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RESUMO

Os hibridos de milho cultivados no Brasil ttm o endosperma do grdo predominantemente vitreo
e com isso apresentam baixa degradacdo ruminal do amido. Entre outros processos para
solucionar esse problema, a ensilagem de gréos de milho moidos e reidratados ¢ uma opc¢éo de
facil acesso aos produtores. O uso de inoculantes nessa silagem é uma prética que pode otimizar
a fermentacéo e melhorar a estabilidade aerébia do material armazenado. O objetivo desse estudo
foi avaliar o uso de diferentes inoculantes na silagem de grdo de milho reidratado (SGMR). Dois
inoculantes comerciais de composicdo mista, S1 e S2, a cepa - Lentilactobacillus hilgardii (LH),
a cepa - L. farraginis (LF) e a combinacdo de S1+LF, foram avaliadas. O milho foi moido (3
mm), reidratado até 65% de matéria seca (MS) e inoculado (108 log UFC/kg). O milho moido foi
reidratado e compactado manualmente (densidade de 1042 + 11 kg/m®) em silos experimentais
de 5L. Os silos foram vedados, pesados e armazenados por 35 e 98 dias. O experimento foi
conduzido em DBC com 5 tratamentos (LF, LH, S1, S2 e S1+LF) mais 1 controle (sem
inoculante) com 4 repeticGes (blocos em diferentes dias de producéo dos silos), totalizando 48
unidades experimentais. Os dados foram submetidos a analise de variancia (SISVAR®). As
médias foram comparadas pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Houve
efeito dos inoculantes na MS, amido, populacdo de BAL, BAFE e leveduras, produtos da
fermentacdo e estabilidade aerdbia. Os menores valores de pH foram observados nas silagens
inoculadas com S1 e S2 (média: 3,87). As menores concentracdes de amido foram observadas
nas silagens S1, S2 e LF+S1. Os inoculantes mais eficientes em reduzir a populacédo de leveduras
foram LF e LH (< 2,00 log UFC/g). As silagens inoculadas com LF, LH e LF+S1 apresentaram
maior estabilidade aerdbia apds 35 dias de estocagem. As concentracdes de 1,2-propanodiol e do
acido propibnico aumentaram com o tempo de estocagem e foram maiores nas silagens
inoculadas com LH e LF. O efeito dos inoculantes sobre o pH, perdas de MS, populacdo de
bactérias laticas e concentracdo de acido acético foi dependente do periodo de estocagem. Com
35 dias de estocagem ndo houve diferenca na perda de MS, mas aos 98 dias a perda de MS foi
menor nas silagens inoculadas com S1 e S2 (0,81% em média para o grupo). A inoculacdo com
S1 e S2 reduziu as perdas de MS, a concentracdo de acido butirico e pH e aumentou a
concentracdo de &cido latico sem alterar a populacdo de leveduras. Porém a adicdo desses
inoculantes, reduziu a estabilidade aer6bia das silagens apds 98 dias de estocagem. A combinacao
de S1 com L. farraginis aumentou a estabilidade aerdbia das silagens ap6s 35 dias de estocagem.
A associacdo do uso de inoculantes de bactérias do &cido latico nessas silagens, foram capazes
de alterar processo fermentativo, queda do pH, inibindo microrganismos indesejaveis e
promovendo uma fermentacgdo mais eficiente.

Palavras-chave: Amido; fermentacdo; estabilidade aerébia; Lentilactobacillus farraginis,
Lentilactobacillus hilgardii.



ABSTRACT

The maize hybrids grown in Brazil have a predominantly vitreous endosperm and therefore have
low ruminal starch degradation. Among other processes to solve this problem, ensiling ground
and rehydrated corn kernels is an easily accessible option for producers. The use of inoculants
in this silage is a practice that can optimize fermentation and improve the aerobic stability of the
stored material. The aim of this study was to evaluate the use of different inoculants in rehydrated
maize grain silage (RMS). Two commercial inoculants of mixed composition, S1 and S2, the
Lentilactobacillus hilgardii (LH) strain, the L. farraginis (LF) strain and the combination of
S1+LF, were evaluated. The maize was ground (3 mm), rehydrated to 65% dry matter (DM) and
inoculated (108 log CFU/kg). The ground maize was rehydrated and compacted manually
(density of 1042 + 11 kg/m3) in 5L experimental silos. The silos were sealed, weighed and stored
for 35 and 98 days. The experiment was conducted in a DBC with 5 treatments (LF, LH, S1, S2
and S1+LF) plus 1 control (no inoculant) with 4 replications (blocks on different days of silo
production), totaling 48 experimental units. The data was submitted to analysis of variance
(SISVAR®). The means were compared using the Scott Knott test at a 5% probability level.
There was an effect of the inoculants on DM, starch, BAL, BAFE and yeast populations,
fermentation products and aerobic stability. The lowest pH values were observed in silages
inoculated with S1 and S2 (average: 3.87). The lowest starch concentrations were observed in
S1, S2 and LF+S1 silages. The most efficient inoculants in reducing the yeast population were
LF and LH (< 2.00 log CFU/g). Silages inoculated with LF, LH and LF+S1 showed greater
aerobic stability after 35 days of storage. The concentrations of 1,2-propanediol and propionic
acid increased with storage time and were higher in silages inoculated with LH and LF. The
effect of the inoculants on pH, DM loss, lactic acid bacteria population and acetic acid
concentration depended on the storage period. At 35 days of storage there was no difference in
DM loss, but at 98 days DM loss was lower in silages inoculated with S1 and S2 (0.81% on
average for the group). Inoculation with S1 and S2 reduced DM losses, the concentration of
butyric acid and pH and increased the concentration of lactic acid without changing the yeast
population. However, the addition of these inoculants reduced the aerobic stability of the silages
after 98 days of storage. The combination of S1 with L. farraginis increased the aerobic stability
of the silages after 35 days of storage. The combination of lactic acid bacteria inoculants in these
silages was capable of altering the fermentation process, lowering the pH, inhibiting undesirable
microorganisms and promoting more efficient fermentation.

Keywords: Starch; fermentation; aerobic stability; Lentilactobacillus farraginis,
Lentilactobacillus hilgardii.



INDICADORES DE IMPACTO

A silagem de grdos de milho reidratado (SGMR) é uma técnica de conservacao do milho que
consiste em moer o gréo seco, adicionar agua para reidrata-lo até cerca de 30—35% de matéria
seca e armazené-lo em silos para fermentacdo anaerdbica. Esse processo permite conservar o
milho por longos periodos, com minima perda de nutrientes e excelente valor nutricional. Sendo
€ uma técnica eficiente que alia praticidade, economia e valor nutricional, contribuindo
diretamente para o desempenho animal, a sustentabilidade do sistema produtivo e a
rentabilidade da atividade pecuéria. A aplicacdo de inoculantes nessas silagens reduz perdas
por fermentacdes indesejadas, preserva nutrientes, aumenta a estabilidade aerobia e garanti uma
silagem de alta qualidade. No aspecto tecnoldgico, representa um avango na biotecnologia,
permitindo melhor conservacdo do grdo moido e estimulando o desenvolvimento de cepas
especificas adaptadas a diferentes condi¢cdes de cultivo. Economicamente, reduz perdas,
melhora a qualidade do produto final e aumenta a rentabilidade dos produtores. Assim, 0 uso
de inoculantes em SGMR € uma préatica recomendada tanto do ponto de vista técnico quanto

econémico, contribuindo para uma pecuaria mais produtiva, eficiente e sustentavel.



TECHNOLOGICAL, ECONOMIC AND CULTURAL IMPACTS

Rehydrated maize grain silage (RGS) is a maize preservation technigue that consists of grinding
the dried grain, adding water to rehydrate it to around 30-35% dry matter and storing it in silos
for anaerobic fermentation. This process allows corn to be preserved for long periods of time,
with minimal loss of nutrients and excellent nutritional value. This is an efficient technique that
combines practicality, economy and nutritional value, contributing directly to animal
performance, the sustainability of the production system and the profitability of livestock
farming. Applying inoculants to these silages reduces losses due to unwanted fermentation,
preserves nutrients, increases aerobic stability and guarantees high quality silage. From a
technological point of view, it represents an advance in biotechnology, allowing for better
conservation of the ground grain and stimulating the development of specific strains adapted to
different growing conditions. From an economic point of view, it reduces losses, improves the
quality of the end product and increases producers' profitability. Thus, the use of inoculants in
SGMR is a recommended practice from both a technical and economic point of view,

contributing to more productive, efficient and sustainable livestock farming.



RESUMO INTERPRETATIVO E RESUMO GRAFICO

AVALIACAO DE BACTERIAS DO ACIDO LATICO SOBRE A CONSERVACAO DE
SILAGEM DE GRAOS DE MILHO REIDRATADO

Elaborado por Gabriela Martins Garcia, orientado por Carla Luiza da Silva Avila

O uso de inoculantes em silagens de graos de milho reidratado (SGMR) é uma prética cada
vez mais recomendada para melhorar a fermentacdo, preservar os nutrientes, aumentar a
estabilidade aerdbia e garantir uma silagem de alta qualidade, oferecendo uma gama de
beneficios e impactos em diferentes quisitos: social, tecnologico e econdmico. No quesito social,
0 uso impacta na manutencao da qualidade de alimentos conservados beneficiando pequenos e
grandes produtores rurais. Com a adogédo de tecnologias como os inoculantes, produtores tém
mais condicBGes de garantir uma alimentacdo de qualidade para o rebanho, o que fortalece a
producdo pecuaria e, potencialmente, gera mais empregos no setor. No quesito de impacto
tecnoldgico, a utilizacdo de inoculantes microbianos em silagens de grdos de milho reidratado
representa um avanco biotecnoldgico, promovendo a conservacdo eficiente do grdo moido.
Tecnologias associadas, como a selecdo de cepas especificas para cada tipo de clima e condicao
de plantio, também incentivam inovacgdes no setor de biotecnologia agricola. J& em relacdo aos
impactos econdmicos, a utilizacdo pode aumentar a rentabilidade dos produtores ao reduzir
perdas e melhorar a qualidade do produto final. A introducgéo e disseminacdo dessa tecnologia
no campo demonstram o potencial da biotecnologia em transformar préticas tradicionais,
promovendo um setor agricola e pecuario mais eficiente e sustentavel.
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1. INTRODUCAO

A ensilagem de gréos de milho moidos reidratados (GMR) é uma técnica relevante
para a conservacdo de alimentos destinados aos ruminantes. Além de possibilitar a reducéo
nos custos para o produtor, mediante a aquisi¢do do milho durante periodos de precos mais
acessiveis, essa pratica € uma estratégia de armazenamento de menor custo na propriedade
rural e ainda contribui para a melhoria da digestibilidade do amido. Outro motivo ligado
ao aumento da utilizacdo de silagem de GMR ¢é a predominancia do cultivo de milho de
endosperma vitreo no Brasil. Este tipo de hibrido é menos digestivel que hibridos de
endosperma farinaceo pela caracteristica de adensamento da matriz amido-proteina. A
adicdo de agua ao grdo de milho aumenta a umidade para que o grdo possa fermentar de
forma correta (OWENS et al., 1986), o que consequentemente leva a quebra das prolaminas
e resulta em aumento da digestibilidade do alimento (FERRARETTO et al., 2014).

Em comparacdo com silagens de milho planta inteira, a fermentacdo do grao
reidratado é caracterizada por queda mais lenta do pH em funcdo da quantidade limitada
de carboidratos soluveis, cerca de 20 g kg-1 da matéria seca (MS) (CARVALHO et al.,
2016), que sdo o principal substrato para as bactérias do acido latico (BAL) (PAHLOW et
al., 2003). A queda lenta do pH, resultado da lenta producéo de acido latico sédo fatores que
podem favorecer o crescimento de microrganismos indesejaveis como bactérias aerdbias
produtoras de esporos, exemplo género Bacillus (CARVALHO et al., 2016) e do género
Clostridium (CARVALHO-ESTRADA et al., 2020), podem deteriorar o alimento
enquanto o silo estd fechado ou apo6s abertura. Apesar da alta compactacdo do material e
baixa concentracdo de oxigénio, essa silagem esta propensa a ter uma deterioracéo intensa
(FANCELLI; DOURADO NETO, 2000).

Nesse aspecto, os inoculantes podem atuar na melhoria tanto do processo
fermentativo (fase anaerdbia de fermentacédo), quanto da estabilidade aerébica (MORAIS,
2016). Com relagdo ao tipo de metabolismo, os inoculantes bacterianos podem ser
utilizados para estimular a fermentacéo desejavel e acelerar a queda do pH, ou para inibir
a deterioracdo aerobia. O primeiro é constituido principalmente por bactérias laticas
homofermentativas e o segundo por bactérias laticas heterofermentativas obrigatérias e/ou
bactérias do &cido propidnico. Apesar dos chamados estimuladores de fermentacdo serem
utilizados para aumentar a producdo de acido latico, consequentemente inibindo
microrganismos indesejaveis, esse acido pode ser usado como substrato para
microrganismos deterioradores aerobios, principalmente as leveduras, apds abertura dos

silos. Além de atuar no processo fermentativo melhorando a preservacéo do alimento, ha
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indicios os inoculantes, podem agir na melhoria da digestibilidade da silagem (KUNG JR
et al., 2007; SILVA et al., 2018; TAYLOR; KUNG JR, 2002), pois a maior parte das
enzimas que degradam as prolaminas que envolvem os granulos de amido parecem ser de
origem microbiana (JUNGES et al., 2017).

As caracteristicas da silagem de GMR mudam com o tempo de fermentacéo, sendo
observado maiores teores de acidos, menor pH, maior digestibilidade e maior estabilidade
aerdbia. Segundo Ferraretto (2017), um periodo maior de ensilagem pode ser benéfico para
aumentar a digestibilidade do amido em situacdes em que hibridos sdo processados mais
grossos, porem a pesquisa nesta area ainda é limitada.

Contudo, considerando que a eficiéncia de um inoculante depende do tipo de cepa,
visto que ha diferencas entre cepas da mesma espécie, e o efeito destas cepas é dependente
das caracteristicas do substrato, como tamanho de particulas e tempo de fermentacdo. A
conducéo deste projeto tem como objetivo avaliar o uso de inoculantes comerciais e cepas
selecionadas para verificar principalmente as interagdes entre elas, otimizando as

condicdes de fermentacao destas silagens.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Silagem de gréos de milho reidratado

O grdo de milho é formado por quatro principais estruturas fisicas: endosperma,
gérmen, pericarpo (casca) e ponta, as quais diferem em composic¢ao quimica e também na
organizacdo dentro do grdo. O endosperma comp®e a maior parte do grao de milho, cerca
de 75 a 80% (BUCHANAN et al., 2015), sendo que 88% do endosperma é composto por
amido (PAES, 2006). Nele estdo presentes as proteinas do tipo prolaminas, denominadas
zeinas, que compdem a matriz amido-proteina que envolve os granulos de amido dentro
das células. Com base na distribuicdo dos granulos de amido e da matriz de proteina, o
endosperma é classificado em farinaceo ou vitreo. Os granulos de amido no milho do tipo
farinaceo estdo dispersos e a matriz proteica é esparsa e fragmentada, enquanto que no
milho do tipo vitreo, a matriz proteica e os granulos de amido estdo adensados. Essa
caracteristica dificulta a penetragdo de &gua, prejudicando a hidrolise enzimatica e a
colonizagdo por parte das bactérias do rimen, o que resulta em menor digestibilidade do
amido (PAES, 2006; SILVA, 2016).

A zeina, ¢ dividida em 4 subclasses (a, B, y € d) e representa de 30 a 60% de toda a
proteina do grao (SILVA, 2016). De acordo com os estudos de Hoffman et al. (2011), a -

zeina e altamente degradada no processo fermentativo da silagem de grdo umido de milho
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e essa informacdo gera implicacdes importantes quanto a digestdo do amido. Os dados
encontrados demonstram a reducdo de 42,2 e 73,2% dessa zeina nos respectivos hibridos
avaliados. A maior degradacao de y-zeina é explicada por localizacéo superficial na matriz
proteica e sua degradacao € um fator que contribui para tornar acessivel os grdos de amido.

A producdo da silagem de gréos de milho reidratado (GMR) é uma técnica que tem
sido amplamente difundida no Brasil, principalmente pelo seu grande efeito no aumento
da degradabilidade em grdos de milho com alta proporcao de endosperma vitreo, como 0s
hibridos utilizados no pais (CORREA et al., 2002). Outro fator que contribui com o
aumento do uso dessa técnica é a possibilidade de atraso da colheita do gréo imido, devido
a disponibilidade limitada de méaquinas e o0 excesso de chuvas durante esse periodo
(BITENCOURT, 2012). Esta técnica também diminui o risco de perdas de armazenamento
(pragas, mudancas de temperatura, umidade, etc.), reduz os gastos com transporte e
minimiza os efeitos do mercado nas flutuagdes do preco do milho (ARCARI et al., 2016).

A reidratacdo de cereais para producdo de silagem se baseia em devolver ao grdo
a umidade necessaria para que haja uma correta fermentacdo (OWENS et al., 1986) e,
consequentemente, esse processo melhore a digestibilidade desse alimento
(FERRARETTO et al., 2014; OWENS et al., 1986). A vantagem da ensilagem baseia-se
no fato de que no grao de milho com endosperma vitreo, o amido esta envolvido por uma
matriz hidrofébica de amido-proteina densa que impede a aderéncia dos microrganismos
ruminais, reduzindo a digestibilidade ruminal e intestinal do amido (REMOND et al.,
2004).

A limitada quantidade de carboidratos solUveis presente no grdo de milho pode
limitar, inicialmente, a atividade das principais bactérias que estdo presentes nas silagens,
visto que esses carboidratos sdo polimerizados como amido no endosperma do milho
durante seu desenvolvimento. Os carboidratos solUveis sdo o principal substrato para o
crescimento de BAL (MCDONALD et al.,, 1991), sendo que uma concentracdo de
carboidratos soltveis de 25 g kg de MS é relatada como ideal para 0 seu crescimento e
estabelecimento (PILTZ; KAISER, 2004). No estudo de Carvalho et al. (2016), foi
observado que a quantidade de 20 g kg™ de MS né&o foi limitante para o estabelecimento
do BAL ou para o processo de fermentacdo. No entanto, a reducéo significativa no valor
do pH foi detectada aos 30 dias de fermentagdo, demonstrando uma lenta queda de pH.

A deterioragdo € o principal problema associado a manutencéo do valor nutritivo
da silagem ap0s a abertura dos silos e 0 processo se inicia através de leveduras, que séo
capazes de assimilar o &cido latico (WOOLFORD, 1990), resultando em baixa estabilidade

aerobia apos a abertura. Silva et al. (2018) relataram estabilidade de 74h para silagem de
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GMR nao inoculadas, podendo alcancar 288h quando inoculadas com Lentilactobacillus
buchneri NCIMB 40788.

A estabilidade aerdbia da silagem de GMR pode ser influenciada de acordo com
alguns aspectos de sua confec¢do. Silva et al. (2019) observaram que a estabilidade aerdbia
era incrementada com o aumento do tempo de estocagem da silagem de GMR. E essa
estabilidade foi maior para silagem inoculadas com L. buchneri, do que as silagens ndo

inoculadas.

2.2 Microbiologia da silagem de gréo de milho reidratado

A ensilagem é um processo fermentativo conduzido principalmente por bactérias
laticas (MUCK et al., 2018), desde o material fresco até o produto final ha uma intensa
sucessdo de microrganismos (KESHRI et al., 2018). Portanto, a dinamica dos
microrganismos influencia diretamente na qualidade da silagem. Apesar da importancia
do assunto, poucos estudos tém sido feitos com o objetivo de entender a sucesséo natural
que ocorre na comunidade bacteriana de silagem de GMR.

Segundo o estudo de Carvalho et al. (2016), as BAL responsaveis pelo inicio
do processo da fermentacdo latica em silagem de milho reidratado seriam
Enterococcus casseliflavus e Pediococcus pentosaceus, apenas ap6s os 15 dias de
fermentacdo que ocorreriam maiores populacdes e diversidade de espécies. Apds 30 dias
de  fermentacdo,  Ligilactobacillus  acidipiscis  (Lactobacillus  acidipiscis),
Lentilactobacillus paracasei (Lentilactobacillus paracasei) e Lentilactobacillus sp. seriam
as BAL dominantes no processo de fermentacdo. Bactérias do género Lactobacillus
dominam os processos finais de fermentacdo, quando o pH estad mais baixo, dessa forma,
nestas silagens eles sdo dominantes em periodos mais longos de estocagem.

Carvalho-Estrada et al. (2020) ao estudarem as populac@es presentes em silagens
de milho umido e gréo reidratado, verificaram que 0s Enterococcus estiveram presentes no
inicio do processo fermentativo, com abundancia relativa (AR) de 31,86% no dia 0 e
36,14% aos 7 dias. Reafirmando os achados de Carvalho et al. (2016), que observaram a
presenca de Enterococcus nas etapas iniciais do processo.

Fernandes et al. (2022) identificaram a presencga de Lactobacillus acidophilus, L.
buchneri, L. plantarum, Pediococcus acidilactici e P. pentosaceus aos 30 dias de
armazenamento, Levilactobacillus brevis aos 30 e 180 dias, Lentilactobacillus
parabuchneri aos 180 dias. Aos 180 dias, a populacdo de L. plantarum e P. acidilactici

permaneceram abaixo do nivel detectavel (2 log UFC/g).
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Apesar da predominéncia das BAL, outros microrganismos estdo presentes no
processo. Os microrganismos do género Clostridium tém grande impacto na silagem,
principalmente o grupo de clostridios proteoliticos por sua capacidade de fermentar
aminoacidos. O resultado de sua atividade é a producdo de NH3 e uma mistura de acidos
organicos e outros produtos, como alcoois. Os acidos formados incluem os acidos graxos
volateis acético, propidnico e butirico. Alguns desses produtos sdo relacionados a baixa
qualidade da silagem, causando perdas no valor nutritivo e baixa palatabilidade (PAHLOW
et al., 2003).

E relatado na literatura que em silagens com MS acima de 30% e baixo pH, ndo ha
condicbes ideais para o crescimento de Clostridium (AVILA; CARVALHO, 2020;
PAHLOW et al., 2003). Essas condi¢des ndo sdo presentes em silagens de GMR, pois
possuem MS geralmente em torno de 60% a 70% e, apesar da lenta queda de pH inicial,
apos os 30 dias de ensilagem ha uma gqueda significativa (CARVALHO et al., 2016). Altas
contagens de clostrideos podem estar relacionados principalmente aos cuidados sanitarios
no momento de confecgdo (CARVALHO-ESTRADA et al., 2020).

Carvalho-Estrada et al. (2020) observaram que as amostras de milho reidratado no
dia 0 apresentaram uma AR para Clostridium de 26,87% e valores para Lentilactobacillus
(Lactobacillus) de 6,26%. Aos sete dias de armazenamento, houve um leve aumento na
abundancia relativa de Lentilactobacillus, mas esses valores decairam até os 120 dias de
armazenamento. Ao final de 120 dias de armazenamento Clostridium representou em
média 26,69% das sequéncias encontradas nas amostras milho reidratado, enquanto
Lentilactobacillus representou apenas 2,66%.

Outro microrganismo de interesse sao o0s Bacillus, que sdo bactérias formadoras de
enddsporos com células em forma de bastonete, Gram-positivas (para a maioria das
espécies) e crescem aerobiamente, podendo ser anaerobios facultativos (PAHLOW et al.,
2003). Os problemas relacionados a essas bactérias sdo a baixa queda de pH, inicio da
deterioracdo aerdbia, a contaminagdo do leite dos animais que consomem as silagens
contaminadas com os enddsporos e a producio de enterotoxinas (AVILA; CARVALHO,
2019). Apesar disso, algumas espécies de Bacillus tém sido investigadas nos ultimos anos
como novos inoculantes de silagem (LI et al, 2018), principalmente pela producdo de
antimicrobianos que podem inibir bactérias indesejaveis (AVILA; CARVALHO, 2019).
Fernandes et al. (2022) encontraram uma contagem de bactérias aerdbias formadoras de
esporos (BAFE) de 1,92 log UFC/g de material ensilado em silagens de GMR. Dentre as
BAE identificadas nas silagens estavam: Bacillus pumilus, Brevibacillus invocatus

(Bacillus invocatus) e Pae. glucanolyticus (Bac. glucanolyticus) e Brevibacillus brevis
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(Bacillus brevis).

As enterobactérias sdo geralmente o segundo grupo bacteriano mais numeroso da
microflora epifitica ativa no silo e, portanto, 0 mais importante em sua competicdo com as
BAL. Essas bactérias produzem principalmente acido acético, mas também sdo
importantes na reducdo do NOz, resultando na producdo de nitritos e gases de Oxido de
nitrogénio (PAHLOW et al., 2003). Carvalho et al (2016) isolaram enterobactérias em meio
MRS em amostras de milho moido antes da ensilagem, eram elas Enterobacter asburiae,
Enterobacter cowanii, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus. saprophyticus. Apés a
ensilagem, a contagem dessas bactérias caiu para menos de 2 log UFC/g de silagem. Assim
como os clostrideos, a acidificacdo inicial rapida é a chave para controlar o crescimento
desses microrganismos indesejaveis (PAHLOW et al., 2003).

Os fungos e as leveduras, sdo 0s microrganismos mais importantes implicados no
inicio da deterioracdo aerobia (PAHLOW et al., 2003). As leveduras estdo associadas a
perdas fermentativas anaerobias e deterioracdo aerdbia. Carvalho et al. (2016) observaram
uma sucessao de espécies de leveduras na silagem de graos de milho reidratados. No inicio
da fermentacdo havia a presenca de Meyerozyma guilliermondii e Hyphopichia burtonii,
enquanto W. anomalus e 1. orientalis foram dominantes no final. Os fungos podem estar
presentes na silagem durante todas as fases da fermentacio (AVILA; CARVALHO, 2019)
e sua relevancia esta na geracdo de perdas, reducbes de palatabilidade e a producéo de
micotoxinas (PAHLOW et al., 2003). Carvalho et al. (2016) relatam que a partir dos 30

dias de ensilagem, a populacdo de fungos fica abaixo de 2 log UFC/qg.

2.3 Influéncia do tempo de estocagem sobre a silagem de grédos de milho reidratado

O aumento no tempo de armazenamento da silagem reduz os teores de prolamina
através do mecanismo de prote6lise, promovendo um aumento na degradac¢do ruminal in
situ do amido (FERNANDES et al., 2015). Hoffman et al (2011), relataram que a
degradacéo das subunidades de prolamina - zeina da matriz proteica da silagem de gréos
foi extensa, com reducgéo de 60%, sugerindo que os granulos de amido se dissociam como
resultado da fermentacdo da silagem, o que aumenta a area de superficie para a fixagdo
bacteriana no rimen (HUNTINGTON et al., 2006).

Kung Jr, Windle e Walker (2014) observaram ao longo do tempo de estocagem (O,
70 e 140 dias) ocorreu reducéo nos teores de prolamina e aumento nos teores de nitrogénio
amoniacal e proteina soltvel, sendo indicio da quebra da matriz proteica que recobre os

grdos de amido, e aumento da digestibilidade in vitro do amido. Hoffman et al (2011),
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também relataram maior concentracdo de nitrogénio amoniacal a medida que as
subunidades de proteina zeina em silagem de alta umidade diminuiram no estudo. Junges
et al., 2017, avaliando a influéncia de vérias fontes proteoliticas durante a fermentacéo de
silagens de grdos reidratados, observou que a solubilizacdo de proteinas teve como
principais contribuintes para a proteolise a atividade bacteriana. Deduzindo que pelo fato
da maior parte da proteina nos grdos de milho estad na matriz que envolve o amido, as
bactérias epifiticas e/ou inoculadas sdo os principais determinantes da degradacdo da
matriz proteica em torno do granulo de amido, juntamente com sua degradabilidade. Taylor
e Kung, 2002, observaram que a inoculacdo da silagem de grdos imidos de milho com
Lentilactobacillus buchneri - NCIMB 40788, frequentemente aumenta a concentracao de
NHs. Ferraretto et al., 2014, afirmaram que altas concentragdes de proteina solivel e NH3

estdo positivamente relacionadas a digestibilidade do amido.

Costa et al. (2023) observaram uma reducdo de matéria seca (MS) de 588 para 534
g.kg-1 (reducéo de 0,27 g.kg-1 MS.dia-1) em silagem de GMR estocadas de 0 a 200 dias.
Fernandes et al (2022) observaram resultado similar onde a MS também reduziu em
silagem de GMR armazenadas de 30 (MS = 667 g.kg-1) a 180 dias (636 g.kg-1), reducao
de 0,21 g.kg-1 MS.dia-1. Fernandes et al. (2021) avaliando a silagem de GMR de diferentes
hibridos também relataram reducdo da concentracdo de MS quando as silagens foram
armazenadas de 0 a 120 dias: 0,17 g.kg-1 MS.dia-1 para hibrido AG 1051 e 0,16 g.kg-1
MS.dia-1 para hibrido IAC 8390. Maiores tempos de estocagem tendem a reduzir a
concentracdo de MS, como pode ser observado pelos resultados citados anteriormente. De
forma paralela, trabalhos relatam que as perdas de MS aumentam ao longo da estocagem,
em outras palavras, ocorrem inversamente a reducdo da concentragdo de MS
(FERNANDES, et al., 2022; BORREANI et al., 2018; CARVALHO et al., 2017).

2.4 Acao dos inoculantes na silagem de milho reidratado

O inoculante € um produto composto por cepas de uma ou mais espécies de
microrganismos viaveis no momento do uso. Para a selecdo de um microrganismo a ser
inoculado, as caracteristicas especificas do substrato alvo, bem como as condic¢des gerais
do ambiente de ensilagem, devem ser consideradas para garantir os melhores efeitos
(CARVALHO et al., 2020).

Os inoculantes comerciais em geral sdo classificados em dois grupos principais de
inoculantes: estimuladores de fermentacdo e os inibidores de deterioracdo aerdbia. A

principal diferenca entre eles é seu metabolismo. Inoculantes microbianos classificados
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como estimuladores da fermentacdo, como por exemplo Lactiplantibacillus plantarum,
Pediococcus acidilactici e Enterococcus faecium, aceleram a acidificagcdo da silagem
através da producdo mais rapida de &cido latico, caracteristica de um processo
homofermentativo (PAHLOW et al.,2003).

Os inoculantes microbianos classificados como inibidores de deterioracdo aerdébia
tem demonstrado resultados positivos no controle da deterioragdo aerdbia, principalmente
em silagens de planta interia de milho. A espécie mais utilizada para esse fim é o
Lentilactobacillus buchneri (SILVA et al, 2018), mais recentemente o Lentilactobacillus
hilgardii (CCMAOQ0170). O tipo de metabolismo dos inibidores de deterioracdo aerobia,
denominado heterofermentativo, leva a producéo de outros compostos além do &cido latico,
como etanol, acetato e CO2 (PAHLOW et al., 2003). A classificacdo das bactérias em trés
grupos - homofermentativa, obrigatoriamente heterofermentativa e facultativamente
heterofermentativa - esta bem estabelecida pela comunidade cientifica e define as
principais rotas metabolicas utilizadas, bem como os produtos da fermentacio (AVILA;
CARVALHO, 2020).

A utilizacdo de inoculantes para a silagem de GMR se justifica pela melhoria no
processo fermentativo, a inibicdo do crescimento de microrganismos indesejaveis
(MORAIS, 2016) e 0 aumento da estabilidade aerdbia (SILVA et al, 2018). Dentre alguns
exemplos de espécies de bactérias e suas combinacdes ja estudas e utilizadas como
inoculantes em silagens de grdos imidos estdo: Lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788
(SILVA et al., 2018; SILVA et al., 2019); combinacdo de Lactiplantibacillus plantarum
MA18 e Pediococcus acidilactici MA18 (SILVA et al.,, 2018); combinacdo de
Lactiplantibacillus plantarum e Propionibacterium acidipropionici (LALSIL® Milho;
SOUZA ET AL., 2020); combinacdo de Lactiplantibacillus plantarum e Enterococcus
faecium (Brand 1189, Pioneer Hi-Bred International, Des Moines, 1A; SEBASTIAN et al.,
1996); Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus casei (Lactobacillus casei),
Enterococcus faecium, e Pediococcus sp. (Silo Charger “D,” NU-AG Bosko Inc.,
Oskaloosa, IA; FERRARETTO et al., 2015).

Resultados positivos sdo relatados em diversos trabalhos com a utilizacdo de
inoculantes para este tipo de silagem. Ferraretto et al. (2015) observaram que a inoculagdo
microbiana (L. plantarum, L. casei, E. faecium e Pediococcus sp) diminuiu o pH e 0
acetato, e aumentou as concentrac@es de lactato e acidos totais nas silagens de milho. Souza
et al. (2020) ao avaliarem a reidratacdo dos graos de milho com soro de leite associada ao
uso de inoculantes bacterianos (L. plantarum e P. acidipropionici), também observaram

melhora no perfil fermentativo da silagem, com menores valores de pH e perdas
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fermentativas.

Silva et al. (2018) ao estudarem Lentilactobacillus buchneri ou a combinacédo de
Lactiplantibacillus plantarum e Pediococcus acidilactici em diferentes taxas de aplicagéo
para a silagem de milho reidratado, observaram que as silagens tratadas com LB tiveram
contagens mais altas de BAL do que a silagem controle (6,46, 6,35 e 6,31 log UFC/g em
cada taxa de aplicacdo vs 3,36 em controle). A estabilidade aerobia para silagens tratadas
com LB foi de 288 h e para Lactiplantibacillus plantarum e Pediococcus acidilactici foi
de 57, 49 e 51 h para as diferentes dosagens testadas. Outra vantagem da utilizacdo do LB
nessas silagens foi a reducao nas perdas de MS durante a exposicdo aerdbia.

Silva et al. (2019) encontraram que a inocula¢do com LB reduziu a concentragédo
de &cido lactico (23,7 vs 22,4 g/kg MS, para controle e LB respectivamente) e aumentou o
pH (6,77 vs 6,79), acido acético (4,23 vs 10,8 g/kg de MS) e a contagem de bactérias do
acido latico (4,16 vs 4,30 log UFC/g de matéria natural). Como consequéncia, a inoculacdo
com LB proporcionou maior estabilidade aer6bia para a silagem de milho reidratado.

O aumento da perda de MS durante a fermentacdo da silagem resultou no
metabolismo heterofermentativo por BAL, fermentacdo etandlica por leveduras ou
metabolismo de outros microrganismos indesejaveis como bactérias aerdbias esporulantes
ou Clostridium, com metabolismo resultando na formag&o de CO, (AVILA; CARVALHO,
2019). Carvalho et al. (2016) observaram que as perdas de matéria seca chegaram a
alcancar o valor maximo de 7,6%. Essa alta perda de matéria seca também pode ser
observada em outros estudos em que ndo houve utilizacdo de inoculantes microbianos.
Gomes et al. (2020) observaram perdas de MS aos 180 dias em torno de 6%, enquanto que
Fernandes (2014), observaram aos 120 dias que as silagens tiveram em média 6,59% de
perda de MS. Outro estudo, de Fernandes et al. (2022), apontou que suas silagens tiveram
uma perda de MS de 6,8 % do total ensilado, alem disso, a perda de amido em silagens de
grdo reidratado pode chegar aos 23,9% do total ensilado.

Em relacdo a digestibilidade do amido, a inoculagdo microbiana tem se mostrado
eficiente na degradacdo das prolaminas que envolvem os granulos de amido. Silva et al.
(2018) observaram uma reducdo no teor de prolamina nas silagens tratadas com LB
associado a um aumento de nitrogénio amoniacal (N-NH3) em comparacéo ao controle, o
que resultou na maior degradabilidade ruminal in situ da MS. A maior degradabilidade da
MS in situ ruminal provavelmente foi desencadeada pela maior disponibilidade de amido,
que por sua vez foi induzida pela proteolise.

As prolaminas podem ser quebradas durante a ensilagem por enzimas e

microrganismos da silagem por meio de protedlise e solubilizagdo por acidos
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produzidos durante o processo de fermentacdo (HOFFMAN et al., 2011). Junges et al.
(2017) deduziram que as bactérias epifitas e/ou inoculadas sdo os principais
determinantes da degradacdo da matriz proteica ao redor do amido, representando 60,4%
da proteolise. Neste trabalho, silagens que nédo tiveram o crescimento microbiano reduzido
apresentaram as maiores concentracdes de proteina solvel e N-NHs. Pode ser por isso que
a inoculacdo com LB aumenta a concentracdo de N-NH3z e a diminuicdo do teor de
prolaminas (SILVA et al., 2018).

Nos trabalhos anteriormente citados, cepas selecionadas para outras culturas
foram utilizadas e demonstraram melhoras na qualidade da silagem, no entanto, ndo existe
atualmente no mercado uma cepa isolada de silagem de GMR e selecionada
especificamente para essas silagens. Alguns trabalhos foram conduzidos com objetivos
de selecionar cepas bacterianas para a utilizacdo como culturas iniciadoras em silagens
de milho (SANTOS et al., 2013), silagem de gramineas (SAARISALO et al., 2007) e
cana-de-acuicar (AVILA et al., 2009). Santos et al. (2013) ao avaliarem o efeito da adicio
de BAL isoladas do milho, verificaram efeitos positivos na estabilidade aer6bia. Enquanto
que Avila et al. (2014) selecionaram cepas de BAL isoladas da cana-de-actcar e avaliaram
seus efeitos como inoculantes na silagem dessa mesma planta. Dentre as selecionadas,
duas cepas da espécie Lentilactobacillus hilgardii (Lactobacillus hilgardii)
apresentaram melhores resultados com a producdo de maiores concentragdes de
acidos acético e propidnico, menor concentracdo de etanol, reducdo da populacdo de
leveduras e queda nas perdas de MS.

Nesses trabalhos, os autores seguiram procedimentos semelhantes: isolamento
ou obtencdo de cepas, seguido de uma etapa inicial em laboratério, com avaliacdo do maior
nimero de cepas. A importancia da correta selecdo e escolha de um inoculante é
evidenciada pelo fato de que um inoculante microbiano pode reduzir a qualidade das
silagens se ndo for adequado para aquele processo de fermentacdo. Além disso, as
diferencas entre cepas pertencentes a uma mesma espécie devem ser consideradas
(CARVALHO et al., 2020).
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AVALIACAO DE BACTERIAS DO ACIDO LATICO SOBRE A
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REIDRATADO
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RESUMO

A utilizacdo de inoculantes contendo bactéria do acido latico (BAL) pode acelerar e
melhorar a fermentacdo, garantindo uma silagem de alta qualidade e mais estavel apos
abertura dos silos. Diante disso, objetivou-se avaliar o uso de diferentes inoculantes na
silagem de grdo de milho reidratado (SGMR). Sendo dois inoculantes comerciais de
composicao mista, S1 e S2, a cepa - Lentilactobacillus hilgardii (LH), a cepa - L. farraginis
(LF) e a combinacéo de S1+LF. O milho foi moido (3 mm), reidratado até 65% de matéria
seca (MS) e inoculado (média de 108 log UFC/kg). O milho moido foi reidratado e
compactado manualmente (densidade de 1042 + 11 kg/m®) em silos experimentais de 5L
por 35 e 98 dias de armazenamento. O experimento foi conduzido em DBC com 5
tratamentos (LF, LH, S1, S2 e S1+LF) mais 1 controle (sem inoculante) com 4 repeti¢oes
(blocos em diferentes dias de producdo dos silos), totalizando 48 unidades experimentais.
Os dados foram submetidos a analise de variancia (SISVAR®). As médias foram
comparadas pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidadeA maior populacéo
de BAL foi observada na silagem inoculada com o aditivo comercial S1 (8,04 log UFC/g)
no menor tempo de estocagem. Os inoculantes mais eficientes em reduzir a populacéo de
leveduras foram LF e LH (< 2,00 log UFC/g). Os menores valores de pH foram observados
nas silagens inoculadas com S1 e S2 (média: 3,87). As maiores concentracdes de N-NH3
foram observadas nas silagens controle e naquelas inoculadas com LF e LH (média 16,33%
MS. O efeito dos inoculantes sobre as perdas de MS, populacdo de bactérias laticas,
concentracdo de &cido acético e 1,2-propanodiol foi dependente do periodo de estocagem.
As silagens inoculadas com LF, LH e LF+S1 apresentaram maior estabilidade aerobia apds
35 dias de estocagem. As concentracbes de 1,2-propanodiol e &cido propiénico
aumentaram com o tempo de estocagem e foram maiores nas silagens inoculadas com LH
e LF. Com 35 dias de estocagem nédo houve diferenca na perda de MS. Aos 98 dias a perda
de MS foi menor nas silagens inoculadas com S1 e S2 (0,81% em média para o grupo). A
inoculacdo com S1 e S2 reduziram as perdas de MS e pH, aumentaram concentragdo de
acido latico sem alterar a populacdo de leveduras. Porém a adi¢do desses inoculantes,
reduziu a estabilidade aerGbia das silagens ap6s 98 dias de estocagem. As silagens
inoculadas com a combinacgdo de S1 com L. farraginis aumentou a estabilidade aerébia das
silagens apds 98 dias de estocagem, desta forma, destaca-se que o uso de BAL presentes
nos inoculantes é promissor, pois aceleram a fermentacédo, promovendo uma rapida queda
do pH e inibindo microrganismos indesejaveis, como fungos e bactérias deteriorantes.

Palavras-chave: Acido acético, inoculantes, microrganismos indesejaveis, valor
nutritivo.
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ABSTRACT

The use of inoculants containing lactic acid bacteria (LAB) can speed up and improve
fermentation, guaranteeing high quality silage that is more stable after the silos have been
opened. The aim of this study was to evaluate the use of different inoculants in rehydrated
maize grain silage (RMS). There were two commercial inoculants of mixed composition,
S1and S2, the Lentilactobacillus hilgardii (LH) strain, the L. farraginis (LF) strain and the
combination of S1+LF. The maize was ground (3 mm), rehydrated to 65% dry matter (DM)
and inoculated (average of 108 log CFU/kg). The ground maize was rehydrated and
compacted manually (density of 1042 + 11 kg/m3) in 5L experimental silos for 35 and 98
days of storage. The experiment was conducted in a DBC with 5 treatments (LF, LH, S1,
S2 and S1+LF) plus 1 control (no inoculant) with 4 replications (blocks on different days
of silo production), totaling 48 experimental units. The data was submitted to analysis of
variance (SISVAR®). The means were compared using the Scott Knott test at 5%
probability levelThe highest BAL population was observed in silage inoculated with the
commercial additive S1 (8.04 log CFU/qg) at the shortest storage time. The most efficient
inoculants in reducing the yeast population were LF and LH (< 2.00 log CFU/g). The
lowest pH values were observed in silages inoculated with S1 and S2 (average: 3.87). The
highest N-NH3 concentrations were observed in the control silages and those inoculated
with LF and LH (average 16.33% DM). The effect of the inoculants on DM losses, lactic
acid bacteria population, acetic acid concentration and 1,2-propanediol was dependent on
the storage period. Silages inoculated with LF, LH and LF+S1 showed greater aerobic
stability after 35 days of storage. The concentrations of 1,2-propanediol and propionic acid
increased with storage time and were higher in silages inoculated with LH and LF. At 35
days of storage there was no difference in DM loss. At 98 days, DM loss was lower in
silages inoculated with S1 and S2 (0.81% on average for the group). Inoculation with S1
and S2 reduced DM loss and pH, and increased lactic acid concentration without altering
the yeast population. However, the addition of these inoculants reduced the aerobic stability
of the silages after 98 days of storage. The silages inoculated with the combination of S1
and L. farraginis increased the aerobic stability of the silages after 98 days of storage, thus
highlighting that the use of LAB present in inoculants is promising, as they accelerate
fermentation, promoting a rapid drop in pH and inhibiting undesirable microorganisms
such as fungi and spoilage bacteria.

Keywords: Acetic acid, inoculants, undesirable microorganisms, nutritional value.
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1. INTRODUCAO

As bactérias do &cido latico sdo os principais microrganismos responsaveis pela
fermentagcdo do alimento, produzindo acido latico, abaixando o pH e inibindo outros
microrganismos indesejaveis (MUCK et al., 2018).

Em se tratando de silagem de GMR, uma das principais vantagens nutricionais que
ocorre com a fermentacdo do grdo ensilado estd ligado ao aumento da digestibilidade do
amido (FERRARETTO et al., 2015). O grdo de milho possui uma matriz proteica que
circunda os granulos de amido, impedindo a degradacdo desse carboidrato pelos
microrganismos ruminais (HOFFMAN et al., 2011). Contudo, durante a estocagem ocorre a
degradacdo dessa matriz proteica facilitando o acesso pelos microrganismos ruminais
aumentando o valor nutricional da silagem (HOFFMAN et al., 2011). Junges et al (2017)
observaram que 60% da atividade proteolitica em silagens de gréos é realizada por bactérias,
mas ndo relatam quais microrganismos estéo de fato ligados a esse processo.

Durante a estocagem, ocorre alteracdo na populacdo e diversidade microbiana nas
silagens de milho (CARVALHO et al., 2017) e diversos sdo os estudos que estudam a
dindmica e a identificacdo de microrganismos em silagens milho (AGARUSSI et al., 2022;
SANTOS et al., 2019; HU et al., 2018; CARVALHO et al., 2017; OGUNADE et al., 2017;
LI; NISHINO, 2011). Em estudo realizado por Carvalho et al (2017), os autores observaram
a dominancia de BAL em silagem de GMR pertencentes aos géneros Enterococcus,
Lactococcus, Leuconostoc e Lactobacillus com 5 dias de fermentacdo, contudo, nenhuma
inferéncia sobre a capacidade proteolitica desses microrganismos foi realizada pelos autores.

A avaliagdo de inoculantes bacterianos em silagem de GMR também merece ser
ressaltado. E explanado na literatura que cepas de bactérias do &cido latico (BAL) sdo as
mais importantes nesse processo (PAHLOW et al., 2003). Estudos realizados como o Silva
et al. (2019) avaliou uma cepa de bactéria L. buchneri (NCIMB 40788) como unico
microrganismo compondo o inoculante. Além disso, a bactéria L. buchneri foi o Unico
microrganismo heterofermentativo utilizados nos estudos

O fato da silagem de GMR apresentarem queda mais lenta do pH (CARVALHO et al.,
2017) quando comparado com silagens de milho planta inteira, por exemplo, pode ter levado
0 maior numero de pesquisas envolvendo microrganismos homofermentativos. Assim é
comum a utilizacdo deste tipo de inoculante nestas silagens. No entanto, ndo existem
resultados de pesquisa ou inoculantes comerciais contendo microrganismos isolados de
silagem de GMR ou selecionados especificamente para estas silagens, o que ressalta ainda
mais a importancia em se ter conhecimento sobre os possiveis efeitos da inoculagdo com

microrganismos obtidos em silagem de GMR sobre a fermentacéo.
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A hipotese do presente trabalho é que a utilizacdo de inoculantes em silagem de gréo
de milho moido reidratado possa melhorar a fermentagdo, consequentemente reduzir perdas
e aumentar a estabilidade aerdbia. Diante disso, objetivou-se avaliar os efeitos de diferentes
inoculantes sobre: perfil fermentativo e estabilidade aerdbia de silagens de GMR pelo

periodo de 35 e 98 dias de armazenamento.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Processo de ensilagem

O experimento foi conduzido no Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Lavras, Brasil (21°1349” S, 44°58“10” W). O hibrido LG36799VIP3 foi
plantado na regido de Macaia, em Bom Sucesso — MG, em 22 de outubro de 2023 e colhido
apos 187 dias na data de 27 de abril de 2024 (safra 2023/24), o milho foi armazenado em
sacos de rafia. Os graos de milho seco foram moidos em moinho tipo martelo com peneira
de crivo de 3 mm. O tamanho médio geométrico das particulas foi mensurado por meio de
um conjunto de peneiras para graos, os calculos foram realizados de acordo com a
porcentagem da retencdo de particulas de cada peneira (BAKER; HERMAN, 2002).
Posteriormente, foram hidratados com objetivo de atingir 65% de MS. A mistura entre agua
e milho foi feita de forma manual e ensilados em silos experimentais com volume de 5L com
tampa.

A inoculagcdo microbiana ocorreu no momento da reidratacdo dos gréos e o material
foi homogeneizado de forma a incorporar igualmente a umidade. Os aditivos utilizados
foram: inoculante comercial S1 (Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus,
Lentilactobacillus buchneri, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum, Lactococcus
lactis, Pediococcis acidilactici e Propionibacterium acidipropionici) mais enzima
celulolitica 5% (taxa de inoculac&o 3,86 x 108 UFC / kg), S2 (taxa de inoculagdo 1,71 x 108
UFC / kg), as cepas de Lentilactobacillus hilgardii — (taxa de inoculagio 8,1 x 10° UFC /
kg) e Lentilactobacillus farraginis — (taxa de inoculacéo 1,05 x 10%° UFC / kg), combinag&o
entre LF+S1 (taxa de inoculacdo 5,4 x 10° UFC / kg), e o controle (CTR —sem inoculagio).
As cepas LF e LH foram cultivadas em laboratério conforme Avila et al. (2009) e avaliadas
quanto a populacdo de células vidveis por meio de plagueamento antes da ensilagem. O
milho utilizado como controle foi misturado com um volume de agua destilada igual ao dos
inoculantes aplicados, porém sem a presenca do inéculo.

O milho reidratado foi compactado manualmente até atingir a uma densidade

aproximada (1042 + 11 kg/m™®). Cada tratamento consistiu de 4 blocos, totalizando 48

34



523
524
525
526
527
528
529

530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556

unidades experimentais, as silagens foram feitas em dias distintos; em cada dia uma bloco.
Os silos foram lacrados, pesados e armazenados por 35 e 98 dias. Apds os periodos de
estocagem, os silos foram novamente pesados e abertos. As perdas de matéria seca foram
calculadas por diferenca entre o peso seco do material antes da ensilagem e o peso seco final

no momento da abertura dos silos.

2.2 Anélises quimicas

Amostras para avaliacdo de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), amido,
carboidratos soltveis (CSA) e N-amoniacal foram coletadas antes da ensilagem e de cada
silo ap6s a abertura a cada tempo de armazenamento. As amostras foram pré-secas em
estufas com circulacao de ar for¢ado a 55 °C por 72 horas, em seguida, moidas em peneira
de malha de 1 mm de didmetro, utilizando um moinho de facas (Star FT 80, Fortinox
Industria, Comércio e Servicos). A concentracdo de MS foi determinada em estufa a 105°C
por 24 h. A concentracgdo de PB foi determinada pelo auto analisador de nitrogénio LECO®
modelo FP828 (LECO Corporation, Michigan, USA). A concentracdo de amido foi
mensurada com a utilizacdo de a-amilase e amiloglucosidase, e a concentracdo de glicose
avaliada por colorimetria, como em Fernandes et al. (2022), adaptado de Hall et al. (2015).
As amostras para avaliagdo de N-amoniacal, pH e CSA foram mantidas congeladas e,
posteriormente, foi preparado um extrato aquoso com 30 g de amostra e 270 mL de &gua
deionizada. A partir desse extrato a avaliacdo de N-amoniacal, a concentracao foi analisada
com uma reacdo de indofenol catalisada como em Chaney e Marbach (1962). Os
carboidratos soltveis em agua (CSA) foram determinados pelo método do fenol usando uma
curva de glicose padrdo (Dubois et al., 1956). O pH de cada amostra foi entdo determinado
por meio de um medidor de pH (Potenciometro DIGIMED® DM 20, Digicrom
Instrumentos, SP, Brasil).

As concentragdes dos acidos latico, acético, propidnico e butirico e dos alcoois 1,2
-propanodiol e etanol foram avaliadas por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), seguindo metodologia descrita por Santos et al. (2014). As anélises foram
realizadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu equipado com bomba
quaternaria modelo LC-20AT, detector de arranjo de diodos (DAD) modelo SPDM-20A,
desgaseificador modelo DGU-20AS5, interface modelo CBM-20A e injetor automatico com
amostrador automatico modelo SIL-20A. As separacOes foram realizadas utilizando uma
coluna Supelcogel 8H 300mm x 7,8mm (cat. 59246-U) e pré-coluna Supelcogel 8H 10mm

x 7,8mm. A eluicdo foi realizada em sistema isocratico, utilizando solucéo tampéo H2SOa4
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0,005 mol/L como fase movel. O fluxo foi de 0,5 mL/min, com a temperatura mantida em
30°C. O volume injetado de amostras e padrao foi de 20 pL, e os acidos foram analisados
em 210 nm e os alcoois no detector de indice de refragdo. Os compostos foram identificados
comparando o tempo de retencdo das amostras com os padrdes. A quantificacdo foi feita

utilizando padronizacgéo externa.

2.3 Analises microbioldgicas

Para avaliagdo da populacéo microbiana foram realizadas diluices seriadas (10-!—
10-%), 0,1 mL de cada diluicdo foi espalhada em superficie em meios especificos para
diferentes grupos de microrganismos usando a técnica de plaqueamento em superficie
contendo trés repeticdes. Um extrato foi preparado misturando 30g das amostras do milho
moido com 270 mL de &gua peptonada estéril a 0,1% e homogeneizada em shaker orbital
por 20 min para contagem de BAL, leveduras, fungos filamentosos (FF) e bactérias aerdbias
formadoras de esporos (BAFE). A populacdo de BAL foi avaliada em Man, Rogosa e Sharpe
agar (MRS, HiMedia Laboratories, Mumbai, India) mais nistatina (4 ml/L), as placas foram
incubadas a 37°C por 48h. Para avaliagdo da populacdo de BAFE, o extrato aquoso foi
pasteurizado a 80°C por 15 min e, posteriormente o extrato foi espalhado em placas com
meio Nutrient Agar (NA; HiMedia Laboratories, Mumbai, india) mais nistatina (4 mL/L) e
incubadas a 37°C por 24 h. A populacdo de leveduras e FF foi avaliada em Dicloran Rose
Bengal Chloramphenicol (DRBC, Difco; Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA) e incubadas
a 28°C. As placas foram avaliadas com 72 h de incubacéo para quantificacdo de leveduras e
com 168 h para quantificacdo de FF. As leveduras foram distinguidas dos fungos
filamentosos pela aparéncia de suas col6nias e morfologia celular. As col6nias foram
contadas em placas contendo um minimo de 30 e um maximo de 300 unidades formadoras
de coldnias (UFCs) e foi feita por observacao visual de cada placa e transformada em log

para as analises.
2.4 Avaliacdo da estabilidade aerobia

A estabilidade aerdbia foi avaliada a partir de amostras de 3 kg de silagem em
baldes plastico, sem que as mesmas estivessem compactadas. Sensores data-logger (modelo
RC5+; Elitech, RS, Brasil) foram inseridos no centro da silagem para o registro de
temperatura a cada 30 minutos. Para evitar contaminacéo e ressecamento das amostras, duas
camadas de gaze foram colocadas sobre as silagens, que foram mantidas em sala fechada

por 7 dias. A temperatura ambiente também foi registrada. A perda de estabilidade aerobia
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(EA) foi considerada quando a temperatura da silagem ultrapassar em 2 °C a temperatura
ambiente (MORAN et al., 1996).

2.5 Analise Estatistica

O delineamento experimental foi conduzido em blocos casualizados (cada bloco
um dia ensilagem), em fatorial 6 x 2 (5 inoculantes mais um controle x 2 tempos de
estocagem), com 12 tratamentos e quatro repeticdes (blocos), totalizando 48 unidades
experimentais. Os dados foram submetidos a andlise de variancia por meio do pacote
computacional SISVAR®. O modelo utilizado foi Yju = 1 + Bj + Ik + Ei + (IXE) + €jk, onde
1 é a média geral; Bj € o efeito de bloco (j =1, 2, 3 e 4); I« é o efeito dos inoculantes (k =
controle, S1, S2, LF, LH e S1+LF); E) é o efeito do tempo de estocagem (I = 35 ou 98 dias);
(IXE)w é o efeito da interacdo entre inoculante e tempo de estocagem e eju € 0 erro
experimental. As médias foram comparadas pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5% de

probabilidade em caso de significancia no teste F.

3. RESULTADOS

O milho moido apresentou teor de matéria seca (MS) de 80,9% e ap0s a reidratacédo
a MS seca do milho foi de 64,9 %. As populacBes de BAL, FF e leveduras foram 3,23; 3,26
e 3,48 log UFC/g de milho moido, respectivamente. Ndo foi observado crescimento de
BAFE no milho antes da ensilagem. A distribuicdo de particulas foi a seguinte: 10,04% para
a peneira de 3,25 mm, 40,37% para a peneira de 2 mm, 32,29% para a peneira de 1,25 mm
e 18,34% para o fundo. Os teores de amido, proteina bruta (PB) e NH3 foram
respectivamente: 73,62%; 8,97% e 2,34% (Tabela 1).

Houve efeito da inoculacdo sobre a concentracdo de MS e amido das silagens
(P<0,05) (Tabela 2). A concentracdo de MS das silagens inoculadas com S1 e S2 e a silagem
controle (média 60,05%) ndo diferiu do grupo contendo as silagens inoculadas com LF, LH
e S1+LF, que apresentaram concentracdo de MS menor que o grupo com as demais silagens.
A silagem controle e as silagens inoculada com LF e LH apresentaram maiores
concentracdes de amido (média 72,73%). As demais silagens apresentaram média de 69,62%
de amido na MS (Tabela 2).

Houve efeito (P < 0,01) da interagéo entre inoculagdo e tempo de estocagem sobre
as perdas de MS. Com 35 dias de estocagem ndo houve diferenga na perda de MS (média
0,70%). Aos 98 dias a perda de MS foi menor nas silagens inoculadas com S1 e S2 (0,81%

em média para o grupo, figura 1), seguido pelo grupo contendo as cepas LF, LF+S1 e
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controle e por ultimo pela cepa LH (meédia 2,45%).

Somente na silagem controle o pH reduziu de 35 para 98d de estocagem,
Comparando as silagens aos 35 dias de estocagem, a inoculagdo com S1, S2 e S1+LF (média
3,89) resultou em menor valor de pH. Aos 98 dias de estocagem, a silagem controle e
inoculada com S1 e S2 resultou em menores valores de pH apresentando valor médio de
3,87 (Figura 2). Com 35 dias de estocagem a inoculagéo resultou em aumento na populagéo
de BAL, independente do inoculante testado. Aos 98 dias de estocagem a populacéo de BAL
foi maior nas silagens inoculadas com LF, LH e S1+LF (média 8,14 log UFC/g) e menor
nas silagens inoculadas com S1 e S2 (media 6,68 log UFC/g) e controle. Ndo houve efeito
significativo (P > 0,05) de inoculantes e tempo de estocagem, sobre CSA e proteina bruta e
N-NHz (Tabela 2).

A populacdo de BAFE foi maior nas silagens inoculadas com LF, S2 e S1+LF
(média 2,19 log UFC/g) em comparacao as outras silagens que apresentaram média de 1,41
log UFC/g. A populacdo dessas bactérias aumentou de 35 para 98 d de ensilagem. As
silagens inoculadas com LF e LH apresentaram menor populacao de leveduras, com valores
médios inferiores a 2,00 log UFC/g comparado a silagem controle, e as silagens inoculadas
com S1, S2 e S1+LF (média 3,79 log UFC/g). Houve efeito do tempo de estocagem sobre a
populagéo de leveduras e fungos filamentosos. Foi observado maior populacdo de fungos
filamentosos no menor tempo de estocagem (média 2,80 log UFC/g) comparado ao maior
tempo de estocagem de 98 dias (1,52 log UFC/g). Aos 35 dias de estocagem a populacédo de
leveduras foi maior (média 3,58 log UFC/g) comparado ao tempo de estocagem de 98 dias
(média 2,40 log UFC/g, Tabela 2).

Houve efeito do inoculante sobre a concentracdo de &acido latico (P <0,01), as
silagens inoculadas com S1, S2 (média 557% MS; Tabela 2) apresentaram maiores
concentracdes de acido latico, seguidas pelo grupo contendo as silagens controle e a
combinacdo S1+LF e posteriormente pelas silagens inoculadas com LF e LH (média 2,98%
MS), que tiveram o menor valor de acido latico. Houve efeito significativo do inoculante e
tempo de estocagem (P <0,01), para a concentracdo de etanol. A interagdo entre o tempo de
estocagem e inoculacdo (P <0,01) alterou a concentracdo de &cido acético (Figura 4). Aos
35 dias de estocagem, todos os inoculantes reduziram a concentracdo de acido acético com
maior valor para o controle, seguido pelo grupo formado pelas silagens LH, S1, S2 e LF+S1
e pela silagem LF, que teve o menor valor. Com 98 dias de estocagem a maior contragéo de
acido acético foi observada nas silagens inoculadas com LF e LH, S1, S2 e S1+LF (média
6,12% MS).

Houve diferenca significativa entre os inoculantes para estabilidade aerobia (P
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<0,01) e temperatura maxima (P = 0,02) no tempo de estocagem de 35 dias (Tabela 3). As
silagens inoculadas com LF, LH e LF+S1 (média 41,43h) apresentaram maior estabilidade
aerdbia apos 35 dias de estocagem. A temperatura méxima foi superior na silagem CTR e
silagens inoculadas com S1 e S2 (34,6 °C). Aos 98 dias de estocagem (Tabela 4) foi possivel
observar que houve diferenca significativa para estabilidade aerébia (P < 0,01) e temperatura
méaxima (P <0,01). A silagens inoculadas com LF, LH e S1+LF (média 142,3h) teve maior
estabilidade comparada com as silagens inoculadas com S1 e S2 (média 77,05h). A silagem
controle (38,2 °C) apresentou maior temperatura maxima, comparado com 0s demais grupos.
Porém, a adicdo desses inoculantes, reduziu a estabilidade aerdbia das silagens apds 98 dias
de estocagem. A combinacdo de S1 com L. farraginis aumentou a estabilidade aerdbia das
silagens apos 35 e 98 dias de estocagem.

A interacdo entre o tempo de estocagem e inoculacdo (P <0,01) alterou a
concentracdo de 1-2 propanodiol (Figura 5). Aos 35 dias de estocagem, as silagens
inoculadas com LF, LH e a combinagdo LF+S1 (média 0,42% MS) apresentaram maiores
concentracdes de 1-2 propanodiol. Com 98 dias de estocagem a maior contracdo de 1-2

propanodiol foi observada nas silagens inoculadas com LF e LH (média 1,31% MS).

4. DISCUSSAO

Apos a hidratacdo, o milho apresentou teor de MS de 64,9%, e o teor de MS das
silagens ap6s a fermentacdo variou de 58,96% a 60,69%, 0 que normalmente é observado
neste tipo de silagem (Costa et al., 2023; Mombach et al., 2019). Embora as perdas de MS
estejam dentro da faixa geralmente encontrada na literatura para este tipo de silagem
(Carvalho et al., 2017; Fernandes et al., 2022), os resultados mostram que os diferentes
inoculantes influenciaram nas perdas ocorridas. Geralmente, a inoculagdo com cepas
heterofermentativas resulta no maior percentual de perdas de MS devido a maior producéo
de CO2 no metabolismo. Silva et al. (2018a) observaram que a inoculagdo com Lactobacillus
plantarum (MA18/5U) e Pediococcus acidilactici (MA18/5M) reduziu as perdas, enquanto
a inoculacdo com Lactobacillus buchneri (NCIMB 40788) aumentou as perdas. Com isso, a
inoculagdo com inoculantes comercias S1 e S2 reduziu as perdas, considerando que a
silagem controle e silagens inoculadas com LH e LF néo diferiram.

As BAL heterofermentativas atuam na reducéo das perdas apds a exposicdo aerobia
das silagens, principalmente pela inibicdo de fungos. Entretanto, existem outros
microrganismos que causam perdas na fase anaerobica da fermentacéao da silagem, como por
exemplo, Clostridium. Em silagens de cana-de-agucar, a adi¢do de cepas heterofermentativas

reduz as perdas de MS por atuar sobre as leveduras durante a fase de fermentacdo; em
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silagens de plantas inteiras de milho, em geral, as cepas heterofermentativas aumentam as
perdas de MS nessa fase, reduzindo as perdas apenas na fase de abertura do silo. Dessa
forma, o efeito dos inoculantes nas perdas de MS depende de quais microrganismos estéo
causando as perdas no substrato em questdo, porem pode estar relacionada nessas silagens
devido a perda de carbono em forma de CO..

As perdas de MS ndo diferiram no tempo de estocagem de 35 e 98 dias para
inoculantes comerciais. O metabolismo microbiano durante a fermentagdo acarreta na
alteracdo de diversos parametros da silagem. No caso do pH, menores valores sao
alcancados em silagens com maior concentracéo de acido latico, composto organico formado
pelo metabolismo homofermentativo e responséavel pela acidificacdo da silagem durante o
periodo de estocagem (MUCK et al., 2018). No presente estudo, a silagem inoculada com
S1, S2 (comercial) e S1+LF estocadas por 35 dias teve menor pH e maior concentracdo de
acido latico em comparacao as demais silagens. Nao somente a inoculagédo, mas o tempo que
a silagem permanece estocada também afeta valores de pH. (ARCARI et al., 2016;
FERRARETTO et al., 2015). Diversos sdo os fatores que podem afetar o pH de uma silagem
ao longo da fermentacdo, como disponibilidade de substrato e perfil microbiano (MUCK et
al., 2018; FERRARETTO et al., 2015).

O fato das silagens terem sido inoculadas proporcionou um aumento na populagéo
de BAL aos 35 dias, 0 que justifica os dados observados no presente estudo. Dentre as
silagens inoculadas, a silagem com S1 (comercial) apresentou maior populacdo de BAL. As
silagens inoculadas com LH e LF apresentaram maior populacao aos 98 dias, isso se justifica
por serem bactérias heterofermentativas e podem ter se beneficiado de substratos restantes
ou da degradacdo de polissacarideos complexos ao longo do tempo, permitindo seu
crescimento mais evidente apos 98 dias. As BAL sdo microrganismos acidotolerantes mas
que podem ter uma reducdo na sua populacdo em longos periodos de estocagem
(CARVALHO et al., 2017; WOOLFORD, 1984).

Em um processo de fermentacdo mista como a silagem, a reducdo do pH é o
principal mecanismo de inibi¢do de microrganismos indesejaveis utilizados por BAL (Avila
e Carvalho, 2019; Fennema et al., 1999). A inibicdo de bactérias E. coli ocorre devido a
rapida queda do pH, mas os Bacillus sdo mais resistentes a acidez e geralmente sdo inibidos
pela acidez associada & anaerobiose (Avila e Carvalho, 2019; Pahlow et al., 2003).

O teor de proteina bruta na silagem de GMR teve um valor médio de 8,08% da MS.
O teor de proteina bruta encontrado por da Silva et al. (2018) foi de 9,09% da MS para milho
moido finamente e 8,87% da MS para milho moido grosseiramente. Rezende et al. (2014) e

Silva et al. (2018) observaram teores de PB semelhantes (em torno de 8 a 10% da MS) para
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silagem de GMR. Ambos se enquadram dentro dos valores observados no presente estudo e
na literatura.

O aumento da estabilidade aerdbia das silagens pode ser explicado pelo aumento da
concentracdo de acidos com caracteristicas antifungicas, as silagens mais estaveis tiveram
maior acido acético e também maior concentracdo de 1,2 propanodiol que pode ser
convertido em propidnico. No processo de deterioragdo aerdbia, substratos como aglcares
residuais e lactato sdo oxidados a CO-, agua e calor, principalmente por leveduras, resultando
em aumento do pH, aumento da temperatura e no crescimento de outros microrganismos
(ROOKE e HATFIELD., 2003).

As bactérias do acido latico também sdo capazes de produzir &cido acético. As BAL
heterofermentativas produzem um mol de &cido latico, um mol de diéxido de carbono e um
mol de etanol ou acido acético a partir de glicose (MUCK, 2010). A maior concentracao de
acido acético foi observada nas silagens inoculadas com LF e LH, nessas silagens foi
detectado o crescimento de fungos, porem bem baixo. Isso pode ser explicado porque o &cido
acético juntamente com pH baixo sdo inibidores de varios microrganismos aerébicos
(MUCK, 2010).

O etanol é um alcool formado durante a fermentacéo de silagens como resultado do
metabolismo de leveduras e, dependendo do tipo de microrganismo, por BAL de via
heterofermentativa (WOOLFORD, 1984; MUCK et al., 2018). De modo geral, a formacéo
de etanol pode contribuir com as PMS durante a ensilagem por ser oriundo de atividade de
leveduras, reduzindo o valor nutritivo do alimento (BORREANI, et al., 2018; MUCK et al.,
2018). Os valores de acido butirico foram menores que os achados na literatura
(CARVALHO etal., 2016; SILVA et al., 2018; SILVA et al, 2019).

O uso de silagens inoculadas com Lentilactobacillus hilgardii e Lentilactobacillus
farraginis aumentou consideramente as concentrac6es de &cido acético e de 1,2 propanodiol
em silagens de grdos de milho reidratado. Quando essas silagens sdo inoculadas, as cepas
desses microrganismos produzem compostos antifungicos, como o acido acético e o acido
propibnico, os quais sdo capazes de aumentar a estabilidade aerobia (FERRERO et al., 2019;
DA SILVA et al., 2021). Ambas classificadas como bactérias heterofermentativas
obrigatdrias, o LF e LH, em suas rotas de fermentacéo de carboidratos, usam a via da pentose
fosfocetolase (PPK), produzindo quantidades equimolares de CO-, lactato, acetato e etanol
(SPECTOR, 2009). Além da producdo de &cido latico, e &cido acético pelas vias
fermentativas, esses microrganismos também podem produzir &cido acético e 1,2
propanodiol a partir do metabolismo anaerobico do acido latico. A depender da presenca de

certos grupos de bactérias, o 1,2 propanodiol pode ser convertido em &cido propidnico
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(KROONEMAN et al., 2002). Para ambos os &cidos, o tempo de estocagem aumentou a sua
concentracdo de 35 para 98 dias, podendo ser explicado devido a maior formac&o dos acidos
pelas BAL ao longo da fermentacdo (FERRARETTO et al., 2015).

5. CONCLUSAO

A silagem de gréo de milho reidratado, associada ao uso de inoculantes de bactérias
do &cido latico foram capazes de alterar o processo fermentativo, queda do pH, inibindo
microrganismos indesejaveis e promovendo uma fermentagdo mais eficiente. Dessa forma,
a inoculacdo com S1 e S2 em silagens de graos de milho reidratado reduziram as perdas de
MS e pH, aumentaram concentracdo de acido latico sem alterar a populacéo de leveduras.
As silagens inoculadas com LF e LH foram eficientes na fase de abertura dessas silagens. A
combinacdo de S1 com L. farraginis aumentou a estabilidade aer6bia das silagens ap6s 98

dias, além de uma fermentacdo mais eficiente.
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Tabela 1 - Caracterizacdo do grao de milho antes da ensilagem

Itens Média = DP
Matéria seca milho (MS; %) 80,9% + 0,69
MS pés-reidratacdo (MS; %) 64,9% + 0,73
Amido (MS; %) 73,6% + 0,89
PB (MS; %) 8,97% + 0,14
NH3 (PB; %) 2,34% =+ 0,09

Distribuicéo de particulas

3,25 mm 10,04%
2 mm 40,47%
1,25 mm 32,29%
Fundo 18,34%

Contagem de microrganismos (log UFC/qg)

BAL 3,23+0,13
BAFE nd -

Fungos filamentosos 3,26 £ 0,15
Leveduras 3,48+0,19

MS = Matéria seca; PB = Proteina Bruta; NHs; = Nitrogenio Amoniacal; BAL =
bactéria do cido latico; BAFE = Bactérias aerobias formadoras de esporos.

43



Tabela 2. — Teor de matéria seca, amido, proteina e CSA (%), populacdo de microrgansimos e teor de &cido latico, propidnico, butirico e etanol
de silagens de milho moido reidratado em diferentes tempos de armazenamento (35 e 98 dias).

. Inoculante (1) Estocagem (E) Valor -P

Variavel

CTR LF LH S1 S2 LF+S1 35d 98d | E IXE EPM
MS% 60,092  59,33b 58,96b 60,08a 60,00a 59,60b 59,81 59,54 0,04 0,25 0,12 0,271
Amido (% MS) 72,092  73,22a 72,9a 70,02b 69,63b 69,26b 71,45 70,93 <0,01 0,32 0,18 0,632
Proteina (% MS) 8,20 8,09 8,24 7,87 8,01 8,10 8,14 8,03 0,60 0,37 0,79 0,153
N-NH3 (% PB) 17,46 15,4 16,15 14,7 14,97 13,78 15,95 14,87 0,77 0,46 0,42 1,166
CSA (% MS) 0,33 0,57 0,23 0,21 0,40 0,37 0,41 0,29 0,13 0,11 0,34 0,091
BAFE (log UFC/qg) 1,05b 2,08a 1,76b 1,44b 2,28a 2,23a 1,33B 2,28A 0,02 <0,01 0,15 0,282
FF (log UFC/g) 2,97 2,05 2,39 1,66 1,64 2,25 2.80A 1.52B 0,24 <0,01 0,41 0,421
Leveduras (log UFC/g) 4,97a 1,44b 1,35b 3,38a 3,68a 3,15a 3,58A 2,40B <0,01 <0,01 0,17 0,424
Acido latico (% MS) 4,16b 3,29¢ 2,68c 5,67a 5,48a 4,370 4,02 4,53 <0,01 0,07 0,22 0,352
Acido propidnico (% MS)  0,01b 0,03a 0,02a 0,01b 0,01b 0,03a 0,06 0,02 <0,01 0,09 0,21 0,004
Etanol (% MS) 0,57a 0,33b 0,24b 0,27b 0,28b 0,20b 0,27B 0,37A <0,01 <0,01 0,07 0,460

'EPM = Erro padrdo da média; *Efeito do uso do inoculante; *Efeito do tempo de estocagem; “Efeito da interacéo inoculante x tempo de estocagem. IxE: P <
0,01. Médias com diferentes letras maiusculas diferem quanto ao tempo de estocagem (P < 0,05). Médias com diferentes letras minusculas diferem quanto ao
uso do inoculante (P < 0,05).
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Tabela 3. Estabilidade aerdbia da silagem de GMR inoculadas em tempo de armazenamento

diferentes (35 dias).

Variavel Inoculante EPM p
CTR LF LH s1 S2  LF+S1

Estabilidade 315b 1286a 107.8a 469 459b  1030a 1587  <0,01

aerobia (h)

Temperatura 36,0a 284b  270b 350a 32,8a 247b 244 0,02

méaxima (°C)

TempoparaTmax 1509 19076 1070 1073 1079 1001 2401 1,00

(h)

EPM = Erro padrdo da média. Médias com diferentes letras mailsculas diferem quanto ao tempo de
estocagem (P < 0,05). Médias com diferentes letras minasculas diferem quanto ao uso do inoculante (P <

0,05).

Tabela 4. Estabilidade aerdébia da silagem de GMR inoculadas em tempo de armazenamento

diferentes (98 dias).

y Inoculante
Variavel EPM P
CTR LF LH S1 S2 LE+S1

Estabilidade 1584a 1403a 1680a 516b 1025b 1558a 1779  <0,01
aerobia (h)

Temperatura 382a  254b  257b  260b  373a  260b 174 <001
maxima (°C)

fempoparaTmax 296 944 1314 730 564 944 1797 019

(h)

EPM = Erro padrdo da média. Médias com diferentes letras mailsculas diferem quanto ao tempo de
estocagem (P < 0,05). Médias com diferentes letras mintsculas diferem quanto ao uso do inoculante (P <

0,05).
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Figura 1. Perdas de matéria seca (MS) da silagem de grdo de milho reidratado (GMR)
inoculada com diferentes cepas e armazenada por diferentes tempos de estocagem (35 e
98 dias). IXE: P < 0,01. Médias com diferentes letras mintsculas diferem quanto ao uso do
inoculante (P < 0,05). Médias com diferentes letras maitsculas diferem ao tempo de estocagem

(P < 0,05).
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Figura 2. Valores de pH em silagem de grao de milho reidratado (GMR) inoculada com
diferentes cepas e armazenada por diferentes tempos de estocagem (35 e 98 dias). IXE:
P <0, 01. Médias com diferentes letras minusculas diferem quanto ao uso do inoculante (P <
0,05). Médias com diferentes letras maiusculas diferem ao tempo de estocagem (P < 0,05).
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Figura 3. Valores de BAL em silagens de grdos de milho reidratado inoculadas e
estocadas em diferentes tempos de ensilagem (35 e 98 dias). IxE: P < 0,01. Médias com
diferentes letras minusculas diferem quanto ao uso do inoculante (P < 0,05). Médias
com diferentes letras maidsculas diferem ao tempo de estocagem (P < 0,05).
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tempo de estocagem (P < 0,05).
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