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RESUMO

COMPOSICAO NUTRICIONAL, PERDAS E ESTABILIDADE AEROBICA DE
SILAGENS DE MILHO SUBMETIDAS A DIFERENTES PERIODOS DE
ESTOCAGEM

AUTORA: Stela Néaetzold Pereira
ORIENTADOR: Julio Viégas

Obijetivou-se avaliar os efeitos na qualidade nutricional, fermentacdo, parametros cinéticos,
perdas inerentes aos processos aerdbio e anaerdbio e as fragdes proteicas e glicidicas das
silagens abertas em diferentes tempos de estocagem 45, 90, 180 e 360 dias, que apds a
abertura permaneceram exposto ao ambiente com temperatura controlada de 25 °C durante 96
horas para avaliagdo da composi¢ao e estabilidade. As estimativas de temperatura, pH, N-NH3
e MS foram realizadas uma vez ao dia e a avalia¢ao nutricional das silagens foi realizada na
abertura e apds 96 horas de exposi¢ao ao ar. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos e quatro repeti¢des cada. A composi¢do nutricional da
silagem foi alterada pelo tempo de estocagem assim como pela exposi¢do ao ar, Visto que
ocorreu um aumento nas fragdes FDN, FDA, LDA e na producdo de efluentes, causando
reducdo das fra¢des soluveis dos carboidratos, enquanto que a MS, cinzas, perdas e a RMS
nao foram afetadas pelo tempo de estocagem e de exposi¢dao. A concentragdo do acido latico,
acético e o pH apresentaram efeito quadratico com maiores niveis com 233, 162 e 264 dias,
reduzindo posteriormente, enquanto que o acido propidonico aumentou progressivamente com
0 tempo de estocagem. Em relagdo ao N-amoniacal foi observado aumentou na concentragido
com o tempo de estocagem e redugdo com o tempo de exposi¢do das silagens ao ar. Também
observamos que o tempo de estocagem alterou a composi¢ao nitrogenada das silagens, com o0
aumento do NS, NNP e a redugdo da proteina verdadeira, enquanto que o NIDA ndo foi
afetado pelos tratamentos. Para os parametros cinéticos de degradacdo das silagens
observamos efeitos quadraticos para a produgdo de gas com maiores niveis aos 310 dias ¢ a
fragdo A apresentou decréscimo e sua taxa de degradagdo B aumentou ao longo do tempo de
armazenamento. Os demais parametros ndo foram afetados (P>0,05). O teor de amido e a
digetibilidade da MS apresentaram efeitos quadraticos € 0 NDT aumentou, enquanto que a
estimativa de produgdo de leite, energia liquida para lactagdo, e digestibilidade do FDN nao
foi afetada pelo tempo de estocagem. As temperaturas das silagens aumentaram independente
do tempo de estocagem e de exposi¢do ao ar em que se encontravam. A perda da estabilidade
ocorreu antes das 24 horas de exposi¢do ao ar, em todos os tempos de estocagem avaliados. A
medida que aumenta o tempo de estocagem, observa-se redugdo na qualidade das silagens,
devido a elevacdo na produgdo de efluentes, nos teores de N-amoniacal, no NNP, na parede
celular e nas perdas de proteina verdadeira e carboidratos soluveis. O tempo de exposicao da
silagem ao ambiente deve ser reduzido ao maximo, visto que o pH e temperatura aumentaram
com o passar das horas de exposi¢cdo, causando maior deterioracdo aerébia do material
ensilado.

Palavras-chave: Perdas de MS. pH. Qualidade da silagem. Fracionamento de carboidratos.
Tempo de armazenamento. Temperatura.



ABSTRACT

NUTRITIONAL COMPOSITION, LOSSES AND AEROBIC STABILITY OF CORN
SILGAINS SUBMITTED AT DIFFERENT STORAGE PERIODS

AUTHOR: Stela Nietzold Pereira
ADVISOR: Julio Viégas

This study aimed to evaluate the effects on nutritional quality, fermentation, kinetic
parameters, losses inherent to the aerobic and anaerobic processes and the protein fractions
and glicidicas of silages open at different times of storage 45, 90, 180 and 360 days after the
opening remained exposed to the environment with controlled temperature of 25 °C during 96
hours to evaluate the composition and stability. The estimates of temperature, pH, N-NH3 and
MS were performed once a day and the nutritional assessment of the silages was performed at
the opening and after 96 hours of exposure to the air. The experimental design was a
completely randomized block design, with four treatments and four replicates each. The
nutritional composition of the silage was changed by the time of storage as well as by
exposure to air, since there was an increase in the fractions NDF, ADF, Lda and the
production of effluent, causing a reduction of soluble fractions of carbohydrates, while the
MS, ash, losses and the RMS were not affected by storage time and exposure. The
concentration of lactic acid, acetic acid and the pH showed a quadratic effect with higher
levels with 233, 162 and 264 days, reducing later, while the propionic acid increased
progressively with the time of storage. In relation to the N-ammoniacal nitrogen concentration
was observed increased with storage time and reducing the exposure time of silage to air. We
also observed that the time of storage has changed the composition of the silages, fertilization
with the increase of the NS, NNP and the reduction of true protein, while the NIDA was not
affected by treatments. For the kinetic parameters of degradation of the silages observed
quadratic effects for the production of gas with higher levels to 310 days and the fraction
presented decrease and its degradation rate of B increased throughout the storage time. The
other parameters were not affected (P>0.05). The starch content and the digetibilidade of MS
showed quadratic effects and the TDN increased, while the estimate of milk production, net
energy for lactation, and digestibility of NDF was not affected by storage time. The
temperatures of the silages increased regardless of the time of storage and exposure to air in
which they were. The stability loss occurred before the 24 hours of exposure to air, at all
times of storage evaluated. To the extent that increases the storage time, we observed a
reduction in quality of silages, due to the increase in the production of effluent, the levels of
N-ammoniacal nitrogen, the NNP, the cell wall and the loss of true protein and soluble
carbohydrates. The time of exposure of the silage to the environment should be reduced to the
maximum, since the pH and temperature increased with the passing of the hours of exposure,
causing greater aerobic deterioration of the silage material.

Keywords: Loss of MS. pH. Quality of silage. Fractionation of carbohydrate. Storage time.
Temperature.
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1 CONSIDERACOES GERAIS

1.1 INTRODUCAO

O processo de ensilagem, quando comparado com outros processos de conservacao de
forragens, ¢ 0 que disponibiliza a maior quantidade de nutrientes do material original
(PAHLOW et al., 2003). No Brasil, a silagem de milho é o volumoso conservado mais
utilizado para vacas em lactagdo (BERNARDES e REGO, 2014), se destacando pelas suas
caracteristicas de qualidade, facilidade de fermentagdo, boa aceitacdo pelos animais, além do
elevado teor de energia por quilograma de matéria seca e rendimento por area (OLIVEIRA e
SOBRINHO, 2007). O processo de ensilagem consiste na conservacdo da forragem, através
da fermentagdo dos aglicares em acidos organicos que reduzem o pH, inibindo o crescimento
de micro-organismos indesejaveis em ambiente anaerobio (JOBIM et al., 2007).

A estabilizacdo das silagens com a queda do pH ocorre entre 3 ¢ 7 dias, no entanto,
periodos entre 21 e 30 dias tém sido amplamente divulgados como adequados para a
estabilizacdo da fermentacdo (KUNG et al., 2013). No entanto, vérios trabalhos corroboram
que a fermentagdo prossegue além de 7 dias, com aumentos significativos nas concentragdes
de produtos de fermentagio (KLEINSCHIMIT e KUNG, 2006; JUNGES et al., 2013),
alteracdo na microbiologia da silagem (STORM et al., 2010), mudancas na composicao €
qualidade da silagem (SARICICEK et al., 2016). O processo continuo de fermentacao ao
longo do armazenamento ficou evidente nos trabalhos de Der Bedrosian et al. (2012) e Young
et al. (2012), que verificaram aumentos nos teores de nitrogénio amoniacal e proteina soluvel
ao longo do tempo de estocagem da silagem de milho. Esses aumentos estio correlacionados
a niveis crescentes de proteolise e consequentemente maior disponibilidade da fragdo amido.
Hoffman et al. (2011) apontaram as proteinas do endosperma, especialmente as prolaminas,
que atuam como fator inibitério a digestdo do amido.

A silagem de milho € particularmente susceptivel a deterioracao aerébia (WEINBERG
et al., 2011). Esta, por sua vez, é promovida pela agdo de micro-organismos que degradam o
acido latico, causando o aumento do pH da silagem e permitindo o desenvolvimento de
micro-organismos indesejaveis. De modo pratico, esta deterioragdo ¢ observada pelo
aparecimento de mofos e elevacao da temperatura, sendo que esta deterioracdo pode ocorrer
antes mesmo da abertura dos silos por problemas de vedacdo, mas também durante o

transporte da silagem e alimentacdo dos animais (WILKINSON e DAVIES, 2012). Estas
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alteracdes que se tornam visiveis nas silagens sdo indicadoras de perdas reais muito maiores
que estdo ocorrendo na massa ensilada, sendo que a deterioragdo aerdbia pode gerar perdas de
matéria seca (MS) de 10 a 20 %, podendo chegar a 40 % em casos em que as silagens nao
tenham sido manejadas corretamente (WOOLFORD, 1990). Também podemos observar as
perdas que ocorrem ao longo do periodo de ensilagem na forma de efluente e gases, as quais
podem chegar a 33 % da massa ensilada devendo ser evitadas para nao proporcionar prejuizos
ao processo fermentativo (MCDONALD et al., 1991), além de causar graves prejuizos
econdmicos aos produtores.

Por isso, a compreensao das alteracdes decorrente do longo periodo de estocagem na
composicdo da silagem ¢ na dindmica das perdas tornam-se importantes para otimizar longos
tempos de armazenamento, minimizando assim, os erros nas formulagdes das dietas e a
deteriora¢do do material ensilado. Neste sentido, o trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos
na qualidade nutricional, fermentativa, parametros cinéticos, perdas inerentes ao processo
aerdbio e anaerobio e as fragdes proteicas e glicidicas das silagens de milho utilizadas com

diferentes tempos de estocagem.

1.2 HIPOTESES

Silagem estocada em diferentes periodos sofre alteragdo na sua composi¢cdo quimica e
nos parametros fermentativos.
Silagem exposta ao ar por diferentes periodos apds abertura do silo aumenta a

deteriorag¢ao do material ensilado.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos na qualidade nutricional, fermentacao, parametros cinéticos, perdas

inerentes aos processos aerobio e anaerdbio e as fragdes proteicas e glicidicas das silagens de

milho submetidas a diferentes tempos de estocagem.
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1.3.2 Objetivos especificos

Quantificar as mudancas ocorridas nas silagens de milho armazenadas e expostas ao
ambiente por diferentes tempos.

Avaliar os efeitos do tempo de estocagem sobre as perdas e as fragdes de proteina e
carboidratos das silagens de milho.

Avaliar os efeitos do tempo de exposi¢do ao ar apds a abertura dos silos sobre a

estabilidade aerobia e deterioracdo do material ensilado.
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2 ESTUDO BIBLIOGRAFICO

2.1 PRODUCAO DE MILHO E SUA ENSILAGEM

O milho ¢ produzido em quase todos os continentes, € possui uma grande importancia
econdmica caracterizada pelas diversas formas de sua utiliza¢do, que vao desde a alimentagdo
animal e humana, até 0 uso para combustiveis e confec¢do de embalagens pela industria.
Diferentes cultivares forrageiras podem ser ensiladas, desde que tenha as caracteristicas que
permita que ocorra uma boa fermenta¢do, como o teor de matéria seca (MS), populacao
epifitica, capacidade tamponante e a concentracdo de carboidratos soluveis, estas varidveis
influenciam fortemente a qualidade da silagem, sendo que a combinacdo desses fatores
determinard o potencial desta cultura para silagem (SANTOS e ZANINE, 2006).

Por isso, a planta de milho ¢ considerada ideal para ensilagem, pois, ao ser colhida
com maturidade adequada, apresenta caracteristicas que favorecem a fermentagdo, como: teor
de matéria seca (MS) entre 30 % e 35 %, com no minimo, 3 % de carboidratos soluveis (CS)
na matéria verde e baixa capacidade tamponante (NUSSIO et al., 2001). Além disso, a cultura
de milho tem alta produtividade com aproximadamente 20 toneladas de MS por hectare o que
contribui para a dilui¢do de custos de implantacdo (PAZIANI et al., 2009). Muck (2010),
relata que existem diversos fatores nos métodos de ensilagem que podem afeta a qualidade da
silagem, como a forma de colheita, tamanho de particula, compactagdo, fechamento do silo,
presenca de oxigénio e o processo fermentativo que € influenciado pelo poder tampao,
matéria seca, carboidratos soltiveis e a atividade microbiana.

A populacdo epifitica da planta ¢ responsavel pela producdo de acido latico e
consequente acidificagdo do meio. A queda do pH permite que ocorra a paralizagdo do
metabolismo da planta, dos micro-organismos deterioradores ¢ das proprias bactérias
responsaveis pela fermentagio (MCDONALD et al., 1991). Ensilagem é um método de
conservacdo da forragem umida para alimentagdo animal, sendo realizada através fermentagdo
lactica. As bactérias do acido lactico convertem carboidratos soluveis em dgua (agucares) em
acidos organicos, principalmente o acido lactico, causando a queda do pH, e a preservagdo do
valor nutritivo do material ensilado, no entanto, para que isso ocorra deve ser criado um
ambiente de anaerobiose (WEIMBERG e CHEN, 2013).

Uma vez que a grande importancia na confec¢do da ensilagem esta relacionada a

estacionalidade na produ¢do de pastagens, periodo de escassez de alimentos ou pela variagdo
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causada de acordo com o seu estidgio vegetativo da quantidade e qualidade da forragem
fornecida para animais em pastejo, sendo que a silagem ¢ a principal fonte de volumoso
conservado para alimenta¢do dos animais. Da mesma forma, a silagem de milho é muito
utilizada como fonte de volumoso para animais confinados, € o seu valor nutritivo ¢ resultado
da espécie forrageira utilizada, do correto manejo agrondmico da cultura, das tecnologias
aplicadas durante todo o processo de conservacdo e da qualidade do processo fermentativo
(OLIVEIRA et al., 2010).

Além das caracteristicas apresentadas acima, a silagem de milho é recomendada pelas
suas caracteristicas de qualidade, facilidade de fermentacdo do silo e boa palatabilidade,
sendo bem apreciado pelos animais, e possuir bons rendimentos (OLIVEIRA e SOBRINHO,
2007). Devido a isso a correta aplicagdo das praticas de ensilagem resulta no adequado
processo fermentativo com manutengdo do valor nutritivo da massa ensilada até o

fornecimento aos animais, demonstrando ser uma técnica util e rentavel.

2.1.1 Processo Fermentativo da Silagem de Milho

De acordo com Wilkinson e Davies; (2012) o processo de ensilagem pode ser descrito
em quatro fases, de acordo com A fase 1, aerdbica que se inicia no momento do corte até
anaerobiose do silo, (2) a fase de fermentagdo, (3) ¢ fase da estabilidade e do armazenamento
no silo e (4) a fase de abertura de silo, exposigdo ao oxigénio e de fornecimento aos animais.
O processo fermentativo da silagem consiste na fase dois, onde com a auséncia de oxigénio,
ocorre a fermentagdo de carboidratos soluveis, o qual resulta em diversos produtos finais, em
ultima analise, resultando na preservacdo do material ensilado. Sendo que os principais
componentes utilizados na avaliagdo do processo fermentacdo da silagem sdo: o pH, teores de
MS, nitrogénio amoniacal, e a quantificagdo da producdo de 4cidos organicos. No entanto,
existem outros componentes importantes que sdo quantificados nas silagens, como as
micotoxinas, alguns compostos nitrogenados (PAHLOW et al., 2003) e a atividade
microbiana da fermenta¢io (MACEDO, 2017).

Segundo o estudo de Muck (2010), podemos classificar a atividade microbiana, de
duas formas: micro-organismos desejaveis, benéficos ao processo de conservagdo das
caracteristicas nutricionais da forragem, como as bactérias acido laticas. E os micro-
organismos indesejaveis, como os clostridios, enterobactérias, mofos e leveduras, que afetam

negativamente a qualidade da silagem. O ecossistema microbiano da silagem é dominado
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pelas bactérias acido latico (BAL), possui trés grupos homofermentativa obrigatoria,
heterofermentativa facultativa, e heterofermentativa obrigatoria (MUCK, 2010). As bactérias
homofermentativa produzem apenas acido latico, onde 1 mol de glicose gera 2 moles de acido
latico e bactérias heterofermentativa produzem diversos produtos, onde 1 mol glicose resulta
1 mol acido latico, CO2 ou etanol e acido acético (STORM et al., 2010).

Enquanto que Macédo (2017) em uma revisdo sobre microbiologia da silagem relata
seis principais micro-organismos, que atuam no processo fermentativo, sendo estas as
bactérias do acido latico e do acido acético, enterobactérias (ENT), clostridios, leveduras,
fungos filamentosos. E os principais géneros apresentadas pelas BAL de micro-organismos
que atuam na fermentagdo da silagem sao: Lactobacillus, Pediococcus, Lactococcus,
enterococcus, streptococcus, leuconostoc € 0 composto mais metabolizavel é o acido latico
em silagem. (MCDONALD et al., 1991).

O teor de matéria seca apresenta bastante influencia no processo fermentagdo de
ensilagem, uma vez que o0 BAL sao as principais bactérias responsaveis pela fermentagao e
necessitam de umidade para o seu crescimento ¢ a reproducao (HU et al. 2009). Existem
muitos fatores que afetam a comunidade microbiana da silagem, de acordo com Guan et al.
(2018), estudando os efeitos do ambiente e do clima sobre os micro-organismo, observou que
a chuva e umidade afetaram a comunidade de bactérias epifitas da forrageira de milho e a
temperatura mostrou influencia na quantidade de espécies bacterianas durante a ensilagem.
No entanto esses efeitos do clima podem ser minimizados com a realizagdo de adequado
processo de ensilagem, com isso reduz o impacto sobre a qualidade da silagem.

Dessa forma Kung Jr. et al. (2018), propde algumas alternativas de avaliagdo do
processo fermentativo da silagem evitando custos com analises, uma técnica € através do odor
e coloragdo, a silagem ndo deve apresentar cheiro forte, devido o acido lactico o principal
produto da fermentagio, ser quase inodoro. Porém, a maioria das silagens tende a ter um odor
levemente acido de vinagre e coloragcdo amarelada, devido a presenga de acido acético, sendo
que este acido ¢ o segundo mais produzido na silagem e tem alta volatilizagdo. Contudo
silagem com excesso de acido acético deixa uma sensa¢do de ardor nos olhos e nariz, além do
cheiro de vinagre, cor amarela.

As silagens que apresentam cheiro doce e frutado sdo associadas a um alimento
estavel e bem fermentado, que ndo ¢ verdade, ja que estes cheiros ocorrem devido elevada

concentragdo de alcool (etanol) produzidas principalmente por leveduras, mas também por

muitas bactérias (MCDONALD et al., 1991). De acordo com estudo de Kung Jr et al. (2018),
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relatou valores de referéncia para que ocorra um adequado processo de fermentacdo na
silagem de milho sdo: a matéria seca de 30 a 40 %, pH de 3,7 a 4,0, 4cido latico de 3a 6 %
acido acético de 1 a 3 %, acido propiénico menor 0,1 %, butirico igual a zero, etanol de 1 a 3

% MS e N-amoniacal com valores entre 5a 7 % em NT.

2.2 OS EFEITOS DO TEMPO DE ESTOCAGEM

A estabilizacdo das silagens com a queda do pH ocorre entre 3 e 7 dias, no entanto,
periodos entre 21 e 30 dias t€ém sido amplamente divulgados como adequados para a
estabilizacdo da fermentacdo (KUNG JR et al, 2013). Em pesquisas mais recentes
demonstram que a fermentagdo continua por muito mais tempo na silagem de milho integral
Der Bedrosian et al. (2012), avaliando até 150 dias e Saricicek et al. (2016), estudando em
periodos de estocagem até 202 dias, relataram declinio do pH ao longo do tempo de
armazenamento. Além disso foi possivel observar alteracdo nos produtos de fermentagao
como o aumento gradual concentragdo dos acidos latico e acético a medida que a duracdo do
armazenamento progrediu. Santos et al. (2016), avaliando tempo de estocagem em silagem de
alfafa por 360 dias, relataram que o Lactobacillus buchneri permanece ativo por periodos
prolongados, mesmo em pH baixo, devido a presenca de 1,2-propanodiol aos 180 dias
fermentagao.

Além destas alteragdes, ha evidéncias de mudangas na qualidade nutricional dos
alimentos durante a processo fermentativo da silagem, uma vez que também existem enzimas
tolerantes ao pH que podem realizar hidrélise de particulas de fibra, colaborando para
aumento da disponibilidade dos carboidratos soliveis na forragem (DER BEDROSIAN et al.,
2012). Entdo, o periodo de armazenamento, por sua vez, com relacdo a qualidade silagens,
assume enorme importancia. Sendo que as principais alteragdes bioquimicas que ocorrem
durante os periodos de armazenamento descritas na literatura sdo a hidrdlise de prolaminas e
hemicelulose. Sendo que a hemicelulose ¢ o que possui maior taxa de degradagdo, dentre os
componentes do FDN (MASON e STUCKEY, 2016). Devido essa maior digestdo ocorre
aumento no valor nutricional do material armazenado por longos periodos, devido a
solubilizagdo parcial da hemicelulose (DER BEDROSIAN et al., 2012; HALLADA et al.,
2008).

No entanto esse efeito sobre a composicao estrutural da silagem ¢é contraditorio como
relata Junges et al. (2013) avaliando silagem de milho com 120 dias armazenamento nao

observou efeito nos teores de FDN e hemicelulose. De acordo com Der Bedrosian et al.
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(2012) a razao para a divergéncia entre os estudos ¢ desconhecida, mas podem ser atribuidas
ao periodo de maturagdo, tipo de hibridos ou técnica utilizada para medir os teores destes
componentes nas silagens. Herrmann et al. (2011) relataram reducdo de 5,8 % nos teores de
FDN, em silagens armazenadas por 365 dias. Este efeito pode ser considerado positivo para o
processo de ensilagem, devido ocorrer uma maior disponibilidade de carboidrato soluvel para
que ocorra a fermentagdo e aumentando a ingestao de silagem.

Outra alteragdo importante observada na composi¢do da silagem foi que
degradabilidade do amido progrediu de forma constante ao longo do tempo de
armazenamento de acordo com estudos de Ferraretto et al. (2014), na silagem de milho com
360 dias e Hoffman et al. (2011) com 240 dias armazenamento. Esses autores justificam que o
aumento em digestibilidade ¢ causada pela quebra da prolamina, que ¢ um constituinte da
matriz proteica (HOFFMAN et al., 2011), visto que os pontos de menor presenca de
prolamina no grao de milho foram relacionados com as maiores taxas de degradabilidade de
amido no rimen. As prolaminas sdo proteinas que formam a matriz proteica que cercam o
granulo de amido (SIMPSON, 2001).

A prolamina possui caracteristica hidrofobica e com isso a sua matriz proteica
representa um bloqueio, limitando o acesso de enzimas ao amido. Por isso que a compreensio
dos efeitos de periodo prolongado de ensilagem sobre a digestibilidade do amido permite que
produtores de leite e nutricionistas otimizem dietas para reduzir os problemas causados pela
baixa disponibilidade de amido sobre a produ¢ao leite (FERRARETTO et al., 2014). Nesse
sentido, tem se observado relagdo positiva entre o tempo de armazenamento e a
digestibilidade do amido da silagem de milho, em especial da fracdo amido (DER
BEDROSIAN et al., 2012; HOFFMAN et al., 2011).

De acordo com Der Berdrosian et al. (2012) as alteracdes na degradabilidade do amido
podem ocorrer devido ao tipo de hibrido e a maturidade da matéria seca no momento da
colheita. Segundo Kung Jr et al. (2013) quando as vacas passam a receber silagens “novas”,
ou seja, silagens fermentadas por periodos curtos, apresentam menor produtividade.
Provavelmente isto ocorre porque o aporte total de energia liquida consumida pelos animais
diminui quando as silagens mais recentes passam a compor a dieta, devido a sua menor
digestibilidade em relagdo as silagens estocadas por longos periodos.

Outro efeito do tempo de armazenamento que fica bem evidente na literatura sdo os
aumentos nos teores de proteina solivel e a concentracdo de nitrogénio amoniacal, como

observaram Naeini et al. (2014) em silagem de sorgo com 120 dias, Santos et al. (2016)
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trabalhando com silagem de alfafa com 360 dias, Hoffman et al. (2011) e Der Berdrosian et
al. (2012) avaliaram silagem de milho com 360 dias e Ferraretto et al. (2014) 240 dias de
estocagem. Esses dados confirmam a ocorréncia de proteodlise continuada durante a periodo de
fermentagdo das silagens, mesmo sob condi¢cdes de baixo pH durante armazenamento,
algumas enzimas proteoliticas dos micro-organismos da massa ensilada ainda estdo ativas,
degradando o material, especialmente as prolaminas revestindo os grdos e aumentando a
quantidade de nitrogénio amoniacal (N-NH3).

O aumento da solubilidade da proteina em tampdo borato-fosfato, sugere que a
proteinas da planta, tornou-se menos hidrofoébica com o avanco do tempo de estocagem, esses
aumentos estdo correlacionados as maiores ocorréncias de protedlise e com isso ocorrera uma
maior disponibilidade da fragdo amido. Esses resultados estdo de acordo com Heron et al.
(1989) relataram que algumas enzimas proteoliticas continuavam ativas mesmo em condigdo
acida ¢ de pH baixo em extrato de azevém. Alguma protedlise que ocorre durante o
armazenamento prolongado também pode vir de fontes microbianas, como algumas bactérias
acidas (BAL) sdo metabolicamente ativas na silagem por muito tempo (KLEINSCHMIT e
KUNG, 2006). Com o aumento no tempo de estocagem, os teores de proteina demonstraram
comportamento quadratico na média dos tratamentos.

Segundo Der Bedrosian et al. (2012), este aumento nos teores de proteina da dieta,
poderia ser reflexo da maior quantidade de nitrogénio solivel, resultante da intensa protedlise
ocorrida durante o tempo de fermentagdo. Segundo estes autores, mesmo em condi¢des de pH
baixos durante a estocagem, algumas enzimas proteoliticas dos micro-organismos da massa
ensilada ainda estdo ativas, degradando o material, sobretudo as prolaminas de recobrimento
dos grdos, e aumentando a quantidade de nitrogénio amoniacal (N-NH3). Young et al (2012)
também observaram esta mesma tendéncia em silagens de milho armazenadas por longos
periodos.

Em relagao aos efeitos do tempo de estocagem sobre os micro-0rganismos presente na
silagem, Junges (2014) observaram diminui¢do exponencial populagdo de leveduras e das
bactérias laticas (BAL), ao longo do tempo de armazenamento, variando de 5,9 para 3,4 log
ufc/g e 8,9 para 4,0 log ufc/g para os dias 3 e 570 de armazenamento respectivamente. Essa
redugdo ¢ considerada benéfica uma vez que as leveduras contribuem para as perdas de
matéria seca na forma de didoxido de carbono. A exposicdo prolongada aos produtos de
fermentagdo com acdo antifiingica, em ambiente anaerdbio e acido, como o acido acético €

possivelmente a explica¢do para a redugdo contagens de leveduras ao longo da fermentacao
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de silagens bem conservadas. Enquanto que Boudra e Morgavi (2008) avaliando o efeito do
tempo de estocagem (3 e 6 meses), observaram que o incremente no tempo de estocagem

pode ser uma forma de restringir algumas toxinas de Fusarium em silagens contaminadas.

2.3 ESTABILIDADE DA SILAGEM

A estabilidade aerobia da silagem ¢ definida como sendo a resisténcia da massa de
forragem a deterioragcdo apos a abertura do silo, ou seja, a rapidez que ocorre decomposi¢ao
do material ensilado, ap6s abertura do silo e contato com ar (JOBIM et al., 2007). O termo de
estabilidade aerdbia também pode ser conceituado como o tempo necessario para que ocorram
mudangas na temperatura do silo, variando de poucas horas a semanas (SIQUEIRA, 2005).
No entanto, Kung Jr et al. (2003), determinaram que o aumento em 2 °C, na temperatura da
silagem exposta ao ar, em relacdo ao ambiente, como medida de rompimento da estabilidade
aerobia.

Apbs a abertura do silo, estabelece uma fase critica do processo de ensilagem, pois o
material fica exposta novamente ao oxigénio, ou seja, em condi¢do de aerobiose, com isso
comega a ocorrer a degradacdo de alguns compostos, como os agucares soluveis restantes e
acido latico produzidos no processo de fermentacdo, afetando negativamente o valor nutritivo
do material ensilado. Segundo Phillip e Feller (1992) relatam que os principais parametros
que mais afetam na estabilidade da silagem sd3o os teores de carboidratos soluveis,
temperatura, populagdo de fungos e a concentrag¢do de acidos organicos, principalmente com
diminuigdo do acido latico consequentemente do pH. O acido latico pode ser consumido por
micro-organismos deterioradores e alguns acidos mais fracos, como os acidos acético e
propidnico podem melhorar a estabilidade aerobia da silagem (MUCK, 2010).

Outro fator que pode influenciar na estabilidade aerdbica ¢ a capacidade de
tamponamento da forragem, ou seja, a sua resisténcia a mudanga de pH, afetando
negativamente a conserva¢do do material ensilado, com isso apds abertura dos silos a
deterioracdo ocorre de forma mais rapida e intensa (PITT et al., 1991). Em relagdo aos efeitos
dos micro-organismos sobre a estabilidade da silagem, ocorre primeiramente a agdo de
leveduras, em seguida, por bactérias aerdbias e por ultimo, por fungos filamentosos. No
entanto, em condi¢gdes de campo a deterioragao da silagem pode ser facilmente identificada
pela elevagdo da temperatura do material ensilado (JOBIM et al., 2007).

A deterioragdo aerobia da silagem tem relacdo direta com a produ¢do de leveduras e
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fungos, 0 qual depende de condi¢des fisicas e quimicas da silagem, como presenga de
oxigénio e substrato (MUCK et al., 1991). As leveduras dos géneros Candida e Hansenula,
produzem didxido de carbono pela degradagao dos agucares, resultando em perdas de matéria
seca, ainda podem fermentar o acido latico, causando o aumento do pH criando condigdes
para o crescimento de fungos e bactérias indesejaveis durante a fase de utilizagdo da silagem.
Com o decorrer do tempo a deterioragdo continua aumentando o valor de pH e outros micro-
organismos continuam o processo de degradacdo da silagem (SA NETO et al., 2013). A perda
de estabilidade aerobia nas silagens normalmente ocorre devido ao aumento de temperatura e
mudangas nos valores do pH. O actimulo de temperatura apos a abertura do silo ¢
consequéncia da alta atividade dos fungos filamentosos, leveduras e bactérias aerdbias
(BERNARDO et al., 2008). O processo de respiracdo dos micro-organismos aerobios pode
ser considerado como um dos principais fatores que afetam a qualidade das silagens (GUIM
et al., 2002).

De acordo com Junges (2014) avaliando silagem de milho armazenada durante 570
dias, notou que silagens armazenadas por longos periodos sdo mais estdveis quando sdo
expostas ao ar, em funcao da diminui¢ao da populacao de leveduras, e também do aumento no
teor de acido acético ao longo do tempo. Além disso, o mesmo autor relata que ocorreu um
aumento de 0,4 h na estabilidade at¢ 110 dias de estocagem, apos este periodo ocorreu a

estabilizacao.

2.3.1 Perdas anaerobicas e aerébicas nas silagens

Durante o processo fermentativo da silagem na fase anaerdbica ocorre uma série de
processos que podem causar perdas de nutrientes através de efluentes e gases, que sdo
indesejaveis e provocarem a reducdo na qualidade da silagem, devendo ser minimizado ao
maximo. Essas perdas anaerobicas que sdo causadas por inadequada conservagdo dos
materiais, podem chegar a 40 % (MCDONALD et al., 1991). Para garantir uma boa eficiéncia
do processo de conservagao da silagem ¢é importante que tenhamos um adequado controle de
perdas durante o processo de ensilagem (REIS et al., 2014). De acordo com estudos de Muck
(2010), relata a faixa de perdas tipicas de matéria seca das silagens por fase de
armazenamento, onde fase de enchimento estimasse uma perda de 1-2 %, fase fermentagdo
ativa 1-4 %, perdas de efluentes 0-2 %, na fase de armazenamento apds o periodo de

fermentagao 1-10 %, fase de fornecimento animais 1-10 %.
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De acordo com Weimberg e Chen (2013) estudando longos periodos de
armazenamento na silagem de milho e trigo verificaram aumento das perdas de MS, atingindo
nivel méaximo apds 90 dias de armazenamento, indicando uma provavel estabilizagdo do
processo. Com isso percebemos que as perdas de MS, como os demais processos bioquimicos
e microbiologicos continuam ativos nos periodos prolongados de armazenamento, inferindo
atividade microbiana e enzimatica, embora em menor intensidade que nos periodos iniciais de
armazenamento.

A determinacao das perdas ocorrida na ensilagem pode ser realizada através da
quantificagdo do desaparecimento de matéria seca (MS) ou energia durante o processo de
ensilagem. Em relagdo aos periodos de armazenamento mais longos da silagem as maiores
perdas estdo relacionadas com as fermentacdes secundarias, normalmente causada por
bactérias heterolaticas (MCDONALD et al., 1991). No entanto, Borreani et al. (2018), relatam
diferentes perdas observada no processo fermentativo da silagem, de acordo com o tipo de
micro-organismo atuante, como as bactérias acidos laticas (BAL) do tipo homofermentativa,
ndo apresenta perdas de matéria seca (MS), e 0,7 % de perdas de energia bruta, enquanto que
as heterofermentativas, sdo observadas perdas de 24,80 % MS e 2,70 % de energia. As
enterobacterias, clostridios e leveduras tém 17,00, 51,10 e 48,90 % perdas de MS e 11,10,
18,40 ¢ 0,20 % de perdas energia respectivamente. Essas perdas de matéria seca e dos
nutrientes das silagens causam graves prejuizos econdmicos aos produtores, diminuindo a
palatabilidade do material ensilado além de aumentar o risco de efeitos negativos no
desempenho e saude dos animais (KUNG JR et al., 1998).

Quando o material ensilado entra em contato com o oxigénio 0s micro-0rganismos
aerObicos comecam a crescer, degradando inicialmente substratos soliiveis e depois
compostos mais complexos. As leveduras sdo os primeiros micro-0rganismos a iniciarem o
processo de deterioragdo aerobica, através do consumo de agucares e acidos da fermentacao e
aumentando assim temperatura e pH da silagem (PAHLOW et al., 2003). De acordo com
Kung Jr et al. (2018), as temperaturas altas das silagens, especialmente apds meses de
fermentagdo e durante a alimentagdo, sdo possivelmente decorrentes da deterioragdo aerobica.
O qual ¢ descrita como a penetragdo de ar na massa ensilada, resultando em crescimento de
micro-organismo como as leveduras, 0s quais degradam os nutrientes principalmente acido
latico, causando 0 aumento na temperatura e no pH das silagens. Em ultima analise resulta no
crescimento de bactérias oportunistas e moldes (mofos) que proliferam no oxigénio e causam

mais aquecimento e deterioracdo. Quando a temperatura da ensilagem comega a aumentar
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devido a atividade de microrganismos aerobicos, valores nutritivos poderiam diminuir em até
16 % antes dos moldes se tornarem visivel (BORREANI et al., 2018).

Além disso, as perdas de MS, nutricionais ¢ a deterioracdo do material ensilado
causam grande prejuizos economicos aos agricultores (TABACCO et al., 2011). Além da
perda econdmica direta de MS e nutrientes, essa deterioracdo da silagem também pode causar
perdas indiretas, por causa da reduc@o no valor nutritivo, palatabilidade e ao risco de efeitos
prejudiciais no desempenho animal e na sua saiade (KUNG et al., 1998). Alguns desses efeitos
estdo relacionados a proliferagdo de microrganismos potencialmente patogé€nicos ou
indesejaveis (LINDGREN e PAHLOW, 2002) e a sintese de micotoxinas (BOUDRA e
MORGAVI, 2008). As perdas podem chegar a 70 % dos materiais estocados nas areas
periféricas ¢ proximas as paredes laterais dos silos e estdo relacionados a diminui¢do das as

fracdes de carboidratos soluveis e dos acidos organicos (BOLSEN et al., 1993).

2.4 DIGESTIBILIDADE IN VITRO GAS NA SILAGEM

A técnica de digestao in vitro foi desenvolvida pela primeira vez por Tilley e Terry
(1963) e tem sido comumente usada para predizer a digestibilidade in vivo. Usando 0s
mesmos principios metodologicos da técnica in vitro Menke et al. (1979), propuseram um
método para estimar o valor nutricional dos alimentos através do desaparecimento da amostra.
Essa técnica envolve a medida da producdo de gases como dioxido de carbono e metano
durante a fermentacao, sendo medida diretamente, com o uso de seringa de vidro graduada
(KHAZAAL e OSRKOV, 1993). O aumento da pressdao do gas faz com que o émbolo da
seringa se desloque e as avaliacdes de degradacdo medidas através das técnicas de producao
de gas fornece importantes informagdes em relagdo a fragdo do alimento que é fermentado no
rimen e a possivel fragdo direcionada ao crescimento microbiano (PEREIRA et al., 2013).

A técnica de produgao de gas in vitro, consiste na incubagdo de amostras de alimentos
em garrafas com um medidor de gas acoplado. Para determinar o volume do gas pode-se
utilizar uma seringa plastica graduada, quando ocorre a fermentacdao do alimento e a liberagao
de gas. A quantidade de gas produzido ¢ medida em tempos definidos, para que se obtenha
uma curva de degradacdo (THEODOROU et al., 1994). De acordo com Tagliapietra et al.
(2010) o gas liberado a partir de alimentos inoculados com liquido ruminal reflete a atividade
microbiana.

O gés que ¢ produzido como produto da fermentacdo e o perfil acumulado deste gas
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podem dar a informacdo sobre a digestibilidade do alimento e cinética de fermentagao
(GETACHEW et al., 1998). De acordo com Cabral et al. (2002) a técnica de produgdo de
gases in vitro ¢ importante para o estudo dos parametros cinéticos das fragdes que compde 0s
alimentos. Isto porque os gases produzidos durante a fermentagao refletem a taxa ¢ extensio
em que os componentes sdo fermentados pelos micro-organismos ruminais. O método de
produgdo de in vitro gas, tem como principal vantagem determinar a cinética de fermentacio
em uma unica amostra. Sendo necessaria uma quantidade relativamente pequena de amostra,
permitindo avaliar maior numero de amostras a0 mesmo tempo, também demonstra possuir
uma boa correlagio com as metodologias in vivo e in situ (BLUMMEL e ORSKOV, 1993).

A digestibilidade in vitro por produgdo de gas gera uma curva sigmoide, e pode ser
dividida em trés fases: 1) a fase lenta, sem producao de gas (fase inicial, onde ocorre a fixacao
e colonizagdo dos substratos), 2) a fase de produgdo de gas rapida (fase exponencial) e 3) a
fase em que a taxa de produgdo de gas diminui, chegando a zero (fase assintotica) (BEUVINK
e KOGUT, 1993).

A funcdo de crescimento logistico, aplicado a microbiologia, assume que a producao
do gas ¢é proporcional tanto ao tamanho da populagdo microbiana, quanto ao substrato
digestivel (SCHOFIELD et al., 1994). Ao inicio da fermentagdo a populagdo microbiana é o
fator limitante, e ao final o substrato desempenha este papel. Em funcdo disso, a curva
logistica ¢ inerentemente sigmoidal, sendo que a taxa maxima ocorre quando metade do
substrato foi digerida. De acordo com Schofield (2000) a silagens de milho produzem curvas
sigmoidais.

No modelo bicompartimental os volumes de géas obtidos nos diferentes tempos de
incubagédo sao ajustados de acordo com a equagdo proposta por Schofield et al. (1994); V(t) =
Al (L+exp(2+4*B*(C-T))+D/(1L+exp(2+4*E*(C-T))), onde 0 V(t) é o volume
acumulado no tempo t; A € o volume de gés oriundo da fracdo de rapida digestdao; B (h-1) ¢ a
taxa de degradacdo da fracdo de rapida digestdao; C € o tempo de colonizagdo (horas); D € o
volume de gés ortundo da fracao de lenta degradacao (fracdo B2 dos carboidratos); e E (h-1) ¢
a taxa de degradagdo da fragdo de lenta degradacao.

De acordo com Cone et al. (2008) avaliaram os efeitos dos diferentes periodos de
estocagem de até 180 dias nas silagens de milho sobre a caracteristica de fermentacao ruminal
in vitro, determinada por meio da produgdo de gas, foi observado que a técnica ndo é
influenciada pela durag@o do periodo de ensilagem. No entanto Naeini et al. (2014) avaliando

silagem de sorgo com até 120 dias de estocagem observaram a producdo de gas elevou-se de
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forma constante ao longo do tempo de estocagem.

2.5 FRACIONAMENTO DO NITROGENIO E CARBOIDRATOS DA SILAGEM

As fragdes de carboidratos e proteinas bem como suas taxas de degradagdo sdo
utilizadas para computar a quantidade de nutrientes disponiveis para servir como base a
fermentac¢do ruminal para cada um dos grupos de micro-organismos, conforme descrito por
RUSSELL et al., (1992). Os carboidratos nao fibrosos (CNF) correspondem aos carboidratos
soluveis em detergente neutro, ou seja, fazem parte do nucleo celular, composto de agtcares
como a glicose e frutose, acidos organicos e outros carboidratos de reserva de plantas, tais
como amido, sacarose e frutosanas (SNIFFEN et al., 1992).

Como uma forma de melhor caracterizar os componentes de um alimento com 0s
teores proteinas e carboidratos, Sniffen et al. (1992) e Licitra et al. (1996) sugeriram que os
componentes nitrogenados fossem divididos em diferentes fragoes A, B1, B2, B3 e C. Sendo
que a fragdo A ¢ basicamente constituida de nitrogénio ndo proteico (NNP), que ¢
instantaneamente solubilizada e sua taxa de degradag¢do tende ao infinito. Essa fracdo A, ¢
uma fonte nitrogenada disponivel para as bactérias fermentadoras de carboidratos fibrosos, as
quais utilizam amonia para atendimento de suas exigéncias proteicas. As fragdes B1, B2, e B3
representam a proteina verdadeira potencialmente degradada no rumem, e suas quantidades
neste compartimento estomacal dependem de suas taxas de degradagdo e de passagem.

Uma vez que a fragdo B1, constituida de proteina soluvel em tampao borato fosfato,
mas que precipita em TCA, sendo rapidamente degradavel no rumen; B2, constituida de
proteina insolivel em tampao-borato presente no contetido celular e com taxa de degradacao
intermediaria. A fracdo B3, proteina insoluvel e lentamente degrada no rimen, com isso
propicia maior fluxo de aminoacidos para o intestino; essa fragdo ¢ representada pelas
extensina, prolamina ¢ pela proteina de ligagdo de parede celular que apresenta lenta taxa de
degradagdo, sendo assim, digerida principalmente no intestino. Fragdo C ¢ a proteina
insoluveis no ramen e indigestivel no trato gastrintestinal. Segundo Licitra et al. (1996) o
fracionamento do nitrogénio utiliza as seguintes equagdo: fracdo A (concentragdo de NNP),
fracdo B1 (NNP menos nitrogénio soliveis), fragdo B2 (nitrogénio insoltveis em TCA menos
nitrogénio insolivel em detergente neutro (NIDIN)), fragado B3 (NIDIN menos nitrogénio
insoluvel em detergente acido (NIDA)) e a fragdo C (concentragdo de NIDA).

O Cornell Net Carbohydrate and Protein System (CNCPS) considera que 0s carboidratos sao
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divididos em ndo estruturais como os agucares, amido e pectinas e estruturais tais como
celulose, hemicelulose e lignina, ou seja, a fragao fibrosa. Segundo Russell et al. (1992), todos
os carboidratos nao estruturais sdo fermentados pelas bactérias capazes de utilizar nitrogénio
de amonia ou peptideos para a produgdo de proteina microbiana.

Lanzas et al. (2007) propos dois modelos de fracionamento dos carboidratos sendo
eles: original e expandido. Na versdo original presente no sistema de célculo do CNCPS, as
fragdes de carboidratos foram categorizadas em quatro fragdes: A, B1, B2 ¢ C (FOX et al.,
2004; LANZAS et al., 2007). As descrigdes das fragdes sdo: fragdo A (CNF — B1), representa
os carboidratos soluveis em agua, como os agucares e que sdo rapidamente fermentados com
taxas de degradagdo de (1 a 3 h™1), Fragdo B1 (soma dos teores da fibra soltivel e amido), com
taxas de degradagio entre 0,05 ¢ 0,50 h™ . A fracdo B2 (FDN - (NIDIN * PB) / 1000 — CC), é
composta pelos carboidratos fibrosos da parede celular, que possui lenta disponibilidade
ruminal, consequentemente se torna mais susceptiveis aos efeitos da taxa de passagem
(SNIFFEN et al., 1992). A fracdo C (FDN- Lignina*2,4 / 1000), constituida de fibra
insoluvel, representa a parede celular indisponivel, acarretando menor consumo voluntario.
Para determina o teor de carboidrato total (CHO=1000 — PB — EE — MM), e para o teor de
carboidrato nao fibroso (CNF= CHO — B2 — CC).

De acordo com Lanzas et al. (2007), reformularam o fracionamento com o intuito de
relatar um esquema de fracionamento de CHO que classifica os carboidratos com base nas
caracteristicas de degradacdo ruminal e os métodos analiticos disponiveis. Neste
fracionamento expandido a fracdo A ¢ subdivida em 4 fra¢des e B2 que era fibra disponivel
no método de fracionamento original passa a ser B3, enquanto que Bl ¢ amido e B2 fibra
soluvel. Os pools dos carboidratos (CHO) foram expandidos para oito fragdes: CA1 sdo os
acidos graxos volateis (soma dos teores dos acidos acético, propidnico e butirico, isobutirico),
CA2 ¢ a concentracdo acido latico na silagem. A fracdo CA3 ¢ a soma dos teores outros
acidos organicos, CA4 sdo os aglcares soluveis das silagens, sendo os predominantes sdo
glicose, frutose e sacarose, CB1¢ o amido, CB2 ¢ a fibra solavel, como pectina (CNF — Al -
A2 — A3 — A4 — B1), CB3 ¢ a fibra disponivel (FDN - (NIDIN * PB) / 1000 - CC) e a fragao
CC a fibra indisponivel (FDN- Lignina*2.,4 / 1000). Esse método de fracionamento expandido
de carboidrato ¢ mais importante em silagens, por possuir um maior detalhamento nas fracdes
dos carboidratos e considerar a produgdo de acidos organicos.

Visto que as silagens apresentam considerada produgdo destes, e uma grande

diversidade na composi¢do quimica em virtude de diversos fatores como O processo
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fermentativo, cultivar, aditivos dentre outros. Com isso o fracionamento mais detalhado
permite expressar de forma mais veridica o valor nutricional e auxilia no célculo da
formulagao de ragdo. Embora os 4cidos organicos (CA1, CA2 e CA3) ndo sejam considerados
carboidratos, eles sdo incluidos nas fragdes de carboidratos, porque eles sdo considerados
mais proximos dos carboidratos do que gordura ou proteina. Em alimentos fermentados, os
acidos graxos volateis podem representar até 60 g / kg de MS das silagens, sendo que o acido
lactico ¢ o predominante, que pode estar presente em 50 -150 g / kg/MS, no entanto outros
acidos organicos que nao sejam os acidos laticos e acético sao quase indetectaveis em silagens
(MCDONALD et al., 1991). No entanto poucos estudos tém avaliado os efeitos do tempo de
estocagem sobre o fracionamento proteico e dos carboidratos, mas Ferraretto et al. (2015),
relataram que os dados de pesquisa encontrados sugerem que a resposta nas fracdes do
nitrogénio (N) em silagens com longos periodos de estocagem, variam por causa do tipo de

hibrido utilizado e isso pode resultar na variagdo na digestibilidade do amido.
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3 ARTIGO 1- Composicao quimica, parametros cinéticos e fracdes proteicas e de

carboidratos de silagens de milho submetidas a diferentes tempos de estocagem.

Resumo

Objetivou-se avaliar os efeitos sobre a composi¢do quimica, fermenta¢do, parametros
cinéticos, fragdes proteicas e de carboidratos de silagens de milho, abertas com distintos
tempos de estocagem 45, 90, 180 e 360 dias. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos (tempo de estocagem) e quatro repeti¢des. As variaveis
de MO, MM, hemicelulose, DIVFDN, estimativa de producao de leite e nao foram afetadas,
enquanto que os constituintes da parede celular aumentaram com o0 aumento do tempo de
estocagem. Os teores amido e a digestibilidade da MS, apresentaram efeito quadratico, assim
como os valores dos acidos latico e acético, enquanto que o acido propidénico aumentou com o
maior tempo de estocagem. Observamos a ocorréncia de protedlise da PB 0 que resultou em
aumento da concentragdo do N-amoniacal, NS e NNP e reducdo da proteina verdadeira,
enquanto que o NIDA nao foi afetado pelos tratamentos. Para os parametros cinéticos de
degradacdo das silagens obtidas pela metodologia in vitro gas observou-se 0 aumento na
producdo de gas e na taxa de degradagdo (B), enquanto que a fracdo (A) reduziu e os demais
parametros ndo foram afetados com o aumento do tempo de estocagem. Com o fracionamento
dos carboidratos observamos reducao das fracdes soluveis e aumento da fibra digestivel e
indigestivel. A medida que aumenta o tempo de estocagem, observa-se reducao na qualidade
das silagens, devido a elevagdo dos teores de N-amoniacal, NNP, parede celular e as perda de

proteina verdadeira e carboidratos soluveis.

Palavras-chave: Acidos Organicos, Composi¢do quimica; Digestibilidade da MS; Técnica In

vitro gds; Tempo de armazenamento.

Chemical composition, kinetic parameters and protein and carbohydrate fractions of

corn silages submitted to different storage times
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effects on the chemical composition, fermentation, Kinetic
parameters, protein and carbohydrate fractions of silage maize, opened with different times of
storage 45, 90, 180 and 360 days. The experimental design was a completely randomized
block design, with four treatments (storage time) and four replications. The variables of MO,
MM, hemicellulose, DIVFDN, estimate of milk production and were not affected, while the
constituents of the cell wall increased with the increase of storage time. The starch contents
and digestibility of DM, showed a quadratic effect, as well as the values of lactic and acetic
acids, while the propionic acid increased with the greatest time of storage. We observed the
occurrence of proteolysis of PB, which resulted in an increase in the concentration of N-
ammoniacal nitrogen, NS and nnh and reduction of true protein, while the NIDA was not
affected by treatments. For the Kinetic parameters of degradation of silage obtained by in vitro
gas methodology we observed the increase in the production of gas and the degradation rate
of (B), while the fraction (A) reduced and the other parameters were not affected with the
increase of storage time. With the fractionation of carbohydrates we observed reduction of
soluble fractions and increase of digestible fiber and indigestible. The measure that increases
the storage time, we observed a reduction in quality of silages, due to the elevation of the
levels of N-ammoniacal NNH, cell wall and the loss of true protein and soluble

carbohydrates.

Keywords: Organic acids; chemical composition; Digestibility of MS; Digestibility of MS;

In vitro gas technique; Storage time.

Introducio

Para obter o melhor desempenho dos animais, devemos utilizar na sua dieta alimentos
de alta qualidade. Neste sentido a forragem conservada na forma de silagem destaca-se como

uma das principais fontes de volumoso na nutri¢do de ruminantes (Saricicek et al., 2007). De
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acordo com Wilkinson e Davies (2012) o processo de ensilagem pode ser descrito em quatro
fases, sendo (1) a fase aerdbica que se inicia no momento do corte até 0 estabelecimento da
anaerobiose no silo, (2) a fase de fermentacdo, (3) a fase da estabilidade (4) e a fase de
abertura de silo, exposi¢do ao oxigénio e de fornecimento aos animais.

Embora a literatura cite uma fase estavel do processo de ensilagem, ou seja, que a
maioria dos processos metabdlicos ativos nos Silos cessam entre 2 a 6 semanas de
fermentacdo (Pahlow et al., 2003), estudos demonstraram que Certos componentes quimicos e
0S parametros fermentativos das silagens apresentaram alteragdes, mesmo apoOs o inicio da
fase estavel (Der Bedrosian et al., 2012; Arcari et al., 2016). De acordo com Kleinschmit e
Kung (2006) verificaram que o Lactobacillus buchneri permaneceu razoavelmente ativo por
periodos prolongados de tempo (até um ano) na silagem, sob condi¢des anaerdbicas e pH
baixo. Isso foi amparado pelo fato que o 1,2-propanodiol, um produto decorrente da
transformagdo do acido lactico em acido acético, por este organismo, continuar aumentando
ao longo do tempo de armazenamento.

Outros processos também parecem continuar apos cessar a fermentagdo ativa, como
relataram os estudos de Hoffman et al. (2011) e Ferraretto et al. (2015), que avaliando a
silagem de milho com tempo de estocagem de at¢ 240 dias em ambos os trabalhos,
observaram que N-amoniacal e nitrogénio soluvel aumentaram a medida em que se prolonga
o tempo de estocagem. Embora nao diretamente fermentadas pelas bactérias acidas laticas, as
fragdes fibrosas das silagens também podem ser alteradas com o tempo de estocagem,
conforme Der Bedrosian et al. (2012), que observaram haver hidrélise parcial da hemicelulose
durante a ensilagem e Young et al. (2012) e Ferraretto et al. (2015) relataram que as
digestibilidade da FDN nas silagens decresceram substancialmente com o avango do tempo de

estocagem. Nédo foram encontrados estudos em que se avalia os efeitos do tempo de
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estocagem sobre a cinética de degradagao, fragdes proteicas e dos carboidratos em silagens de
milho.

Por isso, a compreensao das alteracdes decorrentes do periodo de estocagem na
composi¢do da silagem é uma importante ferramenta para realizar uma dieta equilibrada
permitindo com isso maiores ganhos na produtividade. Neste sentido, o trabalho tem por
objetivo avaliar os efeitos na fermentagao, qualidade nutricional, parametros cinéticos, fragdes
proteicas e de carboidratos das silagens de milho submetidas a diferentes tempos de

estocagem.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Grupo de Estudos em Aditivos na Produgdo Animal
(GEAPA) da universidade Federal de Santa Maria (UFSM), localizado na regido fisiografica
da Depressao Central, Rio Grande do Sul, Brasil, no periodo de outubro de 2016 a junho de
2018. O clima da regido ¢ do tipo Cfa, subtropical umido, segundo a classificacdo de Képpen
(1928). O solo ¢ classificado como Argissolo vermelho distrofico arénico (Embrapa, 2006).
Foi utilizado o hibrido de milho comercial Agroceres AG 8690, ¢ a sua composi¢do
bromatoldgica foi apresentada na Tabela 1.

A area experimental de 1.500 m? foi semeada em outubro de 2016, em linhas com
espacamento de 0,45 m e densidade de 3,6 sementes/m linear, conforme recomendacdes da
empresa sementes Agroceres. Na ocasido da semeadura foi realizada a adubagdo conforme a
necessidade expressa pelo Manual de Adubagao e Calagem (Rolas, 2004).

As plantas de milho foram colhidas a uma altura média do solo de 0,20 m, quando
continham a maior parte dos graos no estadio de 50 % da linha leite, sendo fragmentadas em

um triturador com tamanho médio de particulas de 0,02 m. Foram colhidas trés plantas da
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area experimental, de cada repetigdo, realizando a separagdo manual dos componentes
estruturais colmo, folha, material senescente, palha e grido mais espiga. As amostras dos
componentes estruturais foram secas em estufa de ventilagdo forgada a 55 °C, até atingir o
peso constante, para obtencao da estimativa da matéria parcialmente seca e determinagdo da
producio e dos componentes morfologicos em Kg MS ha,

Os tratamentos avaliados foram os diferentes tempos de estocagem das silagens com
45, 90, 180 e 360 dias apds a elaboragao das silagens. As silagens foram realizadas no dia 08
de abril de 2017, com 128 dias apos o cultivo, sendo o material ensilado em mini silos
experimentais, adequadamente compactados, e hermeticamente fechados em quatro sacos
plasticos para protecdo contra a entrada de ar e luminosidade. A densidade média das silagens
foi da ordem de 716 kg/ha™

A sequéncia dos sacos plasticos respeitou a seguinte ordem: o primeiro saco com
furos no fundo tinha por finalidade a saida dos efluentes e acomodacao do material ensilado; 0
segundo saco continha areia lavada e seca em estufa para absor¢ao dos efluentes; 0 terceiro
saco para melhor vedagdo dos demais; O quarto saco, escuro para protecdo contra
luminosidade. Os silos experimentais continham 6 kg de silagem e 2 kg de areia. Para
avaliacdo da capacidade tamponante (CT), utilizou-se metodologia descrita por Playne &
McDonald (1966), aproximadamente 0,015 kg de amostra de silagem foram diluidas em 250
mL de agua destilada e realizada titulagdo para pH 3,0 com HCI (0,1 N) e, posteriormente,
titulado com NaOH (0,1 N).

Na abertura dos silos experimentais, foi retirada uma amostra de silagem de cada silo
para determinagdo do pH conforme Silva e Queiroz (2002), e outra para a extragdo por meio
de prensagem do liquido da silagem (prensa Carver), utilizado para andlise do nitrogénio

amoniacal em relacao ao nitrogénio total (N-NH3/NT) pelo método de calorimetria de acordo
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com Weatherburn (1967). Posteriormente, outra amostra de silagem foi retirada, levada a
estufa com circulacdo forgada de ar com temperatura média de 55 °C, até atingir peso
constante e pesada para determinagao da matéria parcialmente seca (MPS), sendo moida
posteriormente, em moinho do tipo “Willey” com peneira de malha de 1 mm (analises
quimicas) e 2 mm (estimativa de digestibilidade). A matéria seca total (MS) foi determinada
em estufa a 105 °C durante um periodo minimo de 8 horas, a matéria mineral (MM) através
de incinera¢do em mufla a 550 °C durante 4 horas. A determinagao de proteina bruta (PB) foi
realizada pelo método micro Kjeldhal, segundo AOAC (1995), e extrato etéreo (EE) de
acordo AOCS (2005).

Os niveis de fibra em detergente neutro (FDN) foram obtidos com o uso de a-amilase
termoestavel (Termamyl 120L, Novozimes Latin America, LTDA), com auxilio de autoclave,
conforme técnica descrita por Van Soest et al., (1991) e adaptada por Senger et al. (2008) e o
conteudo de fibra em detergente acido (FDA) e o teor de lignina (LDA), realizadas de acordo
coma metodologia de Van Soest et al. (1991), sendo a LDA extraida com o uso de acido
sulfarico 72 %. Os teores de hemicelulose (HEM) e celulose foram obtidos por diferengas
entre os teores (FDN e FDA) e (FDA e lignina), respectivamente. O ensaio de digestibilidade
in vitro matéria seca (DIVMS), foi conduzida segundo metodologias de Tilley e Terry (1963),
adaptado por Goering e Van Soest (1970), com indculo de bovinos fistulados, os quais foram
adaptados com silagem de boa qualidade.

Os niveis de nitrogénio insoliivel em detergente neutro (NIDN), nitrogénio insolivel
em detergente acido (NIDA), nitrogénio solavel (NS), determinagdo de nitrogénio nao
proteico (NNP), assim como as equacdes utilizadas para calcular o fracionamento do
nitrogénio (N) foram analisados de acordo com Licitra et al. (1996). Tendo como descrigdes

das fracdes, A= nitrogénio ndo proteico, as fracdes Bl, B2, e B3 representam a proteina
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verdadeira potencialmente degradada no rumen, e suas quantidades neste compartimento
estomacal dependem de suas taxas de degradacao e de passagem, sendo a B1= constituida de
proteina soltvel em tampao borato fosfato, mas que precipita em TCA, sendo rapidamente
degradavel no ramen; B2= constituida de proteina insolivel em tampao-borato presente no
conteudo celular ¢ com taxa de degradagdao intermedidria; B3= proteina insoluvel e
lentamente degrada no rimen, C= ¢é a proteina insoltivel no rumen e indigestivel no trato
gastrintestinal.

O fracionamento dos carboidratos (CHO) realizado segundo a metodologia de Lanzas
et al. (2007). As fra¢des possuem as seguintes descrigdes: CHO= carboidrato total, CNF=
carboidrato ndo fibroso, Al= dacidos graxos volateis (acético, propidnico, butirico e
isobutirico), A2= acido latico, A3= acidos organicos, A4= aglicares, B1= amido, B2= fibra
soluvel, B3= fibra digestivel e C= fibra indigestivel.

Para estimar os impactos do tempo de estocagem das silagens sobre o ganho de
energia, proteina e do peso dos animais, foi realizada uma simula¢do de dieta utilizando o
programa Large Ruminant Nutrition System — LRNS, o qual tem por base o fracionamento de
carboidrato (Sniffen et al. 1992). Para realizar a dieta base foi considerada uma vaca da raga
Holandesa, com produgédo de leite anual de 5.750 kg/ano, obtendo 3,5 % de gordura e 3,2 %
de proteina e o animal apresentava as seguintes caracteristicas: 550 kg de peso vivo; 50 meses
de idade; estava na segunda lactacdo; 100 dias apds o parto; intervalo entre partos de 12
meses; idade da primeira cria 24 meses e escore corporal de 2,5. A base do calculo considerou
0 sistema free-stall e demais caracteristicas ambientais como temperatura ¢ umidade nao
foram alteradas. A ragdo base continha: 10 kg de silagem de milho com 30 % de graos
médios; 4 kg de milho moido médio e 3 kg de farelo de soja fino de 44 %. Para a realizagdo

do célculo da dieta, foram alterados os seguintes constituintes da composicao da silagem de
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acordo com cada tratamento de tempo de estocagem: MS (%); FDN (% MS); LDA (%FDN);
PB (%MS), amido (% CNF); EE (%MS), MM (%), NS (%PB), NNP (% PB), PIDN (%),
PIDA (%), agucar soluveis (%MS), amido (%), acidos organicos (g/kg de MS) e acido latico
(g/Kg de MS) para cada amostra testada.

O acucar soluvel (AS) foi determinado pelo método colorimétrico fenol-sulfurico
conforme Hall (2000), e os acidos organicos, a parte de preparacao das amostras dos acidos,
acético, propionico e butirico foram realizadas de acordo com Tangerman e Nagengast
(1996), com adaptagdes, enquanto que o acido latico foi submetido ao processo de
derivatizagdo com auxilio N-terc-butilmetilsilil-N-metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA) de
acordo com Oms-Oliu et al. (2011). Depois as concentragdes de todos os acidos foram
analisados em cromatografia gasosa equipada com detector de ionizagdo de chama (GC-FID),
Varian Star 3400CX (CA, EUA), a separac¢do foi adquirida em uma coluna capilar polar
(Chrompack, CP-WAX 52 CB, EUA) de 50 m x 0,25 mmi.d. x 0,25 um de espessura de
filme, usando hidrogénio como gas de arraste a uma pressao constante de 15 psi, no entanto o
acido latico foi usada a coluna SGE-BPX 5 de 30 m x 0,22 mm d.i. X 0,25 mm de espessura
de filme.

A determinagdo do amido foi realizada usando o método proposto Walter et al. (2005).
Essa determinagdo inclui digestdes enzimaticas sequenciais com amilase (Termamyl 120L),
amiloglicosidase (AMG 300L) e protease (Flavourzyme 500L) para hidrélise do amido e da
proteina. Os agucares resultantes dessa digestdo foram quantificados em espectrofotometro a
A = 505 nm de absorbancia, utilizando o kit glicose oxidase-peroxidase (GOP) como reativo
de cor.

As analises de digestibilidade “in vitro” gas, foram realizadas de acordo com técnicas

adaptadas de Shofield et al. (1994) e Theodorou et al. (1994), nas quais a produgdo de gas foi
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medida nos tempos 3, 6, 9, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 72, 96 horas, ¢ os calculos dos
parametros da cinética de produc¢do de gases, foram realizados com auxilio do programa
estatistico SAS. E os dados se ajustaram ao modelo logistico bicompartimental, onde: V (t)=
Al (lL+exp(2+4*B*(C-T))+D/ (1+ Exp(2+4 *E * (C - T)))), em que: V (t): volume
de gases no tempo (t); A= volume de gases originado da fracdo de rapida degradagao (ml); B=
taxa de degradagdo (% h) da fracdo de rapida degradagao, C=tempo de colonizagao (lag time)
em horas; D= volume de gases originado na fra¢do lenta degradacao (ml); E= taxa de
degradacdo (% h) da fracdo de lenta degradagdo. Para a realizacdo das andlises, os animais
foram adaptados com silagem de milho de boa qualidade, durante 5 dias antes da coleta do
in6culo ruminal.

A estimativa da produgdo de leite foi realizada com auxilio da planilha MILK2006,
desenvolvido por Shaver & Lauser (2006), a qual considera a producdo de massa de forragem,
os teores de amido, PB, NDT, EE, FDN e DIVFDN nas 48h, para fins do calculo. Foram
geradas estimativas da energia liquida para lactagdo (ELI), nutrientes digestiveis totais (NDT),
produtividade de leite/t silagem e produtividade de leite/ha. A digestibilidade in vitro do FDN
(DIVFDN_48 h) foi determinada usando a seguinte equag¢dao: DIVFDN = 100 — (FDN
remanescente em t =48 h/ FDN no t =0 h) x 100.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e
4 repetigdes cada. O modelo experimental foi: yijj= p + ti + ej5, onde yij = valor observado na
unidade experimental que recebeu o tratamento i, repeti¢do j; m= efeito geral da média; ti =
efeito do tratamento 1; eij = erro aleatdrio (residuo). Foi realizada andlise de variacdo e
regressdo, € a escolha dos modelos foi baseada no valor de significancia (P>0,05), e na
significancia dos coeficientes linear e quadratico, com auxilio do programa estatistico SAS,

versdo SAS® University Edition.
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Resultados e discussiao

Nao foi observado efeito do tempo de estocagem na matéria organica e matéria
mineral das silagens de milho, que apresentaram teores médios de 95,12 ¢ 4,88 %, enquanto
que a MS apresentou decréscimo linear em fungdo do tempo de estocagem (Tabela 2). De
acordo com Weinberg e Chen (2013), essa queda nos teores de MS das silagens de milho ao
longo do tempo de armazenamento, ¢ decorrente dos efeitos secundarios da fermentagdo, os
quais causam 0 rompimento de células ¢ promovem o extravasamento do contetido
intracelular para 0 meio externo. Também pode ser atribuida ao processo de oxidacdo das
hexoses, o qual resultam na producdo de acidos organicos, CO> e agua (MUCK, 2010).

No presente trabalho, o teor de extrato etéreo aumentou linearmente com o tempo de
estocagem (Tabela 2). Herrmann et al. (2011), avaliando diferentes tempos de estocagem (O,
10, 90, 180 e 360 dias), também observaram o acréscimo no conteudo do extrato etéreo com o
passar do tempo. Isso pode ser explicado, devido a lixiviagdo dos carboidratos soliveis do
meio, acarretando na concentragdo dos demais componentes.

A concentragdo de N-amoniacal aumentou linearmente e 0 NS apresentou efeito
quadratico, atingindo um valor maximo de 67,20 % aos 278 dias de estocagem. Enquanto que
a proteina bruta reduziu linearmente com o0 avango do tempo de estocagem. ISSo ocorre
devido ao processo de protedlise, 0 qual provoca a hidrolise das ligagdes peptidicas das
proteinas através da ac¢do de enzimas presentes nas células da planta, gerando compostos
nitrogenados ndo-protéicos, como amonia, nitratos, nitritos, aminodcidos livres e peptideos
(McDonald et al 1991). Sendo o NS e N-NHs, produtos de degradagdo de proteinas,
geralmente aumentam com o passar do tempo de estocagem. Esta situagao ja foi demonstrada
em outros trabalhos que avaliaram diferentes periodos de estocagem nas silagens de milho
como Ferraretto et al. (2015) até 240 dias, Young et al. (2012), 45 e 150 de fermentagdo dos
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silos, indicando que os mecanismos proteoliticos estavam ativos no decorrer do tempo de
armazenamento.

O N-amoniacal ¢ descrito na literatura como um produto exclusivo de desanimagao
das proteinas, apesar da maior concentracdes de N-NHz, observado em nosso estudo, 0s
valores nao afetaram a qualidade das silagens. Estando de acordo com Kung Jr. et al. (2018)
que relataram teores de 55 a 60 % de NS e concentragdes menores que 10-15 % N-amoniacal,
como resultante de um adequado processo fermentativo. Pode-se sugerir que esse aumento de
N-NHa, ¢ causado pela atividade bacteriana da proteina que envolve o grao de milho (Windle
et al., 2014). Essa atividade bacteriana sobre as prolaminas ao redor do granulo de amido
pode alterar a integridade da matriz proteica, facilitando a exposi¢do do amido a fermentacao
bacteriana, possibilitando assim a maior digestibilidade do amido (Hoffman et al., 2011).

Baseado neste fato, os estudos como de Ferraretto et al. (2014) e Ferraretto et al.
(2015), estimaram equagdes para predizer a digestdo do amido correlacionando com os teores
de NS, N-amoniacal, PB, pH e MS das silagens. Demonstraram relagdes positivas entre
digestibilidade do amido com N-NHz e NS, a medida que aumenta o tempo de estocagem.
Isso acontece devido a solubilizagdo das proteinas (Hoffman et al., 2011), conforme relatado
anteriormente.

Os teores de FDN, FDA, celulose e LDA (Figura 1), também apresentaram
comportamento linear positivo, ou seja, aumentaram com 0 passar do tempo. O incremento
destes constituintes nas silagens, ocorre em virtude das perdas de componentes ndo
estruturais, ou seja, da fracdo soluvel acarretando na concentragdo da fragdo fibrosa das
silagens. Os_resultados estdo de acordo com Ledo et al. (2017), que estudaram os efeitos do
tempo de estocagem em silagens de cereais. Visto que esse aumento do FDN tem efeito

negativo sobre o consumo como relatado no estudo de meta-analise de Detmann et al. (2014),
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0 qual observaram que a ingestdo de matéria seca reduziu linearmente, conforme a fragdo
FDN da dieta aumentou, visto que o consumo voluntario foi regulado pelas limitagoes fisicas
e metabolicas dos animais.

Em relagdo a hemicelulose nao observamos diferenga estatistica (P>0,05), a qual
apresentou valores médios de 17,86 % MS. Em contraste, Der Berdrosian et al. (2012)
avaliando a silagem de milho com diferente tempo de estocagem, ndo encontraram efeitoS
sobre os teores FDN, FDA, e amido das silagens, contudo observaram a solubilizagio parcial
da hemicelulose, propiciando maiores concentragdes dos carboidratos solaveis.

O processo fermentativo ocorreu adequadamente em todas as silagens (Figura 2). O
pH apresentou comportamento quadratico, atingindo seu maior valor de 4,0 aos 264 dias de
fermentagdo, sendo este valor inferior a 4,2 estando dentro do recomendado para obtencao de
uma boa silagem (McDonald et al. 1991). Os acidos latico e acético demonstraram
comportamento quadratico, com valores maximos de 4,18 e 1,96 % aos 233 e 162 dias de
fermentacdo respectivamente, com posterior redugdo. Esses resultados corroboram com
Arcari et al. (2016) que avaliando silagem de milho com até 202 dias de fermentagio,
observaram pico de acido latico aos 174 dias, reduzindo posteriormente.

Essas reducdes da concentragdo de &cido latico em silagens armazenadas por longos
periodos podem ser atribuidas a capacidade de certas estirpes de bactérias em aproveitar acido
latico em condigdes anaerobicas e com falta de glicose (Lindgren et al. 1990). Em
contrapartida, observamos um aumento linear (Figura 2) da concentragao do acido propionico
com avango do tempo de estocagem, isso pode ser justificado com a redugdo do acido latico,
pois as bactérias podem utilizar este acido na rota do acrilato, produzindo propianato como
subproduto de fermentagdo (Kozloski, 2017). Além disso, este maior aporte de acido

propidnico pode ser importante, pois este ¢ um precursor de glicose, entrando no ciclo da
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gliconeogénese hepatica (Huntington, 1990).

A redug¢do na concentracdo do acido acético pode ser causada por uma disponibilidade
limitada de carboidratos soltveis em agua em condig¢des prolongadas de estocagem (Lindgren
et al. 1990). Os resultados deste estudo sdo diferentes daqueles relatados por outros autores
que estudaram diferentes tempos de estocagem como Herrmann et al. (2011); Weinberg e
Chen (2013) e Arcari et al. (2016), que descreveram concentragdes de acido latico e acido
acético superiores ao presente trabalho. Com aumentos constantes em silagens de milho de
planta inteira, armazenadas por longos periodos em comparacdo com silagens armazenadas
por periodo mais curto. Os teores de acido butirico ndo se ajustaram a analise de regressao,
apresentando valor médio de 0,10 % da MS. Altos niveis de acido butirico indicam a
ocorréncia de deterioragdo do material, no entanto, em concentragdes menores que 0,10 % da
MS ndo comprometem a qualidade nutricional da silagem de milho (McDonald, 1991).

A produgdo de gas e os parametros cinéticos de degradagdo das silagens (Tabela 3),
determinados pela digestibilidade in vitro gas, demonstraram uma redugao linear no volume
de gas produzido e na fragdo de rapida digestdo (A) na medida em que aumentou o tempo de
estocagem, devido, provavelmente, ao aumento da fracdo fibrosa (FDN) e reduzam dos CNF
(Tabela 5). Esse aumento da fibra nas silagens, podem ter limitado o acesso das bactérias do
ramen ao conteudo de células fermentaveis (Van Soest, 1994). Em contraste, menores teores
de FDN e maiores valores de CNF foram observados por De Boever et al. (2005) em
diferentes hibridos das silagens de milho, o que resultou em maiores taxas de degradagdo e
volumes de gas produzido.

A taxa de producdo de gias da fragdo de ripida fermentacdo (B) aumentou
constantemente, visto que a mesma varia de acordo com a composi¢ao da fracdo A, enquanto

que os demais parametros cinéticos de degradacdo das silagens ndo se ajustaram a analise de
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regressdo, ou seja, ndo foram afetados pelo tempo de armazenamento. Foram observados
teores médios para LAG time (C), de 5,5 h, que representa o tempo que as bactérias ruminais
levam para se ‘aderir’ as particulas da silagem, ou seja, o tempo que leva para iniciar a
degradacao da fracdao de lenta degradagdo, uma vez que o volume de gas produzido pela
fracdo lentamente degradavel (D) ¢ de 97,64 ml, e a taxa de producao de gas obtida pela
fragdo de lenta degradagao foi de 2,58 %/h. De acordo com estudos de Senger et al. (2007)
avaliando silagem de milho com 28 % MS e alta compactagdo observaram produgdo de gas de
203,6 ml e valores para as fracdo A, B, C, D, E de 61,4 ml, 1,3 %/h, 8,1 h, 133,7 ml, 2,4 %/h,
respectivamente.

Analisando-se o fracionamento do nitrogénio (Tabela 4), podemos observar que a
fracdo A que corresponde ao NNP das silagens estudadas apresentaram comportamento
quadratico, atingindo seu maior nivel de 65,27 % aos 277 dias, significando haver suprimento
de compostos nitrogenados ndo proteic0s para micro-organismos que fermentam carboidratos
estruturais, ja que estes utilizam a amonia presente no rimen como a principal fonte de N para
sintese de proteina (Ribeiro et al., 2001). Visto que 0 N-amoniacal esta contido no NNP, e foi
observado um aumento de 0,006 unidades percentuais deste para cada dia a mais de
estocagem dos silos.

Contudo, as fragdes B1, B2 ¢ B3, sdo as proteinas verdadeiras com diferentes taxas de
degradacao, sendo que as fragdes B1 e B2 sdao linearmente negativas, ou seja, a concentragao
dessas reduziram com avango no tempo de estocagem das silagens. Em conjunto esses dados
demonstram a ocorréncia de protedlise ao longo do tempo, visto que durante 0 processo
fermentativo da silagem, as enzimas das plantas, como proteases e peptidases, degradam
proteinas verdadeiras em NNP (Medeiros e Marino, 2015). Isso afeta negativamente o valor

nutritivo da silagem, uma vez que, Russell et al. (1992) relata que a fracdo B1 consiste em
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proteinas totalmente degradaveis, sendo que estas disponiveis em niveis adequados,
estimulam o aumento da biomassa bacteriana fermentadoras de carboidratos. Enquanto que o
excesso de NNP pode ser prejudicial para a formulagao das dietas, devido ao fato de dificultar
a sincroniza¢do ruminal da taxa de degradacdao de carboidratos e proteinas, na sintese de
proteina microbiana (Yang, 2010).

De acordo com Carvalho et al. (2008), a avaliagdo da fracdo B2 ¢ importante, devido a
sua degradacdo obter relagdo direta com a taxa de passagem, € com a extensdo com que a
proteina ¢ degradada no rimen constitui pardmetro importante para determinagdo do
fornecimento de nitrogénio aos microrganismos e da quantidade de aminoacidos que pode ser
absorvida no intestino. A fracao B3 apresentou efeito quadratico, com valor minimo de 4,03
% NT aos 213 dias. O valor da fragdo B3 encontrado neste trabalho sdo menores que os
descritos por Sniffen et al. (1992) de 16,2 % para silagem com 25 a 40 % de grdos. A fragdo
C, consiste na proteina associada a lignina (NIDA), sendo insoluvel no ramen e indigestivel
no trato gastrintestinal, e para a qual ndo foram observadas diferengas entre os tratamentos,
sendo o teor médio de 4,27 % do NT.

Em rela¢do ao fracionamento de carboidratos (Tabela 5) proposto por Lanzas et al.
(2007) a fragdo A, foi subdivida em quatro fracdes para melhor predizer o valor nutritivo das
silagens, sendo obtidos na fragcdo Al, com a soma dos acidos graxos volateis como acético,
propidnico e butirico, e A2 os acidos laticos, ambas as fracdes apresentaram efeito quadratico,
atingindo seus maiores niveis de 24,98, 41,85 g/kg aos 169 e 233 dias de fermentagao,
respectivamente. A fragdo A3, ndo foi detectada nas silagens, pois os acidos organicos que
nao sejam os acidos latico e acético sao quase que indetectaveis em silagens (McDonald et al.
1991). O teor de agucares soluveis, fragdo A4, nao se ajustou ao modelo de regressdo,

apresentando teor médio de 29,11 g/Kg ou 2,91 % da MS. Hentz et al. (2017), observaram
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teor médio de 0,18 (% MS) de acticares soluveis nas silagens de milho, no entanto Hall (2000)
relata valores de 0,3 a 4,7 % como sendo a faixa ideal € uma média de 2 % da MS de agucares
soluveis nas silagens de milho, condizendo como resultados obtidos neste estudo.

No fracionamento pode-se verificar que a fracdo amido BI1, apresentou efeito
quadratico atingindo seu maximo de 205,20 g/Kg aos 167 dias de estocagem, enquanto que as
fibras soluveis B2, reduziram ao longo do tempo de armazenamento. No entanto, o teor de
amido observado foi considerado baixo (18,97 %), quando comparado ao valor médio de
amido em silagens de milho (25,6 % na MS) apontado por Valadares Filho et al. (2006). Esta
menor concentracdo de amido se deve provavelmente ao estagio mais precoce da planta, no
momento da colheita, como podemos observar pelo teor de matéria seca (27,79 %).

No entanto, os valores de fibras soluveis foram considerados elevados, possivelmente
pelo estagio ainda precoce e com pouco teor de MS em que a planta se encontrava no
momento do corte. De acordo com Sorieul et al. (2016) planta em fase de crescimento tem
mais parede primaria, com isso, possui maior propor¢do de fibras soliveis como pectinas,
hemiceluloses e B-glucanas. Enquanto que, as fragdes fibrosas como a fibra indigestivel B3 e
fibra indigerivel C, aumentaram constantemente ao longo do tempo de estocagem,
possivelmente em decorréncia da redugao (P<.0001) dos carboidratos nao fibrosos.

Portanto, pelo fracionamento podemos observar que ocorreu redugdo das fragdes
soluveis e consequente incremento das fragdes fibrosas na medida em que aumentou o tempo
de estocagem. Esta situacdo pode impactar no fluxo do trato gastrointestinal, podendo
implicar na limitagdo do consumo de MS, restringindo 0 desempenho dos animais (Ahmed et
al. 2014). A redugdo da fracdo solivel dos carboidratos demonstra ter ocorrido atividade
microbiana, degradando essas fra¢des prontamente disponiveis que, possivelmente, tenham

sido utilizadas para producdo de acido latico, visto que aos 233 dias de estocagem foi o
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momento de maxima produ¢ao deste acido, reduzindo posteriormente.

No entanto os carboidratos soluveis reduziram, provavelmente em decorréncia das
perdas oriundas do processo fermentativo como as perdas de MS por meio de efluentes e
gases (McDonald, 1991). Essas produgdes de acidos organicos e latico nas silagens sdo
importantes, pois sdo responsaveis pela conserva¢dao do material ensilado inibindo varios
micro-organismos aerobios (Muck, 2010), além de serem utilizados como fonte de energia
para 0s ruminantes, sendo incorporado no leite ou depositado no tecido adiposo. Enguanto
que acido propidnico das silagens ¢ absorvido pelo ramen, transformando-se em glicose no
figado (Kung Jr. et al. 2018).

Os fracionamentos de carboidrato e proteina sdo importantes ferramentas, utilizadas
em sistemas de formulagdes de dietas, por isso realizamos uma simula¢do de dieta com o
sistema CNCPS (Tabela 6). Observamos a redugdo nas concentragdes de energia, proteina
metabolizavel estimada para produgdo de leite, assim como no ganho médio diario dos
animais a medida que se prolonga o tempo de estocagem das silagens. Consequentemente, 0
numero de dias necessarios para os animais adquirirem uma unidade de condi¢do corporal ¢
maior ao utilizar silagens que foram estocadas por mais tempo.

Apesar da reducdo da energia metabolizavel estimada para produgdo de leite com 0
aumento do tempo de estocagem, todas as silagens testadas sdo capazes de suprir a
necessidade de energia para a vaca produzir 25 Kg de leite/ dia, considerando uma
participagao da silagem de 10,03 % da MS. Entretanto, a proteina metabolizavel estimada
para produgdo de leite, ndo atendeu as necessidades minimas para produzir 25 kg leite/dia nas
silagens estocadas durante 360 dias, sendo que a proteina metabolizavel é representada pelos
aminoacidos provenientes da digestdo intestinal e da proteina microbiana, proteina nao

degradada no rimen e proteina endogena (NRC, 2011). Esta situagdo esta, provavelmente,
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relacionada a redugédo das proteinas verdadeiras (Tabela 4) das silagens com avango do tempo
de estocagem.

Observamos um efeito quadratico na digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMYS)
atingindo seu maior nivel de 73,50 % aos 221 dias, com posteriormente reducao (Tabela 6).
Essa redugdo na digestibilidade pode ser justificada pelo aumento das fragdes insoluveis
(Tabela 4) das silagens. Os nutrientes digestiveis totais (NDT) apresentou um aumento de
0,001 pontos percentuais a cada dia a mais de estocagem, enquanto que a energia liquida de
lactagdo (ELI) e estimativa de produgdo de leite ndo se ajustaram a analise de regressdo, no
entanto observamos uma tendéncia de aumento nessas varidveis com prolongar do tempo. De
acordo com Zabeli et al. (2012) as exigéncias nutricionais da lactagdo para vacas leiteiras
requerem alta ingestdo de energia para amparar a producao de leite e condi¢do corporal.

A digestibilidade in vitro do FDN (DIVFDN) néo foi afetada pelo tempo de estocagem
(Tabela 6). No entanto, Der Berdrosian et al. (2012) e Young et al. 2012 observaram redugdo
na DIVFDN, o que foi relacionado a solubilizagdo da fibra no inicio da fermentacao.
Contudo, nenhum efeito foi observado nas pesquisas Ferraretto et al. (2015). As razdes para
as diferencas entre os estudos sdo desconhecidos, mas pode ser atribuida as diferencas nas
estacdes do ano, aos hibridos avaliados, ou técnicas usadas para estimar a DIVFDN.

Em relacdo a estimativa de produgdo de leite, observamos que os dados nao se
ajustaram a analise de regressdo, nao sofrendo influéncia pelo tempo de estocagem,
apresentando valores médios de 1258 kg/t/MS e 14714,02 Kg/ha*. Resultados semelhantes
foram relatados por Oliveira et al. (2011), avaliando a influéncia da altura de corte da planta
de milho na ensilagem, observaram teores médios da produtividade de leite de 1226 kg/t/MS

e 17956 kg/ha, quando o milho foi cortado a 15 cm do solo.
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Conclusao

O aumento no tempo de estocagem reduz a qualidade das silagens, devido a elevagao
dos teores de N-amoniacal, NNP, parede celular e as perdas de proteina verdadeira e
carboidratos soluveis.

As silagens de milho devem ser monitoradas regularmente durante todo o ano e devem
ser realizadas as mudangas apropriadas nas formula¢des das dietas, devido as altera¢des

sofridas no valor nutritivo deste alimento.
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Tabela 1- Composi¢ao nutricional, proteica e estrutural da planta de milho do hibrido AG 8690, utilizada na elaboragao das silagens.

Composigao Nutricional (% MS)

Variaveis MS MM FDN FDA LDA CT**
27,97 5,47 45,16 22,52 3,72 10,12
Variaveis DIVMS DIVMO NDT Amido EE AS
66,89 68,69 66,85 17,43 2,28 6,19
Composig¢ao Proteica (% PB)
Variaveis PB NIDN NS NNP NIDA
8,51 24,60 36,32 34,93 11,51
Composig¢ao Estrutural (%)*
Variaveis Folha Colmo Material Palha Espiga Producao***
Senescente
13,69 31,11 3,19 5,6 47,76 12487,01

MS= Matéria seca; MM = Matéria mineral; FDN = Fibra detergente neutro; FDA = Fibra detergente acida; LDA= lignina, AS= Acucares soluveis,
CT = **Capacidade tamponante (meq.HCI/100g de MS); DIVMS= Digestibilidade in vitro da matéria seca; DIVMO = Digestibilidade in vitro da
matéria organica; NTD= Nutrientes digestiveis totais; EE= Extrato etéreo; PB= Proteina bruta; NIDN= Nitrogénio insoltivel em detergente neutro;
NS= Nitrogénio soliivel; NNP= Nitrogénio ndo proteico; NIDA= Nitrogénio insolivel em detergente acido;. * Participagcdo (%) de cada
componente com base na matéria seca da foragem a ser ensilada. *** Produgao em Kg MS/ha.



Tabela 2- Valor nutritivo da silagem de milho AG 8690 com distintos tempos de estocagem.

Variaveis Dias de estocagem EPM
Equagdes R? P
(% MS) 45 90 180 360
MS 29,08 28,64 26,59 26,87 0,81 y= 29,00 - 0,00713984x 0,24 0,05
MM 4,80 4,78 5,02 4,89 0,05 y= 4,87 - 0,50
MO 95,20 95,21 94,97 95,09 0,05 y=95,12 - 0,34
HEMI 17,90 17,22 17,56 18,8 0,33 y=17,87 - 0,06
EE 3,02 2,40 3,25 3,48 0,17 y=2,59 + 0,002355556x 0,49 0,05
PB 8,76 8,42 8,47 8,20 0,21 y= 8,70 - 0,001450725x 0,42 0,02
NS 50,49 57,47 64,21 64,72 1,88 y=43,74 + 0,17326147x - 0,00031989x2 0,99 <,0001
N-NH3/NT 4,32 4,76 5,53 6,32 0,31 y=4,18 + 0,006193237x 0,62 0,0003

MS= matéria seca, DIVMO= digestibilidade ‘in vitro’ da matéria organica, PB= proteina bruta, NS= nitrogénio soluvel, EE= extrato etéreo, N-NH3= N-
amoniacal em nitrogénio total.
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Tabela 3- Volume de produgao de gas e dos parametros cinéticos de degradagao das silagens de milho AG 8690 com distintos tempos de

estocagem.
Variaveis Dias de estocagem
EPM Equagoes R? P

(% MS) 0* 45 90 180 360
PG (ml) 175,47 172,39 162,81 162,63 157,90 2,87 y = 170,07 - 0,0362266x 0,48 0,003
A (ml) 60,13 68,24 58,88 64,61 55,74 2,76 y = 66,78 - 0,02912657x 0,32 0,02
B (%/h) 10,81 11,84 12,21 12,39 13,64 0,37 y = 11,58 + 0,0055018x 0,48 0,002

C (h) 5,94 5,85 5,94 5,95 5,65 0,25 y=5,85 - 0,47
D (ml) 111,00 99,75 99,33 9371 97,78 2,52 y= 97,64 - 0,11
E (%/h) 2,48 2,58 2,57 2,65 2,53 0,05 y=2,58 - 0,56

PG: producido total de géas apds 96 horas de incubagdo (ml); A: volume de gas originado da fragdo de rapida digestdo (ml); B: taxa de degradacdo da
fragdo de rapida digestao (%h); C: tempo de colonizagdo (horas); D: volume de gas originado da fragdo de lenta degradacao (ml); E: taxa de degradacao
da fragdo de lenta degradagdo (%h). * O tratamento zero ndo foi considerado na analise estatistica.



Figura 1- Efeito do tempo da estocagem nas fra¢des Figura 2- Efeito do tempo de estocagem nas concentragdes

fibrosas de silagens de milho AG 8690. dos acidos organicos e do pH de silagens de milho AG
8690.
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Tabela 4- Nitrogénio total (NT) e composigao das fragdes proteicas de silagens de milho AG 8690 com diferentes tempos de estocagem.

Fragao Dias de estocagem

proteica EPM Equagdes R? P

(% NT) 45 90 180 360
NT 1,40 1,33 1,44 1,31 0,03 y=1,39 - -
A 47,73 55,28 61,80 63,16 1,90 y =41,09 + 0,17466756x - 0,00031547x> 0,98 <.0001
Bl 2,74 2,19 2,40 1,55 15,72 y = 2,77 - 0,003241546x 0,62 0,01
B2 39,96 32,62 27,15 25,27 4,00 y = 38,13 - 0,04080676x 0,97 0,0002
B3 6,05 5,25 4,06 5,64 7,78 y = 7,37 - 0,031408065x + 0,000073815x> 0,84 0,01
C 3,49 4,65 4,57 4,36 8,40 y=4,27 0,63 0,08

NT= Nitrogénio total, A= Nitrogénio nao proteico, B= proteina verdadeira potencialmente degradada no rimen, sendo que B1= rapidamente
degrada, B2= degradagdo intermediaria, B3= lentamente degradada, C= proteinas insoltvel e indigestivel no trato gastrointestinal (NIDA)

Normas da revista ltalian Journal of Animal Science

56



Tabela 5- Carboidratos totais (CHO), carboidratos ndo fibrosos (CNF) e fragdes dos carboidratos, proposto por Lanzas et al. (2007), de
silagens de milho AG 8690 com diferentes periodos de estocagem.

Fragdes Dias de estocagem
EPM Equagdes R P
(g/Kg MS) 45 90 180 360
CHO 834,15 845,12 829,15 834,25 4,14 y=835,66 - 0.52
CNF 468,70 471,34 420,33 332,47 5,78 y = 500,91 - 0,4604435x 0,97 <.0001
Al 20,85 23,68 24,15 17,40 0,95 y =19,00 + 0,07088710x - 0,0002121x> 0,79 0,02
A2 19,50 34,25 38,25 33,00 2,59 y =1,104 + 0,02643172x - 0,000056717x> 0,72 0,04
A3 0 0 0 0 - - - -
A4 28,63 32,41 25,41 30,00 1,90 y=29,11 - 0,38
Bl 187,90 189,25 205,06 178,75 2,88 y =173,88 + 0,3715523x - 0,0011018x> 0,92 0,001
B2 211,83 198,80 118,34 63,36 1,77 Y=216,36 — 0,3827720x 0,92 0.0002
B3 286,56 295,02 327,56 362,95 4,09 y = 276,29 + 0,2473314x 0,94 <.0001
C 78,85 78,76 81,24 138,83 3,27 y =61,07 + 0,19761932x 0,83 0,001

Al=soma dos AGV (acético+propidnico+butirico e isobutirico), A2= acido latico, A3= outros acidos organicos, A4= agucares soluveis, Bl=amido,
B2= fibra soluvel, B3= fibra digestivel, C= fibra indigestivel.
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Tabela 6- Parametros utilizados para a simulagao da dieta e os teores de digestibilidade in vitro da MS (DIVMS) e da FDN (DIVFDN), nutrientes
digestiveis totais (NDT) e energia liquida para lactacdo(EL,) das silagens com diferentes tempos de estocagem e a estimativa da
produtividade de leite.

Variaveis plas EPM Equagoes R? P
45 90 180 360
Parametros de simulagao de dieta
PM estimada Leite (Kg/d) 27,40 26,45 26,13 24,10 0,23 Y= 27,68 - 0,00979710x 0,89  0,0004
EM estimada Leite (Kg/d) 32,20 31,50 31,15 29,15 0,27 Y= 32,56 - 0,00927536Xx 0,85 0,001
Dias para ganhar 1 ECC 85,00 94,50 100,00 159,50 1,15 Y=70,13 + 0,23478261x 0,77 0,004
GMD (kg/d) 1,10 0,95 0,90 0,60 0,01 Y=1,14 - 0,001478261x 0,88  0,0005
Digestibilidade e energia
DIVMS_48 h 64,59 71,33 72,04 68,86 2,12 Y=61,33+0,11006075x-0,00024883x> 0,40 0,02
DIVFDN_48h 63,55 62,27 61,69 62,99 4,07 Y=62,70 - 0,95
NDT (%) 66,10 65,11 69,94 69,79 1,23 Y=65,33 + 0,01420870x 0,50 0,05
ELi (Mcal/kg) 1,33 1,31 1,44 1,41 0,02 Y=1,31 - 0,08
Produgao de leite
kg/t MS 1245 1213 1385 1349 55,69 Y=1228,44 - 0,09
Kg/ha 15408 14331 15750 15404  529,0 Y=14968,37 - 0,64

PM estimada para Leite= proteina metabolizavel para produgdo de leite, EM estimada para Leite= energia metabolizavel estimada para producdo de leite, Dias para
ganharl ECC= dias necessarios para que 0s animais ganhem uma unidade de condigéo corporal, GMD= ganho médio diario,
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Artigo 2- AVALIACAO DAS PERDAS E ESTABILIDADE DA SILAGEM DE MILHO

AO LONGO DO TEMPO DE ESTOCAGEM E DE EXPOSICAO AO AR

Resumo

Obijetivou-se investigar os efeitos do tempo de estocagem e de exposigdo ao ar das silagens de
milho sobre as perdas anaerdbicas, MS e a estabilidade aerobica. Os silos foram abertos com
distintos tempos de estocagem 45, 90, 180 e 360 dias e permaneceram expostos ao ambiente
com temperatura controlada de 25 °C durante 96 horas. As medi¢Ges de temperatura, pH, N-
NH3s e MS foram realizadas uma vez ao dia e a avalia¢ao nutricional das silagens foi realizada
na abertura e apds as 96 horas de exposigdo ao ar. Os teores de MS e MM nao foram afetados
e a PB, FDN, FDA, celulose aumentaram independente dos tratamentos avaliados, enquanto
que a lignina aumentou na abertura e nas 96 horas obtendo sua maior concentragdo com 224
dias. Os teores de digestibilidade, NDT e amido aumentaram no momento da abertura com
avango do tempo de estocagem, ¢ ndo foram afetadas apo6s as 96 horas de exposicdo ao ar,
enquanto que a concentragdo dos acidos organicos aumentou ao longo do tempo de
estocagem. Nao observamos diferenca nas perdas e RMS, enquanto que a produgdo de
efluentes aumentou com o decorrer do tempo de armazenamento. N-amoniacal reduziu,
enquanto que a temperatura, pH e MS aumentaram com o tempo de exposi¢cdo ao ar,
independente dos tratamentos avaliados. A perda de estabilidade ocorreu antes das 24 horas
de exposi¢ao ao ar, em todos os tempos de estocagem avaliados. Os resultados demonstram
que ocorreu alteragdo na composi¢ao quimica, e na producdo de efluentes, o qual acarretou no

aumento da fragdo fibrosa das silagens ao longo do tempo de exposi¢ao ao ar e de estocagem.

Palavras-chave: Deterioragdo aerdbica, Efluentes, Ensilagem, Perdas de MS, Temperatura.

EVALUATION OF LOSSES AND STABILITY OF CORN SILAGE THROUGH
TIME OF STORAGE AND AIR EXPOSURE

Abstract

This study aimed to investigate the effects of storage time and exposure to air of silage of
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maize on the losses, MS anaerobic and aerobic stability. The silos were opened with different
times of storage 45, 90, 180 and 360 days and remained exposed to the environment with
controlled temperature of 25 °C during 96 hours. The measurements of temperature, pH, N-
NH3 and MS were performed once a day and the nutritional assessment of the silages was
performed at the opening and after 96 hours of exposure to the air. The levels of MS and MM
were not affected and the CP, NDF, ADF, pulp increased regardless of the treatments
evaluated, while the lignin increased openness and in 96 hours getting its highest
concentration with 224 days. The levels of digestibility, NDT and starch increased in the
moment of opening with advancement of storage time, and were not affected after 96 hours of
exposure to air, while the concentration of organic acids increased over the time of storage.
We did not find any difference in losses and RMS, while the production of effluent increased
with the passage of time of storage. N-ammoniacal nitrogen reduced, while the temperature,
pH and MS increased with the time of exposure to air, regardless of the treatments evaluated.
The loss of stability occurred before the 24 hours of exposure to air, at all times of storage
evaluated. The results demonstrate that occurred change in chemical composition, and the
production of effluents, which has resulted in the increase of fiber fraction of silages over

time from exposure to air and storage.

Keywords: Aerobic deterioration, Effluents, Silage, Losses of DM, Temperature.

INTRODUCAO

Durante o processo fermentativo da silagem na fase anaerdbica ocorre uma série de
processos que podem causar perdas de nutrientes pela produgao de efluentes e gases, que sdo
indesejaveis e resultam na reducdo da qualidade da silagem, perdas estas que devem ser
minimizadas ao maximo. Essas perdas anaerdbicas que s3o causadas por inadequada
conservac¢do dos materiais, podem representar até 40 % do material ensilado (MCDONALD
et al., 1991). Enquanto que as perdas aerdbias, em silagem de milho, podem causar reducao
de até 20 % da matéria seca da silagem (TABACCO et al., 2009).

Na fase de exposigdo ao ar, ao se abrir o silo, todas as silagens se deterioram, devido a
atividade da microbiota aerdbica, que pode influenciar negativamente a qualidade do material

e com isso afetar a rentabilidade da atividade, causando graves prejuizos econdmicos a0S
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produtores (WEINBERG et al., 2009). O ar é uma das principais causas de deteriora¢dao da
silagem, uma vez que permite a atividade de microrganismos indesejaveis, tais como
leveduras e mofos, que resultam na alteragdo da composigdo nutricional e de fermentagio da
mesma (WOOLFORD, 1990).

A estabilidade aerdbia da silagem ¢ avaliada como a resisténcia da massa de forragem
a deterioragdo ap6s a abertura do silo, ou seja, a velocidade com que a massa deteriora apds
exposta ao ar (JOBIM et al., 2007). A perda de estabilidade aerobia das silagens geralmente ¢é
manifestada por aumento de temperatura e alteragio do pH. E indesejavel que a silagem
tenha a sua qualidade comprometida em razao da exposig¢a0 ao ar, pois as alteragdes sobre a
composi¢do podem impactar negativamente no desempenho dos animais (KUNG et al.,
1998).

Essas perdas no valor nutritivo das silagens estdo relacionadas ao desenvolvimento de
agentes patogénicos € na composi¢do microbioldgica (Weinberg et al., 2011) e das perdas de
MS (Tabacco et al., 2011), visto que essas perdas resultam frequentemente em redugdo no
teor de energia e na qualidade nutricional das silagens. A exposi¢do prolongada ao oxigénio
(até 14 d) do material ensilado pode ocorrer antes mesmo da remocgdo da silagem, pois o
oxigénio pode penetrar a massa da sSilagem e com isso causar a deterioracdo aerdbia do
material (TABACCO et al., 2011).

Apesar de algumas perdas serem inevitdveis, uma boa gestdo e compreensdo dos
efeitos relacionados a deterioragdo aerdbica da silagem, parece ser importante para quantificar
as perdas de MS e nutricional que ocorrem durante a exposicdo ao ar e no periodo de
armazenamento das silagens, para minimizar os prejuizos econdmicos. Portanto, com o
objetivo de investigar os efeitos do tempo prolongado de estocagem e da exposi¢cdo ao ar apds
a abertura do silo em silagens de milho sobre as perdas inerentes aos processos fermentativo

da matéria seca e a qualidade das silagens foi desenvolvido o presente trabalho.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Grupo de Estudos em Aditivos na Produ¢do Animal
(GEAPA) UFSM, localizado na regido fisiografica da Depressdo Central, Rio Grande Sul,
Brasil, no periodo de outubro de 2016 a junho de 2018. Foi utilizado o hibrido de milho
comercial (Agroceres AG 8690), em uma area experimental de 1.500 m?, semeada em outubro

de 2016, em linhas com espagamento de 45 cm e densidade de 3,6 sementes/m linear. Na
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ocasido da semeadura foi realizada a adubagdo conforme a necessidade expressa pelo Manual
de Adubagdo e Calagem (ROLAS, 2004). As plantas de milho foram colhidas a uma altura
média do solo de 20 cm, quando apresentavam a maior parte dos graos no estagio de 50 % da
linha leite, sendo fragmentada em triturador com tamanho médio de particulas de 2 cm.

A elaboracdo das silagens foi realizada no dia 08 de abril de 2017, em mini silos
experimentais. As silagens foram adequadamente compactadas em baldes de 30 litros e
hermeticamente fechadas com o uso de quatro sacos plasticos para protegdo contra a entrada
de ar e luminosidade. A sequéncia dos sacos plasticos repetiu a seguinte ordem: o 1° saco
com furos no fundo tinha por finalidade a saida dos efluentes e acomodacdo do material
ensilado, o 2° saco, continha uma camada de TNT mais areia lavada e seca em estufa que foi
utilizada para absor¢do dos efluentes; o 3° saco para melhor vedacao dos demais e o 4° saco,
escuro para prote¢do contra luminosidade. Os silos experimentais continham 6 kg de silagem
e 2 kg de areia.

Os tratamentos foram os tempos de estocagem de 45, 90, 180 e 360 dias, contados a
partir do fechamento das silagens experimentais, sendo utilizadas, quatro repeti¢des por
tratamento. Foram realizadas as pesagens dos silos antes e apos a coleta das amostras, para a
avaliacdo das perdas. Para determinagdo da estabilidade foram avaliadas a temperatura, pH,
nitrogénio amoniacal em percentagem do nitrogénio total (N-NH3) e a matéria seca (MS) no
momento da abertura considerada hora zero e posteriormente nas 24, 48, 72 ¢ 96 horas apos a
exposi¢ao das silagens ao ar.

Para avaliacdo da estabilidade aerobica das silagens, cerca 5 kg de silagem ficaram
expostas ao ar de acordo com a metodologia descrita por Keady e Kiel (1996), os silos foram
mantidos em um ambiente climatizado com temperatura constante em 25 °C. Os silos foram
levados a este ambiente um dia antes da abertura para climatizagdo dos mesmos. AS
temperaturas das silagens expostas foram monitoradas utilizando-se termometro de mercurio
inseridos no centro dos silos antes da retirada das amostras. O rompimento da estabilidade
aerobica, foi definido como o nimero de horas para a temperatura do silo subir 2 °C acima da
temperatura inicial.

Foram coletados 200g de amostra de cada silagem, sendo levadas a estufa com
circulacao forgada de ar e temperatura média de 55 °C, até atingir peso constante, para a
determinag¢do da matéria parcialmente seca. Somente as amostras coletadas no momento de
abertura dos silos (hora 0) e nas 96 horas de exposicdo ao ar, foram moidas para posterior

analise da composi¢cdo quimica em um moinho do tipo “Willey” com peneira de malha de 1
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mm (andlise quimica) de 2 mm (estimativa de DIVMO). Imediatamente ap6s a obtengdo das
amostras procedeu-se a determinagdo do pH conforme metodologia de Silva e Queiroz,
(2002). Em outra amostra foi realizada a extracao do liquido da silagem por meio de
prensagem (prensa Carver), sendo nove ml filtrados em papel filtro de 0,5 micras e
posteriormente adicionado um ml de acido sulfarico 7,2 N, para conservagdao da amostra e
posterior analise do nitrogénio amoniacal pelo método de calorimetria de acordo com
WEATHERBURN (1967).

Foram realizadas as seguintes analises, matéria seca total (MS) determinada em estufa
a 105 °C durante um periodo minimo de 8 horas, matéria mineral (MM) pela incineragdo em
mufla a 550 °C durante 4 horas e para determinagdo de proteina bruta (PB) pelo método micro
Kjeldhal, segundo AOAC (1995) e extrato etéreo (EE) de acordo com AOCS (2005). Os
niveis de fibra em detergente neutro (FDN) foram obtidos com o uso de o-amilase
termoestavel (Termamyl 120L, Novozimes Latin America, LTDA) com auxilio de autoclave,
conforme técnica adaptada por Senger et al. (2008) ¢ o contetido de fibra em detergente acido
(FDA) e o teor de lignina (LDA), de acordo a metodologia de Van Soest et al. (1991), sendo a
LDA extraida com a uso de 4cido sulfurico 72 %. Os teores de hemicelulose (HEM) e
celulose foram obtidos por diferengas entre os teores (FDN e FDA) e (FDA e lignina),
respectivamente. O ensaio de digestibilidade “in vitro” da matéria organica (DIVMO), foi
conduzido segundo as metodologias de Tilley e Terry (1963) e Goering e Van Soest (1970),
com indculo de bovinos fistulados, os quais foram adaptados com silagem de boa qualidade.
O NDT foi inferido através da digestibilidade da matéria orgénica e pelo valor de FDN
proposto  por  Cappelle et al. (2001), pela formula  NDT=3,71095-
0,129014FDN+1,02278DMO.

As perdas oriundas do processo fermentativo foram calculadas de acordo com
formulas citadas por Jobim et al. (2007), sendo que os silos e 0 conjunto areia+TNT+saco
foram pesados no momento da confec¢do e na abertura das silagens e os calculos foram

realizados através das seguintes equagoes:
E = (Pab — Pen) / (MVfe) x 1000 (@D
E = Produgao de efluente (kg/t de massa verde);

Pab = Peso do conjunto (silo+areia+ TNT) na abertura (kg);

Pen = Peso do conjunto (silo+areia+TNT) na ensilagem (kg);
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MVfe = Massa verde de forragem ensilada (kg).

G =[(PCen — Pen) * MSen] — [(PCab — Pen) * MSab] x 100 [(PCen —Pen) * MSen] (2)

G = Perdas por gases em % da MS;

PCen = Peso do silo cheio na ensilagem (kg);

Pen = Peso do conjunto (silo +areia +TNT) na ensilagem (kg);
MSen = Teor de MS da forragem na ensilagem (%);

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

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

RMS = (MFab x MSab)/ (MFfe x MSfe)*100 Onde: (3)

RMS = indice de recuperacdo de matéria seca;

MFab= massa de forragem na abertura;

MSab= teor de MS na abertura;

MFfe = massa de forragem no fechamento;

Msfe = teor de MS da forragem no fechamento.

Enquanto que, as perdas de matéria seca foram adaptadas de JOBIM et al. (2007),

sendo realizadas de acordo com a seguinte equagao:

PMS = [(MSi — MSf)] / MSi x 100 @)

PMS= Perda total de MS;

MSi = Quantidade de MS inicial, peso do silo apds enchimento — peso do conjunto
vazio, sem a forragem, antes do enchimento (tara seca) x teor de MS da forragem na
ensilagem.

MSf = Quantidade de MS final. Peso do silo cheio antes da abertura — peso do
conjunto vazio, sem a forragem, apos a abertura dos silos (tara umida) x teor de MS da
forragem na abertura.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e
quatro repeti¢oes cada. O modelo experimental foi: yij= p + ti + ejj, onde yij = valor observado

na unidade experimental que recebeu o tratamento 1, repeti¢do j; m= efeito geral da média; ti
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= efeito do tratamento i; eij = erro aleatorio (residuo). As analises estatisticas foram divididas
em duas etapas a primeira avaliando o tempo e estocagem e a segunda considerando as horas
de exposicao das silagens ao ar, sendo realizadas analises de regressdo em ambos tratamentos.
A escolha dos modelos foi baseada no valor de significancia (P>0,05), e na significancia dos
coeficientes linear e quadratico, com auxilio do programa estatistico SAS, versdo SAS®

University Edition.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliando os efeitos dos tempos de estocagem das silagens de milho sobre a
composi¢ao quimica no momento da abertura (0 horas) e apos 96 horas de exposi¢ao ao ar
(Tabela 1), foi observado que a matéria mineral ndo se ajustou aos modelos de regressao
(P<0,05). Em contraste, na hora zero a matéria seca apresentou decréscimo linear, enquanto
que com 96 horas ndo foi observada diferenga estatistica em fun¢ao do tempo de estocagem.
Essa reducdo do teor de MS pode ser justificada no processo de oxida¢do da glicose que
produz dependendo da rota metabolica distintos acidos organicos, agua e gas carbono
(MUCK, 2010).

A proteina bruta das silagens apresentou comportamento quadratico para ambos os
horarios, com os maiores niveis de 8,08 % aos 186 dias de estocagem na hora zero e de 8,69
% aos 177 dias de estocagem nas 96 horas de exposi¢do ao ar. A FDN, FDA e celulose,
apresentaram efeito linear positivo (Tabela 1), ou seja, aumentaram com o prolongar do
tempo de estocagem, independente das horas que as silagens permaneceram expostas ao
ambiente. No entanto, na abertura dos silos a lignina apresentou efeito linear positivo para o
tempo de estocagem, mas com 96 horas observou-se comportamento quadratico com maior
concentragdo aos 224 dias de estocagem. A hemicelulose ndo se ajustou a analise de regressao
na hora zero, mas demonstrou efeito quadratico com estimativa de valor maximo de 20,75 %
com 237 dias, ap6s 96 horas de exposi¢do ao ar. Esse aumento da fracdo fibrosa em
percentual da MS das silagens ¢ justificado de acordo com Loures et al. (2005), pela produgio
de efluentes, visto que os componentes soluveis em dgua sdo lixiviados. Com isso
proporciona o incremento da fragdo menos fermentdvel e insoluvel, principalmente os
constituintes da parede celular, causando a concentragio destes na silagem.

Com relacdo a digestibilidade da matéria organica, NDT e amido (Tabela 1),

apresentaram equagdes polinomiais de segunda ordem, com estimativas de valores maximos
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de 77,09, 73,25 e 20,45 % aos 179, 178 e 166 dias, respectivamente. No momento da abertura
dos silos (0 horas), enquanto que com 96 horas ndo apresentaram efeito significativo
(P>0,05), sendo observados valores médios de 72,66, 68,95 e 19,70 % MS, respectivamente.
De acordo com Tabacco et al. (2011), estudando as perdas de MS e nutricionais das silagens
de milho e sorgo durante a deterioragdo aerdbia, observaram que os teores de MM, PB, FDN,
FDA, LDA e hemiceluloses aumentaram, enquanto que as concentragdes de amido
decresceram apés 14 dias de exposi¢do ao ar. Os mesmo autores relatam existir duas fases na
deterioragdo aerobia das silagens, sendo que a primeira ocorre em média apos 40 horas de
exposicdo ao ar, onde sdo degradadas as fragdes mais soliveis, com isso os carboidratos
estruturais mais complexos, proteina bruta, ¢ a matéria mineral tendem a aumentar em
propor¢do na MS.

Em fases mais avancadas da deterioracdo aerdbica, ocorre o desenvolvimento de
mofos, que sdo capazes de utilizar os carboidratos, como o amido e hemiceluloses. Isso pode
explica 0 aumento nas 96 horas da hemicelulose no presente trabalho, mas nao evidenciamos
a mudanca na fracdo do amido que pode ser justificado pela diferenca das pesquisas em
virtude do tempo de exposicdo das silagens ao ambiente. Essa maior produgdo de
hemicelulose e amido permite maior disponibilidade de carboidratos soltveis, resultando na
proliferacdo de micro-organismos aerdbicos oportunistas, agravando ainda mais a degradacao
do material ensilado (PAHLOW et al., 2003).

As silagens de milho sdo mais suscetiveis a deteriora¢do aerdbica por possuirem teores
satisfatorio de carboidratos soltiveis e amido (CASTRO et al., 2006). Apesar disso, Lima et
al. (2017) avaliando a composi¢do quimica e a qualidade das silagens de milho expostas ao
ambiente por periodos de 0, 12, 24 e 48 horas, evidenciaram apenas uma pequena mudanca

nos teores de lignina e pH, nao alterando os demais pardmetros analisados.
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Tabela 1- Composi¢ao quimica e valor nutritivo de silagens de milho AG 8690 com diferentes periodos de estocagem no momento da
abertura (0 horas) e com 96 horas de exposicao ao ar.

0 horas 96 horas
Parametros  Estatistica Dias de estocagem Ccv Dias de estocagem CVv
45 90 180 360 45 90 180 360
Média 29,08 28,64 26,59 26,87 30,93 30,66 31,23 31,29
Matéria Seca 5,56 4,35
Regressio  Y=29,00-0,00713984x (P=0.28; R?>=0,05) Y=30,76 (P=0.57; R?=0,02)
MM Média 4,80 4,78 5,02 4,89 5 7c 4,93 5,23 5,33 5,25 296
Regressio Y= 4,81 (P=0.58; R?=0,02) ’ Y=5,07 (P=0.20; R?=0,11) '
. Média 8,76 8,42 9,08 8,20 9,33 9,23 9,68 8,72
roteina
R 3 Y=8,11 + 0,010477509x - 0,000028239x> 4,88  Y=8,79 + 0,010113889x - 0,000028498x> 6,29
€gressao
s (P=0.01; R?=0,42) (P=0.04; R%=0,36)
DN Média 37,52 38,18 41,65 49,66 36,75 43,21 46,66 46,99
Y=35,04 + 0,03978986x (P=<.0001; 6,18 Y=38,87 + 0,02681868x (P=0,009; 8,09
Regressao
R?=0,80) R?=0,50)
CDA Média 19,62 20,96 24,10 30,86 20,48 23,58 26,79 27,76
Y=17,82 + 0,03596860x (P=<.0001; 6,06 Y=21,12 + 0,02093205x (P=0,004; 9,82
Regressao
R?=0,80) R?=0,56)
Lioni Média 2,91 3,54 3,38 5,62 2,12 3,91 3,71 3,24
ignina
Y=2,49 + 0,008133333x (P=<.0001; 16,24  Y=1,58 + 0,022952210x - 0,000051374x> 18,23
Regressdo

R2=0,30)

(P=0.01; R?=0,53)
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Tabela 1- Composi¢ao quimica e valor nutritivo de silagens de milho AG 8690 com diferentes periodos de estocagem no momento

da abertura (0 horas) e com 96 horas de exposi¢ao ao ar.

(Continuacao)

) Média 16,97 17,17 17,13 18,47 16,27 19,62 19,87 19,23
Hemicelulose
10,77  Y=14,88 + 0,04966093x - 0,00010504x> 7,64
Regressao Y= 17,22 (P=0.35; R?>=0,06)
(P=0.03; R?=0,50)
Celul Média 16,71 17,42 20,72 25,24 18,35 19,67 23,08 24,52
elulose
Y=15,32 + 0,02783527x (P=<.0001; 7,77 Y=18,13 + 0,01938937x (P=0,004; 10,30
Regressao
R?=0,84) R?=0,57)
BIVMO Média 70,11 75,04 75,10 68,77 72,35 75,63 70,60 69,06
Y=68,69 + 0,09396048x - 0,00026267x> 511 6,95
Regressio Y= 75,98 (P=0.08; R?=0,20)
(P=0.01; R?=0,48)
NDT Média 66,74 72,25 75,10 68,77 68,89 74,74 66,84 65,34
Y=65,54 + 0,08685520x - 0,00024451x> 511 6,90
Regressdo Y= 72,32 (P=0.06; R?>=0,23)
(P=0.01; R?=0,48)
Amid Média 18,96 19,92 20,41 16,60 19,11 19,55 20,44 19,69
mido
Y=17,68 + 0,03359176x — 0,00010164x> 3,15 10,24
Regressao Y= 19,40 (P=0.68; R?>=0,01)

(P=<,0001; R2=0,88)

MM= Matéria Mineral, FDN= Fibra em detergente acido, FDA= Fibra em detergente acido, DIVMO= degradabilidade da matéria organica, NDT=

nutrientes digestiveis totais.
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As perdas de gases e a RMS (Tabela 2) ndo se ajustaram aos modelos de regressao
(P>0,05), sendo observaram valores médios de 5,97 % e 94,03 % da MS, respectivamente.
Estando de acordo Junges et al. (2013) avaliando diferente periodos de estocagem (30 a 120
dias) ndo observaram diferencas nas perdas por gases tendo valor médio de 5,51 %, no
entanto encontraram um aumento na produ¢do de efluentes e nas perdas de matéria seca com
prolongar do tempo da estocagem.

Em contraste, as perdas de efluentes demostraram comportamento linear positivo
(Tabela 2), sendo observado um aumento de 0,007 unidades percentuais a cada dia a mais de
estocagem dos silos. Isso corrobora com o fato de ocorrer a maior concentragdo da fragdo
fibrosa das silagens (Tabela 1). Possivelmente, isso tenha ocorrido em virtude da produgio de
efluentes que carrearam as fragoes soluveis. Outro fator pode ter influenciado o aumento da
produgédo de efluentes foi a redugdo no teor de MS ao longo do tempo de estocagem, visto que
de acordo com Vilela et al. (2008) verificaram que a silagens com menos de 30 % de MS
pode apresentar elevadas quantidades de efluentes. De acordo com Ferreira et al. (2013),
silagens com altas produc@o de efluentes possuem baixa qualidade, evidenciado pelo fato de
ocorrer perdas de nutrientes através da lixiviagdo, com isso acarretando em grandes prejuizos
econdmicos aos produtores (TABACCO et al., 2011). Segundo Mcdonald et al. (1991) as
perdas estimadas devido a produgdo de efluente podem ser da ordem de 2,36 kg MS t 1 em
silagem ou 0,8% da matéria seca do material original.

Analisando a concentracdo dos &cidos organicos das silagens (Tabela 2), o 4cido latico
que ¢ o principal acido responsavel pela queda do pH e conservagdo da silagem se ajustou a
analise de regressao de segunda ordem, apresentando a maxima 4,18 % concentragdo com 233
dias. Enquanto que o acido acético aumentou na ordem de 0,006 pontos percentuais e seu
maior pico foi estimado de 1,96 % aos 162 dias, € o acido propidnico aumentou de forma
linear, ou seja, ocorreu o acréscimo de 0,0003 pontos percentuais a cada dia a mais de
estocagem. O acido acético e propidnico possuem agdo contra leveduras, melhorando assim a
estabilidade aerdbia das silagens, isso ocorre pelo fato dos acidos serem capazes restringir o
desenvolvimento ou até mesmo causar a morte das leveduras (MOON, 1983). Além disso
esses acidos sdo usados para gerar ATP no metabolismo intermediério, € o acido propionico €
um precursor de glicose, entrando no ciclo da gliconeogénese hepatica (HUNTINGTON,

1990).
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Tabela 2 - Perdas devidas a fermentagao e concentragdo de acidos organicos em silagens
de milho AG 8690, submetidas a diferentes tempos estocagem.
Dias de estocagem
Parametros  Estatistica cVv
45 90 180 360
Efluentes Média 0,94 1,11 2,25 3,18 1576
(kg/ton MV)  Regressao Y=0,71+0,0071990x (P=<.0001; R?=0,89) ,
Perdas por
Média 3,60 5,04 7,10 8,13
Gases 2,51
(% MS) Regressao Y=4,15 (P=0,09; R?= 0,26)
RMS Média 96,40 94,96 92,90 91,87 250
(%) Regressio Y=94,75 (P=0,09; R?= 0,25) ’
Acido Latico ~ Média 1,95 3,42 3,82 3,3
Y= 1,10+0,026438172x-0,000056717x> 15,78
(o/Kg) Regressao
(P=0.0005; R?=0,69)
Acido Acético Média 1,57 1,84 1,87 1,13
Y=1,40+0,006899194x-0,000021343x? 20,12
(o/Kg) Regressao
(P=0.006; R?=0,54)
Acido
Média 0,39 0,41 0,41 0,50
Propionico 10,60
(9/Kg) Regressio Y= 0,37+0,0003188406x (P=0.006; R?>=0,54)
Acido Butirico Média 0,13 0,11 0,11 0,10 25 07
(9/KQ) Regressio Y=0,12 (P=0.33; R?=0,31) ,

RMS= recuperacao de matéria seca

Visto que foi observado uma razdo acido latico:acido acético menores que 3,

parametro usado como indicador de fermentagdo homolatica adequado. Razdes de 1,80 entre

acido latico:acido acético também foram observadas Saricicek et al. (2016) apos 202 dias de

armazenamento. Contudo, concentracdo de acido acético inferior a 2 % da MS, antes

classificada como excelente conforme Dulphy e Demarquilly (1981), pois era um indicativo

de fermentagdo indesejada, podendo ndo ser mais verdade absoluta, principalmente pelo fato

do acido acético apresentar beneficios apos a abertura dos silos, como por exemplo, aumento

da estabilidade aerodbia.

As perdas de matéria seca das silagens de milho estocadas por distintos tempos de
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estocagem nao se ajustaram a analise de regressdo (P>0,05) quando permaneceram exposta ao
ar por até 96 horas (Figura 1). Sendo encontrado as seguintes equagdes y= 2,28, P=0,08;
y=6,23, P=0,11; y= 6,47, P=0,20 e Y= 6,47, P=0,20 para os 45, 90, 180 e 360 dias de
estocagem respectivamente. As perdas de nutrientes sdo frequentemente mais prejudiciais do
que as perdas de MS, uma vez que a carboidratos soliveis em 4dgua sdo metabolizados.

De acordo com Weinberg e Chen (2013), o qual verificaram aumento das perdas de
MS ao longo do tempo de estocagem, atingindo nivel maximo apds 90 dias de
armazenamento. De acordo Ruppel et al. (1995) relataram que as perdas de MS variando de 3-
25 %, mas notaram o potencial com até 70 % de perdas dos carboidratos e até 50 % das
proteinas soluveis. Essas atividades também aumentaram a temperatura e o pH, causando as
perdas de MS que reduzem a qualidade e digestibilidade das silagens (WOOLFORD, 1990).
Durante a fermentacdo bactérias acidos laticas, os carboidratos soluveis sao convertidos em
acido latico, acido acético, etanol, CO2 ¢ agua, € iSSO provoca pequenas perdas de MS e
energia (MCDONALD etal., 1991)

Figura 1- Perdas de matéria seca em silagens de milho submetidas a diferentes tempos

estocagem e expostas ao ambiente por 96 horas.
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Os resultados obtidos da estabilidade aerobica, pH, MS e N-amoniacal das silagens

sao demonstrados nas figuras 2, 3, 4 e 5. Assim sendo, a estabilidade aerobica ¢ descrita como
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0 tempo decorrente para que a temperatura da silagem excede a temperatura do ambiente em
2°C, isto ¢ o tempo que procedem antes que a silagem mostre evidéncias claras de
aquecimento (RANJIT e KUNG, 2000). Sendo que os resultados obtidos demonstraram que
as temperaturas das silagens possuem comportamento linear positivo, aumentando com o
prolongar do tempo de estocagem e das horas em que as silagens ficaram exposta ao ar.

Esse aumento na temperatura das silagens ocorre devido a atividade de micro-
organismos aerdbio, o qual pode ocasionar perdas nos valores nutritivos em até 16 % antes
dos moldes se tornarem visivel (BORREANI et al., 2018). De acordo com Kung Jr. et al.
(2018), as temperaturas altas das silagens, especialmente apds longos periodos de fermentagao
e durante a alimentagdo, sdo possivelmente decorrentes da deterioracdo aerdbica. Enquanto
que Rees (1982) relatou que quando ocorre o aumento de 10 °C na temperatura dos silos de
escala laboratorial, ocasiona perdas superiores a 1,7 %. O acumulo de temperatura apos a
abertura do silo ¢ reflexo da intensidade de rea¢des promovidas por fungos filamentosos,
leveduras e bactérias aerobias (AMARAL et al., 2008).

Os resultados obtidos nas concentra¢des de N-amoniacal foram decrescentes, isto &,
reduz a sua concentragdo a medida que ocorre o aumento das horas de exposi¢do ao ar,
independentemente, do tempo de estocagem em que as silagens se encontravam. A
concentragdo de N-amoniacal esta relacionada com a quantidade de proteina degradada
durante a fermentagdao e, portanto, indica a proteina perdida durante o processo de
fermentagdo (MCDONALD et al., 1991). Presumidamente, essa redu¢cdo ¢ ocasionada em
parte pelo fato de acontecer volatilizacdo da amonia, visto que este € um gas em que se perde
para a atmosfera, e também pode ter sido utilizada como fonte de substrato para
desenvolvimento das bactérias.

Na Figura 2, podemos avaliar os efeitos das horas de exposigdo ao ambiente das
silagens estocadas por 45 dias, no qual a estabilidade foi perdida segundo a equacdo de
regressao com 12,5 horas. Enquanto que o pH aumentou de forma linear, estimando-se
através da equacao de regressdo que houve um ganho de 0,13 unidades percentuais no pH a
cada 24 horas apds a exposi¢ao das silagens ao ar. A matéria seca ndo foi afetada pelo tempo
de exposi¢ao ao ambiente dos silos, tendo valor médio 30,67 %. Segundo Kleinschmit e Kung
(2006), avaliando a estabilidade aerdbia em silagem de milho observaram 25 horas, para o
tratamento controle. Enquanto que a pesquisa de Weinberg et al. (2011) estudando os
produtos da fermentagdo e a estabilidade das silagens de milho com exposi¢ao de 7 dias ao ar

apos abertura ndo observaram diferencas significativas nos teores de pH e MS das silagens.
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Silagens com 90 dias de estocagem (Figura 3) perderam a estabilidade aerobia com
18,9 horas, dos tempos de estocagem estudados, este foi 0 que levou mais tempo para perder a
estabilidade aerobia, sendo justificado pela concentracdo de acido acético que ainda estava
aumentando nesta fase. Em contraste, Sa Neto et al. (2013), avaliando as silagens de milho
que permaneceram durante 5 dias expostas ao ambiente, relataram perdas de estabilidade com
65,25 h. O pH e MS do presente estudo, aumentaram de forma linear positiva, durante o
tempo em que as silagens ficaram expostas ao ambiente. Esse aumento do pH apos a
exposicao das silagens ao ar é um importante indicador da deterioragdo, uma vez que a
fermentacdo aerdbica que ocorre nas silagens, apds a abertura dos silos sdo realizadas pelos
micro-organismos que utilizam principalmente acido latico como fonte de substratos, sendo
que este ¢ principal acido responsavel pela queda do pH e na conservacdo das silagens
(KUNG & RANJIT, 2001). Quando esses micro-organismos, principalmente leveduras,
entram em contato com o ar, eles utilizam este acido latico provocando um aumento no pH.

No periodo de 180 dias de fermentagdo das silagens (Figura 4), a perda da estabilidade
acrobia de acordo com a equagdo de regressao, ocorreu com 4 horas, sendo que a temperatura
média observada de 0 para 24 horas foi de 23,25 e¢ 27,63 °C respectivamente. Enquanto que a
MS apresentou um comportamento linear positivo assim como pH, visto que de acordo com
as equagdes de regressdes obtidas, estima-Se que houve um acréscimo de 0,0012 na MS e
0,053 do pH, por unidades percentuais a cada hora decorrente apos abertura dos silos. O
aumento na concentracdo da matéria seca deste trabalho, estdo de acordo com Hu et al. (2009)
que avaliaram a influéncia dos teores de MS das silagens apo6s 240 dias de armazenamento, e
observaram que com o aumento dos teores de matéria seca, houve acréscimo nos valores de
pH, nas concentracdes de etanol e nas contagens de leveduras de todos tratamentos.

No momento em que as silagens apresentavam 360 dias de fermentagdo (Figura 5), a
perda de estabilidade aerdbica foi observada segundo a equagdo de regressdo com 16,4 horas,
esse aumento no tempo decorrente para que ocorra a perda de estabilidade das silagens em
relagdo aos silos estocados por 180 dias pode ser justificada pelo aumento nas concentracdes
do acido propidnico das silagens. Enquanto que a MS aumentou de forma linear positiva,
apresentando um acréscimo de 0,04 unidade percentuais de MS a cada hora decorrente apos
abertura dos silos. O pH oscilou mais que nos tratamentos anterior, se ajustando a analise de
regressdo quadratica. De acordo com Basso et al. (2012), estudando silagem de milho
armazenada por 130 dias, que permaneceram expostas ao ar durante 0, 4, 8 e 12 dias, apos a

abertura dos silos, observaram a perda na estabilidade com 47 horas. Enquanto que o pH
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aumentou do momento da abertura até 4 dias apos a exposigao ar, posteriormente manteve-se
constante, sendo observados os valores médios de 3,90 para 5,43, respectivamente.

Como podemos observar na presente pesquisa que independente do tempo de
estocagem as silagens perderam a estabilidade aerobia antes 24 horas. Indicando que o
processo de deterioragdo da silagem se inicia rapidamente, no qual os produtores devem evitar
deixar os silos expostos ou silagem em excesso no cocho, uma vez que a silagem perdendo a

estabilidade, interfere negativamente no seu valor nutritivo.

CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa mostram que ocorre alteragdo na composi¢do quimica, €
maior produ¢do de efluentes, acarretando na concentragdo da fragdo fibrosa da silagem ao
longo do tempo de estocagem e da exposi¢ao ao ar.

As exposi¢oes das silagens ao ambiente devem ser evitadas ao maximo, pois a
deterioragdo aerdbia aumenta com o passar das horas de exposicao e a perda estabilidade

ocorre antes das 24 horas.
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5 DISCUSSAO GERAL

Foi observado neste trabalho que ocorreram alteragdes importanteS na composi¢do
quimica e nos parametros fermentativos das silagens de milho ao longo tempo de estocagem,
como o aumento da fragdo fibrosa, PB, NNP, N-amoniacal, acidos organicos, pH e da
producdao de efluentes, enquanto que carboidratos soliveis, teores de energia, proteina
verdadeira decresceram. Pesquisas mais rescentes tém demonstrado que diversos mecanismos
continuam ativos, na fase chamada estavel das silagem. Como ¢ relatado pelos autores
Kleinschmit e Kung (2006) avaliando silagem de milho e Santos et al. (2016) estudando a
silagem de alfafa, ambos trabalhos com até 360 dias de estocagem, verificaram que o
Lactobacillus buchneri permaneceu razoavelmente ativo por periodos prolongados de tempo
nas silagens, sob condi¢des anaerdbicas e com o pH baixo. 1sso foi amparado pelo fato de que
0 1,2-propanodiol, um produto decorrente da transformacdo do acido lactico em acido acético
por este organismo, continuar aumentando ao longo do tempo de estocagem.

Outro indicio de que oS mescanismos continuam ativos ¢ a atividade protedlica,
conforme observado por Hoffman et al. (2011) que avaliaram silagens estocadas de 0 até 240
dias, Young et al. (2012) com 45 e 150 dias de estocagem e Der Bedrosian et al. (2012)
silagem milho de 0 até 360 dias de estocagem, que notaram 0 aumento do N-amoniacal e
proteina soluvel. Em relagdo a composicao quimica Saricicek et al. (2016), trabalhando com
silagens de milho estocadas de 90 até 202 dias observaram que a composi¢do quimica ¢ o
valor nutritivo da silagem foram alterados apds longo periodo de estocagem. Por sua vez,
Arcari et al. (2016), avaliando silagem de milho de 3 até 330 dias de estocagem, também
observaram o aumento das concentragdes dos acidos organicos.

No entanto, a influéncia do longo periodo de estocagem das silagens sobre outros
parametros como as perdas, producdo de efluentes, fracionamento proteico e dos carboidratos
assim como a cinética de degradagdo das silagens tém sido pouco relatadas na literatura.
Junges (2014) estudando silagem de milho de 3 até 570 dias de estocagem observou aumento
das perdas por gases ¢ a reducdo da recuperacdo da matéria seca (RMS) de forma constante.
Weinberg e Chen (2013) estudando silagem de milho e trigo estocadas de 1 semana até 12
meses, verificaram aumento das perdas de MS ao longo do armazenamento, atingindo o nivel
maximo apds 90 dias de armazenamento, sugerindo uma provavel estabilizagdo do processo.
Enquanto que Naeini et al. (2014), avaliando silagem de sorgo de 30 até 120 dias notaram que
0 prolongamento da estocagem reduziu linearmente a produgao de gas nas 24 horas.

Observamos também que longos periodos de exposi¢do da silagem ao ambiente
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aumenta o pH e a temperatura causando a deterioragdo aerdbia do material ensilado,
comprometendo a estabilidade das silagens avaliadas que foi rompida antes das 24 horas de
exposi¢ao. De acordo com Kung Jr et al. (2018), as temperaturas altas das silagens,
especialmente apdés longos periodos de fermentagdo e durante a alimentagdo, sdo
possivelmente decorrentes da deterioracdo aerdbica. Segundo Basso et al. (2012), estudando
os efeitos do tempo de exposigdo ao ar (0 até 12 dias) na silagem de milho armazenada por
130 dias notaram a perda da estabilidade com 47 h, e que o pH aumentou do momento da
abertura até 4 dias apds a exposi¢cdo a0 ambiente, depois manteve-se constante, sendo
observados os valores de 3,90 para 5,43 respectivamente. Enquanto que Weinberg et al.
(2011) avaliando tempos de exposigdo ao ar das silagens de milho e sorgo ndo encontraram

diferenga significativa para pH.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho demostram que ocorrem alteragdes na composi¢do
quimica com o prolongar do tempo de estocagem. O aumento nas concentragdes de fibras,
amido, N-amoniacal, N-soluvel, pH, acidos orgéanicos ¢ produgdo de efluentes, sugerem uma
atividade microbiana e/ou enzimatica constante no silo. Também foi evidenciada a reducao
dos teores de proteinas verdadeiras, carboidratos soliveis e de energia das silagens, ficando
evidente que o aumento no tempo de estocagem ¢ prejucial a qualidade das silagens de milho.

Por sua vez, a exposi¢ao da silagem ao ambiente deve ser evitada ao méximo, pois foi
observado o0 aumento da temperatura, pH e MS sendo evidenciado com isso a deterioragao do
material ensilado com o passar das horas de exposi¢do ao ambiente em tempo inferior a 24

horas.
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