentar a energia disponivel para a sintese de
proteina microbiana. Entretanto, em dietas com elevados niveis de amido, poderia aumentar 0s riscos

de acidose ruminal.
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5 Concluséo

Os resultados deste estudo demonstram que a inocula¢do com Lentilactobacillus buchneri (LB) e
sua combinagdo com Lentilactobacillus hilgardii (LHLB) influencia significativamente o perfil
fermentativo, a estabilidade aer6bia da silagem de grdos de milho reidratado ao longo do tempo de
armazenamento.

Em relacdo a estabilidade aerdbia, as silagens inoculadas apresentaram maior resisténcia a
deterioracdo, com destaque para LHLB, que demonstrou maior estabilidade desde os estagios iniciais
da fermentacgéo. A degradabilidade ruminal in vitro (DIVMO) aumentou ao longo do armazenamento,
evidenciando a influéncia do tempo sobre a digestibilidade do material ensilado.

Com base nesses achados, o inoculante LHLB é recomendado para melhorar a fermentagéo e a
estabilidade aerobia da silagem de grdos de milho reidratado. Além disso, um periodo de
armazenamento de pelo menos 60 dias mostrou-se ideal, proporcionando maior eficiéncia na

utilizacao do alimento.
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