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RESUMO

EFEITO DO PERIODO DE CONSERVACAO SOBRE A COMPOSICAO QUIMICA
E A CONCENTRACAO DE MICOTOXINAS EM SILAGEM DE SORGO DE
PLANTA INTEIRA

AUTORA: Larissa Luisa Schumacher
ORIENTADOR: Julio Viégas

Este estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito do tempo de conservagéo sobre o perfil
fermentativo, perdas fermentativas, composicdo quimica, fracionamento de carboidratos,
fracionamento de proteinas, producdo in vitro e a concentracdo de micotoxinas em silagem de planta
inteira de sorgo (SSPI). O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
quatro tratamentos (45, 90, 180, 360 dias de conservacédo) e quatro repeticbes cada. O tempo de
conservacao alterou os produtos de fermentagdo, no qual, os acidos latico e acético demonstraram
sua concentracdo maxima aos 218 e 163 dias, respectivamente. O &cido propibnico e butirico
aumentaram linearmente ao longo do tempo. O teor de matéria seca reduziu 0,01072 g kg™ por dia
de conservacdo, o pH apresentou seu pico aos 26 dias, enquanto que o nitrogénio amoniacal
demonstrou aumento linear de 0,08700 g kg™ a cada dia a mais de conservagdo. As perdas por
efluentes aumentaram, na ordem de 0,0036 g kg™ por dia de conservagéo, enquanto que as perdas
por gases apresentaram comportamento quadratico. Os carboidratos nao fibrosos apresentaram
concentragdo minima aos 207 dias de conservacao. Houve diminuicdo nas fragdes CA4, CB1, CB2
e CB3, afetando negativamente o teor glicidico da silagem de sorgo a medida que avangou a tempo
de conservagdo. Em relagdo ao fracionamento proteico, PBA, PB2 e PB3 aumentaram, enquanto
que PBC reduziu com o avancar do tempo de estocagem, diminuindo desta forma a parte
indigestivel proteica da silagem. Para os parametros cinéticos o volume final, producéo de gas (PG)
24h, PG 48h e PG 96h apresentaram comportamento quadratico decrescente. A taxa de degradacao
e DEGMS_48h aumentaram linearmente e o0 tempo necessario para atingir a metade da producao
maxima de gas, diminui linearmente a cada dia de conservacdo. A temperatura do silo demonstrou
crescimento linear positivo em relacdo ao periodo de conservagdo. Nao observamos efeito do tempo
sobre (P>0,05) a PMS e PNDT, mas houve alteragdo para PFDN com reducéo linear e a PPB com
aumento linear. As micotoxinas FUMO e AFLA, permaneceram abaixo dos limites de ocorréncia
nas amostras pré-ensilado e ao longo do periodo de conservacdo. A concentracdo de ZEA
demonstrou comportamento quadratico, enquanto DON aumentou linearmente até os 360 dias
avaliados. Observou-se correlacdo negativa de DON com MS, PFDN e PNDT e positiva com
temperatura do silo. J& ZEA correlacionou-se positivamente com acido propibnico, acido butirico
e negativamente com PNDT. Dois modelos de predi¢cdo foram gerados, em que a temperatura do
silo e o teor de MS foram responsaveis por 91% e 38% da variacdo da concentracdo de DON. Desta
forma, observamos que a medida que aumenta o periodo de estocagem, mudancas relevantes
acontecem. Além disso, o processo de fermentacdo ndo € capaz de atenuar a ocorréncia de DON e
ZEA na silagem da planta inteira de sorgo.

Palavras-chave: Carboidratos. Forragem conservada. Particdo. Perdas nutricionais. Proteinas.
Toxinas. Valor nutricional.



ABSTRACT

EFFECT OF THE STORAGE PERIOD ON THE CHEMICAL COMPOSITION AND
CONCENTRATION OF MYCOTOXINS IN WHOLE PLANT SORGHUM SILAGE

AUTHOR: Larissa Luisa Schumacher
ADVISOR: Julio Viégas

This research was conducted in order to evaluate the effect of different storage periods on
fermentation profile, nutritional value, in vitro fermentation, carbohydrate fractionation, protein
fractionation, anaerobic losses, and the mycotoxins in whole-plant sorghum silage (WPSS). The
experimental design used was completely randomized, with four treatments (45, 90, 180, 360
days of conservation) and four replications each. The storage period affected fermentation
profile, in which the lactic and acetic acids showed their maximum concentration at 218 and
163 days, respectively. Propionic and butyric acid increased linearly over time. The dry matter
content reduced 0.01072 g kg* per day of storage, the pH peaked at 26 days, while ammonia
nitrogen showed a linear increase of 0.08700 g kg™ for each day of storage. Effluent losses
increased, in the order of 0.0036 g kg-1 per day of conservation, while gas losses showed a
quadratic behavior. Non-fibrous carbohydrates showed a minimum concentration at 207 days
of storage. There was a decrease in the fractions CA4, CB1, CB2 and CB3, negatively affecting
the glycidic content of sorghum silage as the storage time progressed. Regarding protein
fractionation, PBA, PB2 and PB3 increased, while PBC decreased with storage time, thus
reducing the indigestible protein portion of the silage. For the kinetic parameters, the final
volume, gas production (PG) 24h, PG 48h and PG 96h presented a quadratic decreasing
behavior. The degradation rate increased linearly and the time needed to reach half of the
maximum gas production and DEGDM_48h linearly decreases with each day of conservation.
The silo temperature showed positive linear growth in relation to the conservation period. We
did not observe time effect on (P>0.05) PMS and PNDT, but there was change for PFDN with
linear reduction and PPB with linear increase. FUMO and AFLA mycotoxins remained below
detection limits in pre-ensiled samples and throughout the conservation period. The ZEA
concentration showed a quadratic behavior, while DON linearly increased up to the 360 days
evaluated. A negative correlation of DON with MS, PFDN and PNDT and positive with silo
and ambient temperature was observed. ZEA was positively correlated with propionic acid,
butyric acid and negatively correlated with PNDT. Two prediction models were generated, in
which silo temperature and DM content accounted for 91% and 38% of the variation in DON
concentration. Thus, we observe that as the storage period increases, relevant changes occur.
Furthermore, the fermentation process is not able to attenuate the occurrence of DON and ZEA
in the silage of the whole sorghum plant.

Keywords: Carbohydrates. Preserved forage. Partition. Nutritional losses. Proteins. Toxins.
Nutritional value.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a intensificacdo e tecnificacdo dos sistemas de producdo, tanto de carne
quanto de leite, faz crescer a demanda por volumoso de boa qualidade para atender os indices
zootécnicos do rebanho, além de maximizar o potencial genético dos animais (RODRIGUES,
2014). Nesse contexto, a utilizacdo de alimentos conservados, como a silagem de sorgo, é uma
importante opcéo forrageira para atender a demanda nutricional de energia e fibra de bovinos
leiteiros ao longo de todo o0 ano (ALBUQUERQUE et al., 2013; DANIEL et al., 2019).

Embora a técnica de ensilagem seja considerada um metodo classico de conservagéo, a
avaliacdo das mudancas e transformacGes bioguimicas que ocorrem desde o momento da
ensilagem até a obtencdo do produto final, vém sendo objeto de estudos por muitos
pesquisadores. Neste sentido, foi observado que o processo de ensilagem ndo se estabiliza
totalmente apds cerca de trés semanas (MCDONALDS et al., 1991) e sim, a intensa
fermentacdo apenas desacelera, ocasionando, desta forma, mudangas microbioldgicas na
composicao quimica e na degradabilidade, de forma constante (DER BEDROSIAN et al., 2012;
FERRARETO et al., 2015; KUNG, 2013).

Para Ferraretto et al. (2015) as maiores vantagens em prolongar o tempo de conservagao
sdo a melhora na digestibilidade do amido e matéria seca, aumento do nitrogénio amoniacal e
da fracdo da proteina sollvel. Em contrapartida, pouco ou nenhum efeito ocorre na
digestibilidade da fibra e geralmente, ha decréscimo nas fracdes de carboidratos soluveis
(FERRARETTO; SHAVER, 2012; FERNANDES et al., 2020). Tais situacdes sdo ocasionadas,
principalmente, pela solubilizacdo e degradacdo no silo por parte das proteases bacterianas e
enzimaticas (JUNGES et al., 2017).

Ademais, durante todas as fases que compreendem o processo de conservacgdo, sendo
eles durante a colheita, transporte e armazenamento, o volumoso pode ser contaminado por
fungos filamentosos como Fusarium e Aspergillus, produtores, entre outras, de micotoxinas,
como a aflatoxina (AFLA), desoxinivalenol (DON), fumonisina (FUMO) e zearalenona (ZEA)
(ALONSO et al., 2013). A ocorréncia de micotoxinas e a sua co-ocorréncia em silagem, pode
resultar em graves consequéncias negativas, como a diminui¢cdo no desempenho ruminal,
reprodutivo, produtivo, ocasionando ainda, sério risco de saude publica (GALLO et al., 2015).
Também, pode provocar um leve aumento no pH e na temperatura do silo, intensificando as
perdas de nutrientes durante o processo de conservacdo anaerobia (SANTOS et al., 2019;
UDEN, 2017).
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Neste sentido, predizer com maior eficiéncia o valor nutricional, mensurar as alteragoes
que 0 maior tempo de conservagdo pode ocasionar nas fracdes que compdem a proteina e 0s
carboidratos da silagem de planta inteira de sorgo (SSPI) se torna fundamental (CNCPS, 2002;
LANZAS etal., 2007; LICITRA et al., 1996). Ao mesmo tempo, as informagdes geradas podem
estimar com maior precisao a dieta de bovinos leiteiros conforme a abertura do silo, melhorando
desta forma, a eficiéncia alimentar e a maximizagédo da producéo.

Com base nestas consideracgdes, o trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar o
efeito dos distintos tempos de conservacdo (45, 90, 180 e 360 dias) sobre a particdo proteica e
glicidica, cinética de degradagdo in vitro, perdas nutricionais anaerobicas e a ocorréncia de

micotoxinas antes e durante o periodo de conservagao.

1.1 HIPOTESES

Silagens da planta inteira de sorgo apresentam modificacbes em sua composicao
nutricional quando submetidas ha diferentes tempos de conservacao.

Micotoxinas sdo detectadas na fase de pré-fermentacdo. Durante os distintos periodos
de conservacdo a concentracdo de algumas micotoxinas séo potencializadas.

Ocorre associagao entre a concentragdo de micotoxinas com as perdas anaerobicas ao

longo do tempo de conservacéo.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivos gerais

Avaliar o efeito do tempo de conservacao da silagem da planta inteira de sorgo sobre
parametros cinéticos de fermentacgdo, fracionamento de proteinas e de carboidratos.

Mensurar a ocorréncia e quantificar a concentracdo de aflatoxinas, zearalenona,
fumonisina e deoxinivalenol em amostras de silagem da planta inteira de sorgo submetidos a

diferentes tempos de conservacéo.
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1.2.2 Objetivos especificos

Avaliar as modificagdes nutricionais ocorridas atraves dos diferentes tempos de
conservacéo.

Mensurar as perdas nutricionais durante o periodo anaerdbio.

Detectar e quantificar aflatoxinas, zearalenona, fumonisina e desoxinivalenol nas
amostras preé e pos-fermentacéo (pela metodologia de cromatografia e ELISA).

Avaliar a influéncia do tempo de conservacao sobre a ocorréncia de micotoxinas.

Correlacionar os resultados obtidos com as perdas nutricionais anaerobias com a
concentracdo de micotoxinas.

Desenvolver modelos matematicos de predicéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SORGO

A cultura do sorgo (Sorghum bicolor Moench L), originaria do continente Africano e
parte da Asia, expandiu-se para as outras areas do mundo a partir do século XIX (FAO, 2014).
Sua introducdo é dita como recente nas Ameéricas, no qual, foi trazida pelos escravos africanos.
Sendo que no Brasil, o0 melhoramento dos hibridos iniciou-se no século XX. Atualmente, o
sorgo ocupa entre 0s cereais, 0 quinto lugar em area cultivada no mundo, superado apenas pelo
trigo, arroz, milho e cevada (HAMZA et al., 2016; ZHONG et al., 2016).

O cereal é muito consumido em paises da Africa e da Asia, considerado como alimento
basico para milhGes de pessoas, suprindo cerca de 70% da ingestdo caldrica diaria
(ANUNCIACAO et al., 2017). Entretanto, no Brasil, a producdo de sorgo é utilizada
internamente quase de forma exclusiva para a alimentacao animal na elaboracdo de concentrado
e forragem conservada. O cereal vem recebendo destaque, por registrar producdes elevadas de
2,5 milhdes de toneladas de graos na safra de 2019/20, em que o maior produtor do grao é o
estado de Goiés, com o volume estimado em 1,098 milh&o de toneladas para a safra de 2019/20
(CONAB, 2020).

Pertencente a familia Poaceae, 0 sorgo possui metabolismo de fixacdo de carbono do
tipo C-4, envolvendo alta eficiéncia na utilizacdo solar para conversao de dioxido de carbono
(CO2) em fotoassimilados, sendo que seu florescimento ocorre em noites longas
(MAGALHAES et al., 2003; PEREIRA FILHO et al., 2013). Apresenta caracteristicas
xerofilas, ou seja, mecanismos eficientes de tolerancia & seca e baixa fertilidade. Segundo
Ferreira (2015), esta resisténcia se deve, entre outros fatores, ao sistema radicular profundo,
ramificado e extenso, o que possibilita a planta explorar o solo em maior volume e ser mais
eficiente na extracdo e utilizacdo de agua do solo. Ainda, dispde de menor superficie foliar,
ocasionando perdas de agua por transpiracdes inferiores, quando comparado ao milho
(MAGALHAES et al., 2003).

Pelas recomendacdes da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), quanto a
semeadura, o ciclo de desenvolvimento e a colheita do sorgo respeitam ao calendario que varia
em cada regido e estado brasileiro, o sorgo pode apresentar indices elevados de produtividade.
Além da possibilidade de se cultivar a rebrota e apresentar valor nutricional semelhante ao
primeiro corte (BERNARD; TAQO, 2015). Quanto a finalidade produtiva, as cultivares de sorgo

sdo classificadas em quatro grupos: graniferas; forrageiras para silagem; forrageiras para
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pastejo e vassoura (GETACHEW et al., 2016). Historicamente, o sorgo convencional é
conhecido na literatura por apresentar maiores concentracfes de fibras indigestiveis, em
destaque a lignina, no qual proporciona digestibilidades inferiores.

Além das caracteristicas supracitadas, a planta de sorgo possui uma certa capacidade de
resistir ao ataque de fungos, devido as propriedades quimicas e fisicas do grdo. Sendo que esta
protecdo é devida a constituicdo da matriz proteica do grdo, envolvendo os granulos de amido
do sorgo. De maneira geral, a matriz proteica € composta, principalmente por prolaminas,
albuminas e globulinas, sendo que no gréo de sorgo as prolaminas sdo chamadas de kafarinas.
Ademias, o0 grdo possui caracteristica de ser mais densa, menos digestivel e hidrofobica,
incluindo uma alta proporcdo de endosperma venoso e farindceo e uma espessa camada de cera
presente tanto nos grdos como folhas e colmo (HOLDING, 2014).

A planta de sorgo apresenta concentrac@es significativas de varios compostos fendlicos.
Estes, sdo produtos do metabolismo secundéario nas plantas, proporcionando funcgdes essenciais
na reproducdo e no crescimento, atuando como uma defesa quimica contra a radiacéo
ultravioleta, herbivoros, fungos, e outros microrganismos epifiticos (BUSO et al., 2011). Os
compostos fendlicos existentes no sorgo constituem-se de acidos fendlicos, no qual, inclui os
taninos e flavonodides (AWIKA; ROONEY, 2004).

Os taninos, séo do tipo condensados, conhecidos como proantocianidinas, apresentando
em sua constituicdo alto peso molecular (DYKES; ROONEY, 2006). S&do capazes de se
complexar com celulose, lipidios, aminoacidos e acidos nucleicos, tornando-se mais resistente
ao ataque microbiano no silo e no rimen. Entretanto na nutricdo de ruminantes, os taninos ndo
apresentam somente efeitos negativos ou deletérios, pois quando ingeridos em doses baixas (2
a 4% na MS), podem ocasionar efeitos benéficos, sendo estes efeitos, atribuidos a reducdo da
protedlise ruminal sobre a proteina dietética, funcionando com um by-pass, resultando em
aumento do fluxo de aminodacidos para o intestino delgado (MIN et al., 2003).

Zhang et al. (2015) demonstraram que dietas contendo concentragdes moderadas de
tanino, podem reduzir a producgédo de metano (CH4). Porém, concentracdo elevada é capaz de
reduzir a digestibilidade da proteina e da fibra da dieta, acarretando efeitos negativos ao
desempenho animal (GETACHEW et al., 2016). Resultados promissores sao relatadas por
Costa et al. (2016) sobre a melhora na degradabilidade ruminal da matéria seca e da fracéo
fibrosa comparando sorgo sem tanino com sorgo convencional, ocasionando respostas
superiores em produtividade.

Para melhorar caracteristicas indesejaveis na planta de sorgo, é crescente o interesse nas

abordagens quimicas e genéticas para melhorar a digestibilidade da fibra e do amido. Nesta
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perspectiva, foi desenvolvido a variedade de sorgo BMR (brown mibrib), no qual, recebeu
tratamento nas sementes com di-etil sulfeto, ocasionando reducéo da atividade das enzimas
cinamil alcool desidrogenase e ometiltransferase, envolvidas no processo da sintese de lignina
na planta de sorgo (OLIVER et al., 2004). Este tratamento resultou também, em alteracfes
fenotipicas, no qual, geralmente estes hibridos caracterizam-se pela presenca de pigmentos
vermelhos amarronzados na nervura central nas folhas e no colmo (BARRIERE et al., 2004).
A partir do desenvolvimento deste genotipo, o sorgo forrageiro BMR melhorou
sensivelmente o valor nutricional desta cultura, podendo apresentar similaridade ou até mesmo
superioridade sobre a silagem de milho (CONTRERAS-GOVEA et al., 2010). Numa
abordagem meta-analitica Sanchez-Duarte et al. (2019) relataram que os hibridos BMR
apresentam potencial de atingir valores de digestibilidade da fibra préximos aos hibridos
convencionais de milho. Além disso, McCuistion et al. (2017) descreveram que selecionar uma
variedade de sorgo com a caracteristica BMR pode ser mais importante do que usar uma enzima

fibrolitica para melhorar as caracteristicas de degradacdo da fibra da silagem.

2.2 PRINCIPIOS BASICOS DA ENSILAGEM E SILAGEM DE SORGO

O clima na regido sul do Brasil apresenta condi¢des favoraveis para o cultivo de
forragens ao longo de todo o ano. Porém, em algumas épocas, ocorrem déficit de quantidade e
qualidade de producdo forrageira, podendo ocasionar restricdo na oferta de alimentos
(MACEDO; SANTOS, 2019), comprometendo desta forma, o consumo e producdo dos
animais.

Uma das principais alternativas para melhorar a oferta de volumosos ao longo do ano é
a técnica de ensilagem (AVILA; CARVALHO, 2019). Visto que é considerada um dos
processos mais adequados para preservar o valor nutricional proximo a planta fresca e permitir
maior competitividade e estabilidade no setor leiteiro (MUCK et al., 2018). Apresentando-se
como uma atividade tradicional em nivel mundial, esta técnica consiste em conservar a
forragem picada por meio da fermentacéo anaerdbia, através da atuacéo da microbiota epifita,
produzindo &cidos orgénicos, promovendo o declinio do pH e por consequéncia a conservagdo
do material (FERRARETO et al., 2018; MACEDO et al., 2017).

Conceitualmente, o processo de ensilagem envolve quatro fases, sendo elas, a fase
aerobia inicial, fermentacdo anaerobia, estabilidade fermentativa e abertura do silo ou
conhecida como fase de alimentacdo (BORREANI et al., 2018; WILKINSON; DAVIES,
2012). A fase aerobia, compreende o processo de picagem, compactacdo e vedacdo. Apos
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devidamente fechado, a massa recém ensilada contém uma certa concentra¢do de oxigénio,
ocorrendo 0 crescimento de microrganismos aerdbios e anaerdbios facultativos. Algumas
enzimas das células das plantas continuam ativas, utilizando como fonte de substrato os
carboidratos sollveis disponiveis no meio, produzindo CO2, agua e um leve aumento na
temperatura (MACEDO; SANTOS, 2019).

No momento em que ocorre a exaustdo completa do oxigénio, é estabelecida a fase
anaerdbia, no qual, ocorre o predominio de bactérias homofermentativas epifiticas, em especial,
bactérias produtoras de acido latico (BAL), responsaveis pela fermentacdo dos carboidratos
soliveis em &cidos organicos, promovendo decréscimo do pH e por consequéncia a
conservacao do material ensilado (MCDONALD et al., 1991). Com o declinio do pH no meio,
normalmente, ocorre a inibicdo de bactérias e enzimas responsaveis pela producdo de
compostos indesejaveis, tais como, micotoxinas, acido butirico, produtos de protedlise, toxinas
bacterianas e compostos antinutricionais, que sao capazes de elevar as perdas de matéria seca,
afetando negativamente a eficiéncia da conservagio (AVILA; CARVALHO, 2019).

Ja na fase de estabilidade, a intensa fermentacdo desacelera, mas ndo paralisa, ou seja,
a fermentacdo ocorre de forma continua (KUNG, 2013). Além disso, o perfil da microbiota do
silo pode alterar, outros microrganismos como as bactérias heterofermentativas sdo capazes de
se desenvolver, mediante a um mecanismo de defesa, apresentando a capacidade de converter
em meio anaer6bio o &cido latico em acético e 1,2 propanodiol, podendo ocorrer um leve
aumento no pH (OUDE ELFERINK et al., 2001). Tal fase, permanece até 0 momento da
abertura do silo, caracterizada como a etapa em que o silo é exposto ao ar e a silagem ¢é utilizada
para compor a dieta dos animais (MCDONALD et al., 1991).

A intensidade da degradacdo aerobia, que pode ser observada na Ultima fase, depende
diretamente da concentracdo dos compostos residuais (&cido latico, carboidratos soltveis) que,
na presenca do oxigénio, resultara em crescimento de organismos aerobios obrigatorios,
principalmente leveduras e fungos (MUCK, 2010). O desenvolvimento destes microrganismos
causa a elevacdo do pH, aumento da temperatura, producédo de CO: e a perda da qualidade
nutricional (KUNG, 2013).

Neste sentido, cabe ressaltar que o resultado dos metabdlitos produzidos durante o
periodo de conservacdo € a consequéncia da populacdo microbiana predominante
(RODRIGUES et al., 2020), sendo que cada fase apresenta suas caracteristicas especificas, com
diferentes reacBes bioquimicas que devem ser controladas com o intuito de ocorrer de maneira
eficiente o processo fermentativo e manter, ao maximo, a qualidade e o valor nutricional da

forragem.
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A literatura é bastante convincente no que diz respeito as mudancgas quimicas e
nutricionais entre a forragem fresca e a silagem. Assim, torna-se necessario obtermos
parametros e seus respectivos valores de referéncia para poder avaliar a qualidade do processo
fermentativo. Os critérios normalmente utilizados, sdo o teor de matéria seca entre 30 a 40% da
matéria seca (MS), valores de pH de 3,8 a 4,2%, alguns acidos organicos, sendo eles em maior
concentracdo o &cido latico de 3 a 6 % da MS e depois o acido acético de 1 a3 % da MS. J4 o
acido butirico e o nitrogénio amoniacal quanto menor a concentracdo, melhor é a qualidade da
silagem (BORREANI, 2018; KUNG JR. etal., 2018; MCDONALD et al., 1991; MUCK, 2010).

Rodrigues et al. (2020) sugeriram a utilizagdo de modelos de predigéo, com a finalidade
de detectar a variabilidade das caracteristicas bromatoldgicas do sorgo na forragem fresca e
apos o material ser fermentado. Neste estudo, os carboidratos sollveis da forragem fresca
(CSFf) foi escolhido para ser o preditor dos acidos latico, acético, propiénico e butirico, bem
como, para as concentracOes de etanol e pH. Sendo que os modelos apresentaram valores para
coeficientes de determinacéo aceitaveis de 0,51.

Estes modelos, demonstraram que o pH diminuiu até atingir seu nivel mais baixo (3,62)
com o0 aumento da concentracdo dos CSFf, ao nivel de 125,0 g/kg MS. No entanto, 0s mesmos
autores, destacaram que carboidratos soltveis acima de 125 g/kg de MS ndo é aconselhavel em
silagem de sorgo, pois pode ocorrer producdo continua de etanol.

Para predizer a concentracdo de acido latico, o modelo mostrou que cada unidade de
aumento de CSFf resultou em um acréscimo de 0,37 unidades do contetido de &cido latico na
silagem, mas atingiu seu platd, quando a forragem apresentou concentracéo de 125,0 g/kg MS
de CSFf. Ja& para predizer as perdas de MS, observou-se entre as variaveis, que apenas as
concentracdes de etanol e nitrogénio amoniacal na silagem de sorgo foram capazes de serem
utilizadas como preditoras das perdas de MS (RODRIGUES et al., 2020).

Do ponto de vista nutricional, é fundamental encontrar estratégias que enfrentam
distintas condicOes edafoclimaticas e mesmo assim apresentam qualidade superior, que possam
sustentar a producéo, a economia da fazenda e manter a satde das vacas. Entende-se que entre
as culturas, o milho é a planta de maior destaque para a produgdo de silagem, por apresentar
caracteristicas fermentativas essenciais e alto valor nutricional (VIANA et al., 2012). No
entanto, possui elevado custo de producao e uma grande competi¢cdo com a alimentacdo humana
e animais ndo ruminantes. Desta forma, € necessaria a utilizacdo de outras fontes para suprir a
demanda energética e de fibra para os ruminantes.

Neste sentido, a planta de sorgo, se destaca como uma alternativa resiliente ao milho

como forragem conservada. Mesmo que o sorgo tenha menor quantidade de amido (12 versus
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35% de MS) e maior conteldo de fibras indigestiveis da parede celular, de maneira geral,
apresenta caracteristicas fenotipicas favoraveis, baixa capacidade tamponante e quantidade de
carboidratos soltveis (125,4 g/kg de MS) suficiente para permitir uma adequada fermentacao
(RODRIGUES et al., 2020).

Segundo Contreras-Govea et al. (2010) a utilizacdo da silagem de sorgo para vacas de
média a alta producdo, ainda € um obstéaculo a ser superado, pois é caracteristico da cultura do
sorgo apresentar alto teor de lignina e baixa digestibilidade da fibra em detergente neutro
(FDN). Sendo que estes fatores sdo capazes de influenciar negativamente na ingestéo de matéria
seca dos animais, a degradabilidade ruminal, e afetando a producdo e as concentracfes da
gordura no leite (SANCHEZ-DUARTE et al., 2019).

Relatos semelhantes foram descritos por Lyons et al. (2019) quando substituiram na
dieta de vacas leiteiras, com base em simulacdes de modelo Cornell Net Carbohydrate and
Protein System (CNCPS) a silagem de milho por silagem de sorgo. Os autores constataram que
a proteina metabolizdvel da dieta com silagem de sorgo foi suficiente para estimar o
desempenho de producdo (42 kg/dia), mas a suplementacdo energética foi necessaria para
compensar as concentracdes reduzidas de amido e fibra quando a colheita do sorgo para silagem
foi realizada nos estéagios de flor e gréo pastoso.

No entanto, de acordo com Amer et al. (2012) e Bernard e Tao, (2015) semelhancas
foram encontradas no consumo de MS, quando substituiram silagem de alfafa ou silagem de
milho pela silagem de sorgo. Cattani et al. (2017) e Schambharkar et al. (2018), também néo
obtiveram diferencas significativas na producdo e composicdo do leite, quando substituiram
total ou parcialmente silagem de milho por silagem de sorgo, nas dietas de vacas de alta
producdo. Além disso, Khosravi et al. (2018) relataram que a silagem de sorgo apresentou
capacidade antioxidante, no qual os compostos fenolicos podem eliminar radicais livres do
organismo, aumentando de maneira barata e natural o contetdo antioxidante do leite.

Yang et al. (2019) avaliaram o desempenho produtivo, quando vacas leiteiras de alta
producdo foram alimentadas com dietas a base de silagem de milho ou de sorgo, com um
consumo estimado de 4% do peso vivo (PV). Vacas que consumiram dietas a base de silagem
de milho, apresentaram consumo de MS 13% maior (28,8 versus 25,5 kg / dia) e produziram
5% mais leite (51,6 versus 48,9 kg /dia) do que vacas que consumiram dietas a base de silagem
de sorgo. Entretanto, as vacas que consumiram dietas a base de silagem de sorgo produziram
um leite com maior teor de gordura, (3,84 versus 3,30%) do que o leite de vacas que

consumiram dietas a base de silagem de milho.
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Ademais, a reducédo na ingestdo de MS das vacas em lactacdo em funcgéo da silagem de
sorgo, pode estar associada aos maiores conteidos de FDN, fibra em detergente acida (FDA),
celulose e lignina, os quais sdo responsaveis diretamente pela reducdo da taxa de passagem e
digestdo dos alimentos, ocasionando aumento do preenchimento ruminal (HARPER et al.,
2017). Dietas com maiores fracBes de fibras indigestiveis, apresentam correlagdo negativa,
principalmente em vacas de alta producéo, pois estas necessitam de uma elevada demanda
energética.

No entanto, com base nesses estudos, a alimentacdo com a silagem de sorgo, ainda é
uma alternativa adequada para compor a dieta de bovinos leiteiros das mais diversas categorias.
Pois segundo Ramos et al. (2021), a silagem de sorgo pode proporcionar uma reducdo de
28,80% no custo com alimentacgdo, especialmente pela forrageira apresentar alta produtividade

e sua capacidade de se ajustar a diferentes condig¢des climaticas.

2.3 INFLUENCIA DO TEMPO DE CONSERVACAO SOBRE A SILAGEM

As mudancas e transformacdes bioquimicas que ocorrem na planta forrageira do
momento da ensilagem até a obtencdo do produto final (silagem) sdo objeto de estudo de
pesquisadores do mundo inteiro. A literatura, considera que a terceira etapa do processo da
ensilagem, isto €, a fase de estabilidade fermentativa, compreende ser um intervalo de trés
semanas (MCDONALD et al., 1991; PAHLOW et al.,, 2003). Entretanto, tal fato &
desmistificado por outros autores, pois ocorrem alteracdes na composicdo da silagem apds
longos periodos de conservacao. Indicando que existem claras evidéncias que a fermentagéo no
periodo de estabilidade ainda persiste, porém com menor intensidade (DER BEDROSIAN et
al., 2012; KLEINSCHMIT; KUNG, 2006).

A razdo destas descobertas, ja tinha sido elucidado por Oude Elferink et al. (2001),
relatando que algumas espécies de Lactobacillus heterofermentativas, sdo dependentes de um
meio acido para iniciar seu desenvolvimento. Este mecanismo é justificado, em parte, pela
capacidade que algumas bactérias como a L. Buchneri, por um mecanismo de defesa e
guantidade limitada, ou até mesmo, a auséncia de carboidratos sollveis em agua, de metabolizar
em meio anaerdbio o &cido latico em aceético, 1,2 propanodiol e etanol de forma continua com
o prolongar do tempo de armazenamento (KUNG, 2013).

Além disso, Lindgren et al. (1990) e Krooneman et al. (2002), descreveram que o 1,2-
propanodiol também pode ser convertido em acido propidnico por L. Diolivorans. Ademais, de

acordo com Grum et al. (1991), a concentracdo de acido latico, assim como dos demais acidos
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organicos, pode aumentar com armazenamento prolongado, sendo enfatizado pelo fato de que
as bactérias produtoras de acido lactico sdo bastante tolerantes a acidos e ativos por periodos
prolongados no silo. No entanto, trabalhos mais recentes, diferem do relatado de Grum et al.
(1991), em que o acido latico pode demonstrar diminuicéo sob efeito do periodo de conservacédo
(DER BEDROSIAN et al., 2012; FERRERO et al., 2018; SANTOS et al., 2019).

Em razdo da necessidade de condices &cidas no silo, é provavel que o processo, acima
mencionado, inicie entre 30 e 60 dias de ensilagem (KUNG, 2013; MUCK et al., 2018).
Portanto, com um periodo maior de armazenamento, pode ocorrer um ligeiro aumento de 0,1 a
0,2 unidades percentuais no teor de pH, aumento na concentracdo de acido acético, propidnico
e perdas nutricionais pelo consumo de energia e producdo de CO: através das bactérias
heterofermentativas. Neste sentido, Der Bedrosian et al. (2012) afirmaram que em decorréncia
ao tempo prolongado de armazenamento, ocasionou um acréscimo no contetdo de etanol e
aumento de forma constante na concentragdo de &cido acético de 0,98% aos 45 dias para 1,71%
em 360 dias de conservagé&o.

Apesar de ocorrer aumento de diferentes produtos metabolicos com o prolongar do
tempo, tais modificacfes podem ser benéficas. Visto que a presenca de acidos volateis como o
acético e o propidnico apresentam correlacdo positiva e significativa com a estabilidade aerdbia,
enquanto que o &cido latico, segundo McDonald et al. (1991) obteve correlacdo negativa. Isto
se deve, pela capacidade do &cido acético e propidnico ser um potente antifingico, suprimindo
0 crescimento de leveduras que assimilam &cido lactico e promovem um aumento no pH,
diminuindo a longevidade da qualidade do material apds a silagem ser exposta a ar (KUNG JR.
etal., 2018; NERI et al., 2019; WILKINSON; DAVIES, 2012).

Um dos processos que ocorre, porém, se acentua ao longo do periodo de
armazenamento, é a conversdao da proteina verdadeira em nitrogénio ndo proteico (NNP)
proteina soltvel, ou seja, compostos que integram a fracdo A e B1 proposta por Licitra et al.
(1996). Varias hip6teses poderiam estar envolvidas na quebra das proteinas em silagens de
plantas inteiras, como a protedlise mediada por enzimas vegetais, bem como a proteo6lise
induzida por fermentacg&o, solubilizacdo &cida e microbiana (BARON et al., 1986). Porém, a
contribuicdo decisiva de qual agente era responsavel para a ocorréncia de tal mecanismo nao
era bem conhecida. Pesquisas feitas por Kleinschmit e Kung (2006) relataram que a
concentracdo de nitrogénio amoniacal era duas vezes mais alta na silagem de milho controle
aos 361 dias de ensilagem, quando comparado com silos armazenados por 282 dias.

Mais tarde, Hoffman et al. (2011) e Ferraretto et al. (2015) afirmaram que a quebra das

proteinas durante o periodo prolongado de conservacdo da silagem néo era associada pela
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simples solubilizagdo &cida. Os mesmos autores, também relataram que havia aumento na
concentragdo de nitrogénio amoniacal (N-NHs) conforme a diminuigdo das subunidades de
proteina no gréo. Junges et al. (2017) afirmaram que o aumento da solubilidade do nitrogénio
em silagens e o0 aumento da digestibilidade do amido ocorrem pela degradacédo por proteases
bacterianas, colaborando com 60%, seguida por enzimas presentes no grédo, com 30%, além de
fungos e produtos finais da fermentacgdo, com 10% de participacao.

Em relacdo ao aumento dos produtos oriundos dos processos acima citados, foi sendo
justificado pelas caracteristicas semelhantes que o grdo do milho e do sorgo apresentam. Estes
cereais possuem em sua constituicdo proteinas, chamadas de prolaminas, sendo que no sorgo
sdo denominadas kaferirnas e no milho, zeinas (DUODU et al., 2003). Estas proteinas, sao
responsaveis pela formacdo de arranjos protéicos que constituem a matriz que envolve 0s
granulos de amido no endosperma do grdo. Apresentam insolubilidade em agua, baixa
capacidade de degradacdo através da acdo bacteriana durante periodo inicial de fermentacdo e
bastante resisténcia a degradacao ruminal (BELTON et al., 2006; DUODU et al., 2003).

Entretanto, o tempo de conservacdo pode apresentar potencial em atenuar o efeito
hidrofobico citado anteriormente, além de proporcionar maior acesso as bactérias amiloliticas
aos granulos de amido antes envoltos pela matriz proteica, aumentando a &rea exposta a acao
enzimética de microrganismos ruminais (GIUBERTI et al., 2014; HOFFMAN et al., 2011,
FERRARETTO et al., 2015). Tais efeitos foram demonstraram por Hoffman et al. (2011) em
que a degradacdo da proteina zeina foi relacionada com a atividade proteolitica, uma vez que
aos 240 dias de armazenamento, houve reducéo da proteina zeina e aumento do N-NHs. Sendo
que o aumento destes produtos oriundos da prote6lise nas silagens de gréos e de planta inteira
estdo altamente correlacionados com degradabilidade do amido (FERRARETTO et al., 2015).

Kung Jr. et al. (2014) e Fernandes et al. (2015) contribuiram para sustentar a hipotese
de que o tempo de estocagem reduz os teores de prolaminas, aumento na concentracdao de N-
NHs, proteina soltvel e aumenta a degradabilidade in vitro do amido. Daniel et al. (2014)
verificaram que a degradabilidade do amido aumentou 0,31 unidades percentuais por dia até os
28 dias de estocagem. Apos este periodo, 0 aumento da degradabilidade foi de de 0,03 unidades
percentuais/dia sem atingir um platd.

Arcari et al. (2016) tambem afirmaram que periodos prolongados de conservagédo podem
aumentar em até 8,5 vezes a concentracdo de N-NHz (3 versus 330 dias) e concomitantemente
um aumento na degradabilidade do amido. Ja para silagem de planta inteira de sorgo, Fernandes

et al. (2020) demonstraram que 0 processo € bastante similar, em que a degradabilidade do
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amido aumentou com o tempo de armazenamento da silagem (0 versus 90 dias), assim como o
N-NHs.

De acordo com Silva et al. (2019) a diferenca de sessenta dias no periodo de
armazenamento permitiu que as vacas leiteiras produzissem 1,2 kg por dia a mais de leite, sem
alterar o consumo de MS. A maior producdo de leite das vacas alimentadas com silagens
armazenadas por 90 dias em relacdo a silagens com 30 dias é justificada, parcialmente, pelo
aumento na degradabilidade do amido e da proteina. Essa melhora na degradacao ruminal do
amido, aumentou a disponibilidade de energia rapidamente fermentavel no ridmen, podendo
aumentar a producao de proteina microbiana e de &cidos graxos volateis totais no rimen.

Quando silagens fermentadas por periodos curtos de armazenamento passaram a
compor a dieta de vacas leiteiras, Kung (2013) relataram reducdo do consumo de amido e na
producdo de leite, sendo atribuido, pelo fato de as silagens mais novas terem contribuido com
menor aporte de energia liquida (EL), em virtude da baixa degradabilidade do amido em relacdo
a silagens com periodo maior de armazenamento. Além do mais, 0 aumento na degradabilidade
do amido pode levar a melhor utilizacdo dos nutrientes e reducdo dos custos alimentares
(CURADO, 2020).

Poucas alteracGes sdo encontradas para a degradabilidade da FDN com o prolongar do
tempo de armazenamento. Ligeira reducdo de 1 a 2 unidades percentuais, séo documentadas
por Ferraretto et al. (2014). No qual, estdo vinculados provavelmente com a hidrdlise de
hemiceluloses na fermentacdo da silagem. Em uma meta-analise, Daniel et al. (2014)
observaram que a degradabilidade da FDN diminuiu ao longo do tempo de armazenamento. Os
mesmos autores reportam que a fracdo hemicelulose é parcialmente solubilizada, sendo que as
alteracdes da lignina sdo, praticamente, insignificantes, ocorrendo por efeito de diluicdo, com a
perda de porcdes de parede celular mais soltveis, resultando em menor degradabilidade restante
da fibra, que parece permanecer inalterada.

Ademais, Hallada et al. (2008), Duvnjak et al. (2019) e Diepersloot et al. (2021)
observaram em seus estudos, que houve aumento na degradabilidade da FDN, justificando que
0 mecanismo que esta por trds do aumento da concentracdo da FDN com o aumento do tempo
de armazenamento em sorgo sacarino pode estar relacionado a reducdo do conteudo de
carboidratos soltveis em &gua, aumentando a porc¢éo fibrosa na silagem.

Bueno et al. (2020) ao avaliar o efeito da maturidade com diferentes periodos de
armazenamento, relataram que ndo houve diferenca sobre a degradabilidade do FDN. Também
reportaram que hibridos vitreos com alto teor de MS (40%) precisam ser melhor processados,

ou aumentar o tempo de armazenamento, para atenuar o impacto negativo da maturidade sobre
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a degradabilidade da silagem, podendo ter implica¢fes praticas para a formulagdo de dietas
(HRISTOV et al., 2020).

De acordo com Santos et al. (2019) todos os parametros da composi¢do quimica dos
silos, exceto o conteudo de FDN, foram afetados pela duracdo do periodo de armazenamento.
Além disso, destacaram que um possivel beneficio em relacdo ao prolongar do tempo de
conservacao foi a reducdo na concentragdo do tanino presente no gréo do sorgo. No qual, esta
diminuicdo foi relacionada ao ambiente acido e a atividade microbiana em meio anaerobio,
ocorrendo a inativacdo e a despolimerizacéo dos taninos condensados para compostos de baixo
peso molecular.

O contetdo de carboidratos solaveis, representado pela fracdo A4, segundo Lanzas et
al. (2007), é consumido pela microbiota do silo ao longo do tempo de conservacdo,
principalmente nos primeiros meses, porém pode ser um indicativo do consumo residual, de
forma continua, durante todo o processo de conservacdo do silo (MCDONALD et al., 1991).
Estes efeitos foram descritos por Naeini et al. (2014), no qual relataram que a concentracédo de
carboidratos soltveis em agua, diminuiu drasticamente nos primeiros 30 dias (69,3 g/kg) de
fermentacao e continuou a cair gradualmente aos 60 dias de armazenamento com concentracdo
de 27,5 g/kg na MS. Fernandes et al. (2020) também verificaram que a concentracdo de
carboidratos solUveis em &gua, diminuiram 70% apds 15 dias de armazenamento.

O maior tempo de conservacdo apresenta pouco efeito sobre a digestibilidade da fibra,
inclusive, nas fracbes B3 e C proposto por Lanzas et al. (2007). A escolha/selecéo do tipo de
hibrido e o correto tamanho de particula no momento da ensilagem séo praticas que influenciam
e melhoram muito mais a utilizacio da fibra pelos animais (UDEN, 2017).

Ademais, o prolongar do tempo de armazenamento, pode influenciar a producéo de gas,
observada pela cinética de fermentacdo ruminal in vitro. Segundo relatos de Russel et al. (1992)
silagens com maior ocorréncia de protedlise, aumento na concentracdo de amonia e proteina
soltvel sdo capazes de reduzir o volume total de gés, pois a formacdo do N-NHz diminui a
formacgédo de CO2. Naeini et al. (2014) demonstraram que a producdo de gas em 24 horas,
apresentou decréscimo linear de 184 mL/g MS aos 30 dias para 174 mL/g MS aos 120 de
conservacao. Entretanto, Santos et al. (2019) relataram que a taxa de producdo de gas aumentou
21% nas silagens armazenadas por 90 dias, quando comparada com silagens armazenadas por
30 dias.

Para fins praticos, Santos et al. (2019) sugeriram que o tempo ideal para melhorar as
caracteristicas fermentativas da silagem seja por volta de 180 dias de conservagédo. De acordo

com Bueno et al. (2020) utilizar colheitadeiras, sem o processador de graos, requer periodos de
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armazenamento mais longos, ou seja, pelo menos dois meses, para tentar atenuar o impacto
negativo da maturidade avancgada, do grdo vitreo sobre a degradabilidade da silagem. Os
mesmos autores, relataram que o atraso na colheita, aumentando o teor de MS de 30 para 40%,
foi contrabalanceado positivamente com o prolongar do tempo de armazenamento.

Neste sentido, monitorar regularmente e compreender os efeitos do periodo de
conservacdo, sobre o valor nutricional da silagem, permite que produtores de leite e
nutricionistas realizam adaptacOes apropriadas em relacdo as formulagdes de dietas conforme
o0 tempo de armazenamento. Com o objetivo de potencializar a producéo e constituintes do leite

e minimizar os transtornos metabdlicos.

2.4 FATORES QUE PREDISPOE A PRODUCAQ DE MICOTOXINAS

Fungos sdo organismos eucariontes e heterotroficos, que se disseminam, quando em
ambientes Umidos, por uma rede de filamentos chamada hifas. Podem crescer em graos,
alimentos e produzir substancias toxicas (NONES et al., 2014). Sendo que estes produtos, sao
popularmente conhecidos como micotoxinas, termo originario da expressdo greco-latina
“mykes toxicum” que significa toxina fungica (LAZZARI, 1997).

Estas s&o produzidas através de uma série de reacdes catalisadas por enzimas. E descrito
na literatura que as micotoxinas sdo formadas, quando ocorre acumulo de precursores
metabolicos primarios, e para evitar este acimulo, os fungos apresentam a capacidade de
expelir o excesso destes precursores e produzir metabdlitos secundarios, com o intuito de
manter o primério de forma constante (OKUMA et al., 2018).

Para Dilkin (2014), micotoxinas sdo definidas como produtos metabolitos toxicos
secundarios, no qual sdo compostos organicos de baixo peso molecular, sintetizados e expelidos
através de um conjunto de vias metabdlicas no estagio final de seu crescimento (JAY, 2005;
NOVINSKI, 2013). J& para Fink-Gremmels (2005) sugeriram que os fungos sdo capazes de
produzir uma ampla diversidade destes metabolitos secundarios, com propriedades
antimicrobianas e antiflngicas. A producdo destas, aumenta a competitividade quando ocorre
falta de substratos.

Os fungos que produzem micotoxinas sdo divididos, geralmente em dois grupos.
Aqueles patdgenos que normalmente sdo chamados de fungos de campo, que inicialmente
colonizam a planta e predispde & contaminagao, como Fusarium graminearum (desoxinivalenol
e zearelenona), F. verticillioides (fumonisinas) que podem crescer em plantas senescentes ou

que apresentaram algum tipo de estresse, além do Aspergillus flavus (aflatoxinas) que por vezes,
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também pode ser encontrado. J& o outro grupo de patégenos chamados de fungos de
armazenamento, fazem parte o Penicillium verrucosum (ocratoxinas) e A. flavus (aflatoxinas)
(ADAMS, 1977; ALONSO et al., 2013).

No Brasil, devido a prevaléncia do clima tropical e subtropical, existem condicGes ideais
para o desenvolvimento de fungos. Estes, por sua vez, crescem em diversos produtos de origem
agricola, geralmente no estdgio de producdo, transporte, armazenamento e alimentacg&o.
Causando grandes impactos econdémicos na agricultura, além de provocar efeitos tdxicos,
carcinogénicos, tanto em animais quanto em humanos (ALONSO et al., 2013). Segundo
Mallmann e Dilkin (2007), o desenvolvimento dos fungos toxicogénicos e a producdo de
micotoxinas, tanto na natureza como no laboratério, sdo dependentes de uma série de fatores,
como temperatura (20 a 30 °C), umidade (>80%), substrato, pH, atividade da agua (aW) de 0,6
a 0,9, cepa do microrganismo, oxigénio, danos mecanicos entre outros.

Como grande parte dos produtores utilizam a técnica de ensilagem para conservar
alimentos aos animais, sendo que as forragens sao susceptiveis a danos fisicos, ambientais,
pragas e doencas. Nesta situacdo a forragem esta em contato, naturalmente, com leveduras e
fungos filamentosos presentes no campo (QUEIROZ et al., 2018). A gestdo ineficiente dos
processos da ensilagem como a higiene dos equipamentos, compactacdo e vedagdo podem
contribuir para a alta incidéncia e contaminacao por micotoxinas na silagem (SCHMIDT et al.,
2011; TELLER et al., 2012).

A maioria dos fungos ndo se desenvolve durante a fase anaerobia da ensilagem, devido
a sua baixa tolerancia a ambientes acidos e, também, por necessitarem de oxigénio para seu
processo de respiracdo celular (MCDONALD et al., 1991). No entanto, Aspergillus fumigatus,
Penicillium roqueforti, P. paneum, F. oxysporum sao capazes de tolerar altos niveis de dioxido
de carbono e baixa disponibilidade de oxigénio (GALLO et al., 2015).

Quando os silos sdo abertos, a exposicdo da silagem ao ar torna-se inevitavel, sendo que
em condicGes aerébias o valor nutricional e a qualidade higiénica da silagem podem ser
alterados. Nesta fase, as leveduras metabolizam o &cido lactico em CO2, aumentando, desta
forma, o pH da silagem (> 6,0), o que facilita o crescimento ativo de fungos toxinogénicos,
principalmente quando ocorre manejos inadequados durante a fase de alimentagédo
(MCDONALD et al., 1991; QUEIROZ, 2011).De acordo com Driehuis (2011), o crescimento
de fungos e a produgéo de micotoxinas em silagens esta associada diretamente & infiltragéo de
ar durante o armazenamento e a extensao da infiltracdo de ar apds a abertura do silo, ocorrendo
principalmente em silos que apresentam alta porosidade ou baixa taxa de remogéo
(GONZALEZ PEREYRA et al., 2008).
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Tais efeitos, geram uma rapida deterioragdo do material, perda de nutrientes e matéria
seca, reducdo da palatabilidade e no consumo de silagem, acarretando como consequéncia,
diminuicdo no desempenho produtivo dos animais e desordens metabdlicas e/ou digestivas
(ALONSO et al., 2013; GONZALES PEREYRA et al., 2011). De acordo com Garon et al.
(2006) e Richard et al. (2007) a aflatoxina produzida no milho antes da ensilagem muitas vezes
se decompde lentamente na silagem armazenada, devido a fermentacdo anaerobia e éacida,
fazendo com que algumas micotoxinas sejam metabolizadas. Ademais, espécies de Fusarium,
geralmente, apresentam baixa prevaléncia, quando comparadas as especies de Aspergillus e
Penicillium, sob as condig¢des de fermentacao das silagens (CHELI et al. 2013).

Entretanto, alguns estudos relataram o desenvolvimento de micotoxinas de Fusarium
durante o periodo de armazenamento da silagem. Um exemplo disso, foi um estudo realizado
na Italia, no qual a zearalenona foi detectada em altas concentracGes em areas periféricas em
silagens de milho (CAVALLARIN et al., 2004). Keller et al. (2012) relataram que em silagens
de sorgo a contagem total de fungos aumentou durante o processo de fermentacéo, sendo maior
no pds-fermentativo do que em relacdo as amostras antes de serem ensiladas.

Do mesmo modo, ao analisar o efeito do tempo de armazenamento em silagens em
relacdo a contagem de fungos, ndo foram relatadas alteragbes significativas durante os
primeiros trés meses. No entanto, aos 180 dias de armazenamento, a quantidade de propagulos
flngicos viaveis aumentou significativamente (DEL PALACIO et al., 2016). Del Palacio e Pan
(2020), revelaram que em silagem de grdo de trigo, a espécie A. flavus esteve presente com
incidéncia de 4% na colheita, ap6s 60 dias ensilado apresentou 27,5% de prevaléncia, 47% aos
90 dias, atingindo 67% apds 120 dias de armazenamento, demonstrando correlacdo positiva
entre a presenca de secdo de A. flavus e o tempo de armazenamento.

Estes fatos podem ser justificados, segundo McDonald et al. (1991), que silagens com
baixo pH (4,0), normalmente sdo consideradas adequadas. Porém, avaliar este fator fisico de
forma isolada, pode nédo ser capaz de reduzir o crescimento de leveduras e fungos produtores
de micotoxinas na silagem. Além disso, de forma hipotética os fungos ndo deveriam se
desenvolver em silagens anaerdbias bem preservadas. Entretanto, na prética, as silagens nédo
sdo completamente anaerdbias, pois 0s materiais de cobertura de silagem, geralmente, ndo sdo
totalmente herméticos além de apresentarem uma certa permeabilidade ao oxigénio
(DRIEHUIS, 2011).

Silva et al. (2000) relataram que Aspergillus e Fusarium foram os géneros mais
predominantes em silagens no sorgo do Brasil. Mais tarde, Keller et al. (2012) relataram que

Aspergillus, Cladosporium e Penicillium foram os mais frequentes. Ja no Uruguai, segundo Del
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Palécio et al. (2016) Penicillium spp. e Aspergillus spp. foram os géneros mais prevalentes em
silagens de sorgo.

Segundo a revisao feita por Alonso et al. (2013) a distribuicdo de géneros dos fungos é
bastante semelhante entre diferentes paises, sendo que principais fungos isolados foram os
géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Sendo que as principais micotoxinas encontradas
nas silagens sdo aflatoxinas, ocratoxina, fumonisinas e tricotecenos. Para Silva et al. (2004) e
Bandyopadhyay et al. (2007) a silagem de sorgo é geralmente menos contaminada com
aflatoxinas e fumonisinas do que em milho. De acordo com Chala et al. (2014) relataram que a
zearalenona foi a micotoxina comumente encontrada no sorgo, seguida pelas fumonisinas e
aflatoxinas.

Estudos realizados em silagens na Argentina e no Brasil, em relacdo a contaminacédo de
fungos nas diferentes secGes do silo, demonstraram que as secg¢bes superior e inferior
apresentaram 0S mesmos niveis, enquanto que a seccdo intermedidria apresentou baixa
contaminag&o por fungos, sendo desta forma, a parte melhor preservada (ALONSO et al. 2013;
GONZALEZ PEREYRA et al. 2008; KELLER et al. 2013).

Como a silagem constitui uma das principais fontes de volumoso e pela sua alta inclusao
em dietas para ruminantes, e a provavel contaminacdo de maltiplas micotoxinas, o fornecimento
de silagens contaminadas pode vir a se tornar um problema sanitario (DRIEHUIS, 2011).
Contudo, pouco se sabe sobre a sinergia ou antagonismo entre as toxinas presentes
simultaneamente na silagem e quais os efeitos colaterais a curto e longo prazo, quando estes,
sdo ingeridos pelos animais (TANGNI et al., 2013).

Neste sentido, a contagem de fungos é uma técnica utilizada para estimar a qualidade
higiénica do substrato, sendo que de acordo com as diretrizes internacionais, as unidades
formadoras de colonias (UFC) por grama de alimento, ndo devem exceder o valor de 1 x 10*
UFC g (GMP, 2008). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) dispde sobre os
limites méximos tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos, como cereais, leite e
produtos lacteos, porém para forragem conservada no Brasil, ndo ha um valor de referéncia.

Dessa forma, para o conhecimento a respeito dos niveis de micotoxinas especificamente
para silagem, principalmente a de sorgo, ainda ha relatos escassos no Brasil. Em fungéo dessa
caréncia, estudos foram realizados pela Universidade Federal do Parand, no qual estipularam
um limite aceitavel para silagem de milho de 1000 pg.kg?, 285 pg.kg? e 19 pg.kg?, para
aflatoxina, zearalenona e fumonisina, respectivamente (NOVISNKI; SCHMIDT, 2011).

Assim, torna-se necessario adotar estratégias de prevencao e parametros praticos para

controlar o desenvolvimento de micotoxinas, como: praticas agronémicas para reduzir o
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estresse ambiental, ensilar a forragem com teor de matéria seca acima de 30%, atingir aW entre
0,7 e 0,8, restringir a atividade respiratéria para ndo aumentar a temperatura da silagem
(>40°C). Também, avaliar o tamanho de particula, realizar uma boa compactacao para atingir
alta densidade (700 kg / m3) com o objetivo de restringir a infiltracdo de ar na silagem durante
0 armazenamento e ap6s a abertura do silo (DRIEHUIS, 2011; QUEIROZ et al., 2011).
Adicionar aditivos microbianos (heterofermentativos) que melhoram a estabilidade aerdbia por
meio da sua agdo antifungica. Utilizar materiais de boa qualidade para a vedacao, com baixa
permeabilidade de oxigénio e fazer o uso de barreiras fisicas para diminuir ataques de agentes
externos (BERNARDES et al., 2018). Bem como, manter uma taxa de remocao de silagem, em
torno de 250 kg/m2 por dia para minimizar a rapida deterioracdo aerébia (BERNARDES et al.,
2021).

Além do mais, fazer o uso, quando possivel, de produtos quimicos ou agentes
sequestrantes, para amenizar e até mesmo inibir o crescimento de fungos toxigénicos e/ou
reduzir a absorgdo da micotoxina pelo animal (QUEIROZ et al., 2011). No entanto, vale
ressaltar, que a utilizacdo destes produtos, ndo desintoxica completamente as silagens que estao
contaminadas por micotoxinas. Muitas vezes os aditivos sdo antiecondémicos e ineficazes para
silagens em propriedade leiteiras, devido & grande quantidade de material a ser tratado
(SCHMIDT et al., 2015).

Ademais as informagfes sobre a estabilidade das micotoxinas na silagem ndo sao
totalmente conclusivas e, para algumas toxinas, sdo contraditérias. Possivelmente, isso se
relaciona ao numero reduzido de analises para determinar a presenca de micotoxinas, em razao
do alto custo analitico e principalmente a caréncia de valores de referéncia, assim como a grande
heterogeneidade das silagens e ao fato de que as condicGes climaticas e fatores bidticos se
alteram com frequéncia (DRIEHUIS, 2011; QUEIROZ et al., 2011; SCHMIDT et al., 2015).

2.4.1 Aflatoxina (AFLA)

O nome aflatoxina tem origem na combinagdo das palavras Aspergillus + flavus +
toxina. S8o produzidas por diversas espécies de fungos filamentosos, principalmente A. flavus,
e A. parasiticus (HUSSAIN et al., 2010). Segundo Richard (2007), sdo reconhecidas,
atualmente, 18 compostos identificados pelo termo aflatoxina. Entretanto, os que apresentam
maior interesse sanitario sao denominados B1, B2, G1 e G2, no qual, sdo denominadas com
base na fluorescéncia quando submetidas luz ultravioleta e na sua mobilidade durante a

aplicacdo da cromatografia de camada delgada. Mas conforme a classificacdo da International
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Agency for Research on Cancer (IARC), apenas a aflatoxina B1 (AFLABL) é apontada como
a micotoxina pertencente ao grupo 1 com alto poder carcinogénico (IMAMURA et al., 2015).

Apresenta capacidade de crescer em uma ampla faixa de temperatura (24 a 35 °C) e
umidade (80 a 85%), possui alto ponto de fusdo, sendo decomposta em temperaturas acima de
220 °C. Ou seja, sdo demasiadamente termoestaveis, além de apresentarem bom
desenvolvimento em substratos como a silagem, com atividade da &gua em torno de 0,83
(DILKIN et al., 2000).

Atencdo especial deve ser dada a AFLA, por ser uma contaminante onipresente nos
alimentos em geral e pela preocupacéo em relacdo a satde publica. Isso se deve, ao fato dos
microrganismos ruminais apresentam baixa capacidade de metabolizar e diminuir a toxicidade
desta micotoxina. Assim, a AFLA pode ser encontrada na urina, no leite e produtos lacteos de
consumo humano (DIAZ et al., 2004).

Como a silagem compde grande parte da dieta de vacas em lactagdo, uma vez
contaminada por AFLA pode ser uma fonte significativa para contaminagdo no leite
(GLAMOCIC et al., 2019). Ap6s o consumo de AFLA, a mesma é absorvida pelo trato
gastrointestinal, passando para a corrente sanguinea e transportada até o figado, no qual é
hidrolisada pelo sistema enzimatico microssomal hepético, formando derivados hidrossoluveis,
no qual, passa a ser chamada de aflatoxina M1 (AFM1). Sendo transferida do sangue para o
leite por difusdo passiva pela membrana celular ou transporte ativo (CREPPY, 2002; SCUSSEL
etal., 2011).

A taxa de transferéncia para o leite pode variar de acordo com varios fatores, sendo eles
nutricionais e fisiolégicos, incluindo nivel de contaminacdo e exposicdo, taxa de ingestdo e
digestdo, saude imunolégica do animal, capacidade de biotransformacéo hepatica e producéo
de leite (DUARTE et al., 2013). Segundo relatos de Battacone et al. (2009) o pico de
concentracdo da AFM1 no leite pode ocorrer de 3 a 6 horas apds a ingestdo de AFLABL. Jaem
outras espécies, a toxina é totalmente eliminada 24 horas depois da exposi¢do. A AFM1 pode
desaparecer em torno de 4 dias apés a remocdo da AFLABI da dieta (DAL POZZO, 2016).
Oliveira et al. (2010) determinaram a incidéncia de AFLABL1 em racdes e AFM1 no leite em
propriedades no Estado de Sdo Paulo. As maiores ocorréncias de AFM1 no leite estavam
relacionados diretamente com as propriedades que forneciam maior quantidade de silagem na
composicao da dieta.

De acordo com Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2011), o leite com
concentracdes de AFLA acima de 0,05 pg.kg™ é considerado inadequado para comercializagéo

nos EUA, Brasil, Argentina e outros paises pertencentes ao mercado comum do sul. Em relacédo
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aos limites maximos toleraveis de AFLA seja qual for a matéria prima ou racGes utilizadas
como ingredientes destinadas ao consumo animal, o Ministério da Agricultura através da
Portaria MA/SNAD/SFA 07 de 1988, propde que seja de 50 pg.kg' o méaximo de AFLA
presentes nos alimentos. Destaca-se que o Laboratério de Analises Micotoxicologicas
(LAMIC) da Universidade Federal de Santa Maria, sugere que os limites maximos toleraveis
de micotoxinas em alimentos para ruminantes sendo eles, terneiros, machos adultos e fémeas
lactantes, seja de 20 pg.kg?, 20 pg.kg™? e 0 ug.kg?, respectivamente.

Em forragens conservadas como as silagens, a incidéncia de AFLA ¢é relativamente
baixa em comparagdo com outras micotoxinas, devido, provavelmente a baixa tolerancia de A.
flavus e A. parasiticus ao ambiente acido. Garon et al. (2006) descreveram que AFLAB1
presente na planta de milho no campo se degrada lentamente durante o periodo de fermentacéo
da silagem. Esta observacao pode ser confirmada pelo declinio da AFLAB1 durante nove meses
de armazenamento em silagens de milho (DRIHEUS, 2011). Em um estudo conduzido no Brasil
por Schmidt et al. (2015) observou-se que AFLA B2, G1 e G2 néo séo detectadas em nenhuma
amostra de silagem, sendo que apenas 3 de 327 amostras foram positivas para AFLABL.

No entanto, ha relatos de que podem ocorrer altos niveis de AFLA em silagens
conservadas ou produzida com material contaminado (Queiroz et al., 2009). Gonzales Pereyra
et al. (2008) e Amaral e Nussio (2011) também observaram que 0 manejo inadequado da
silagem pode prejudicar a fermentacéo, promover condigdes aerdbias dentro da massa do silo,
no qual pode favorecer o crescimento de fungos que normalmente sdo menos tolerantes as
condicdes acidas ou anaerdbias, como A. flavus.

Conforme descrito por Silva et al. (2000), A. flavus foi detectado apds 8 meses de
armazenamento (224 dias), quando a temperatura média e a umidade relativa variaram entre 17
e 24 ° C e 69 e 82%, respectivamente. Gonzalez Pereyra et al. (2008) relataram que as amostras
de milho sem passar pela fermentacéo ndo apresentaram contaminacdo de AFLA, engquanto que
17% dos silos pds-fermentados estavam contaminados. Semelhancas foram encontradas por
Keller et al. (2012), no qual observaram que em silagem de sorgo a contagem total de fungos
aumentou durante o processo de fermentacdo, sendo maior no pds-fermentativo do que nas
amostras antes de serem ensiladas.

Gonzélez Pereyra et al. (2011) estudaram o efeito dos diferentes tipos de silo sobre a
contaminacdo com AFLA, no qual, relataram que os silos tipo sacos/bags apresentaram alta
contaminagdo. 86% deles tinham niveis que excediam o limite recomendado para bovinos de
corte. Ja para silos trincheiras foi encontrada uma baixa incidéncia de contaminacéo por AFLA

(14%). Segundo Venturini (2019), ao determinar a presenca de fungos em silagens de sorgo ao
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longo do perfil fermentativo, observou que na silagem controle A. flavus apresentou aumento
crescente, com identificacdo de 1,25 UFC g* aos 14 dias e 1,67 UFC g* aos 56 dias de
conservacao. De acordo com Mallmann et al. (2014) as AFLA estao presentes em amostras de
silagem e sorgo, com positividade em torno de 16%, representando moderado risco de
micotoxinas (RM), ou seja, uma prevaléncia mediana.

Conforme descrito por Del Palacio e Pan (2020), tanto para silagem de gréo de trigo
guanto para sorgo, a contaminacdo no campo por aflatoxina foi inferior ao encontrado durante
0 periodo de armazenamento, sugerindo que esta espécie pode apresentar um certa resisténcia
e adaptacdo as condi¢Bes de armazenamento. Anteriormente, Queiroz et al. (2009) descreveram
que a inoculagdo com L. buchneri e P. Pediococcus ao material pré-ensilado com alta
concentracdo de AFLA, resultou em silagem sem a ocorréncia de micotoxinas. Desta forma, foi
demonstrado um possivel efeito antifungico dos acidos sobre a proliferacdo de fungos
toxinogeénicos.

De acordo com Santos et al. (2019), a contagem de A. flavus diminuiu com o prolongar
do tempo de armazenamento em variedades sorgo de alto e baixa concentracdo de tanino. Desta
forma, os autores recomendaram um periodo de até 90 dias de armazenamento. Ademais, gréos
de sorgo ensilados por periodos superiores a 30 dias, podem reduzir a presenca de espécies de
A. flavus, isto quando boas praticas de gestdo na realizacdo da silagem sdo seguidas. Podendo
indicar que o armazenamento de gréos de sorgo pode ser contaminado com menos frequéncia
por A. flavus, produtores de AFLA, do gque outros graos, como trigo e milho. Sugerindo que o
sorgo pode ser um substrato menos susceptivel para ser utilizado para a producdo de silagem
(DEL PALACIO E PAN, 2020).

2.4.2 Zearalenona (ZEA)

A denominacdo zearalenona provém do fungo “Gibberella zeae”. E um metabélito
produzido pela espécie Fusarium, englobando principalmente F. graminearum, F. culmorum e
F. crookwellense (SOBROVA et al., 2010). Conhecida, anteriormente com toxina F-2, é
descrita quimicamente como uma lactona macrociclica, no qual € classificada como toxina de
campo, sendo frequentemente encontrado em milho, trigo, cevada, arroz, sorgo e silagem
(JOUANY; DIAZ, 2005; GALLO et al., 2015).

Em estudo in vitro, Martins e Martins (2002), relataram que a grande variacdo térmica
se apresentou como essencial para producdo de micotoxinas por fungos do género Fusarium.

Variagdo esta, encontrada em regides de clima temperado, como ocorre em alguns locais no
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estado do Rio Grande do Sul. Estes autores demonstraram que a maior producdo de ZEA
ocorreu quando a cultura do milho foi incubada a 28 °C por 15 dias, seguido por uma gqueda na
temperatura para 12 °C, isto é, uma oscilacdo de 13 °C. A ZEA também apresenta boa
estabilidade térmica, fato este evidenciado, quando em um estudo, os grdos de milho foram
submetidos a uma temperatura de 150 °C, no qual a toxina foi apenas decomposta parcialmente
(MALLMANN; DILKIN 2007). Logo, a temperatura 6tima para a producdo de ZEA esta entre
12 el14 °C, aW prdximo ou superior a 0,85 e um pH variando entre 3,5a 7,5.

As plantas em suas diversas fases de desenvolvimento ou também na colheita,
processamento e no armazenamento, submetidas ao estresse climatico, seja na seca ou baixas
temperaturas, danos causados por insetos ou doengas, podem se tornar mais vulneraveis ao
Fusarium, servindo como fontes contaminadoras da silagem (LESLIE et al., 1990; TELLER et
al., 2012). Sendo que os esporos do Fusarium spp. produzem pigmentos avermelhados,
podendo ser um bom indicativo da proliferacdo destes fungos em substratos.

A ZEA é um metabdlito secundario com propriedades estrogénicas ndo esteroide, no
qual estimula os receptores citoplasmaticos, propiciando a sintese proteica no aparelho
reprodutor (DILKIN; MALLMANN, 2004). Desta forma, a secrecdo das células endometriais,
sintese das proteinas uterinas e o peso do aparelho reprodutivo apresentam tendéncia de
aumento. Podendo ocasionar varios problemas reprodutivos, incluindo diminuicdo da
fertilidade, hiperestrogenismo, vaginite, repeticdo de cio, aumento da glandula mamaéria,
diminuicdo na producdo de leite, feminizacdo de machos jovens devido a diminuicdo da
producdo de testosterona e infertilidade (GONCALVES et al., 2017).

Ruminantes sdo menos acometidos quando comparado aos suinos e aves. Podendo ser
confirmado pela compilacdo de dados de Assis et al. (2019) e colaboradores, quando
investigaram os efeitos da ingestdo de ZEA em ruminantes in vivo. Ao testar a dose de 0 a 500
mg/kg de ZEA em vacas em lactacdo, Weaver et al. (1986) relataram que a concentracdo de
progesterona nédo foi afetada e ndo houve alteragcdes comportamentais e no trato genital. Winkler
et al. (2014) testaram diferentes doses de ingestdo da micotoxina ZEA em vacas néo lactantes,
relataram que ndo houve nenhum efeito no desempenho desses animais. No entanto, Bridges et
al. (2010) observaram morte embrionaria e aborto, quando vacas prenhas receberam 20 mg/kg.
Ja quando novilhas receberam 1,5-5 mg/kg, os mesmos autores relataram casos de vaginite,
edema de glandula mamaria e atraso na puberdade.

Este cenério é justificado, pelo fato dos microrganismos ruminais, principalmente os
protozoarios, atuarem como primeira fase de defesa contraa ZEA, logo ap6s o intestino delgado

e figado participam da biotransformagédo (WINKLER et al., 2014). Estes apresentam a
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capacidade de converter cerca de 90% do total de ZEA em a-zearalenol e numa proporgéo
menor, em B-zearalenol (KIESSLING et al., 1984), sendo que em ruminantes, a meia vida de
eliminacdo pode ser superior a 28 horas (DONG et al., 2010).

Embora a-zearalenol possua maior efeito estrogénico em relacdo a ZEA, sua taxa de
absorgdo ¢ muito baixa. Ja a 3-zearalenol, possui atividade toxica sobre as células endometriais,
mas sua afinidade para os receptores estrogénicos é pequena, fazendo com que os efeitos
nocivos sejam com menor intensidade sobre o aparelho reprodutivo dos ruminantes. Vale
ressaltar, que esta capacidade de alteracdo pode se tornar limitada e variar de acordo com o
nivel de ingestdo, regime alimentar, tempo de contanto, associacdo com outras micotoxinas
passiveis de estarem presentes na silagem e outros disturbios metabolicos que podem diminuir
a taxa de conversdo da ZEA em metabolitos menos agressivos (DANICKE; WINKLER, 2015;
FINK-GREMMELS, 2008).

Ademais, para que a ZEA seja excretada no leite, as vacas precisam ser alimentadas
com concentragfes muito altas, ou seja, em torno de 12 mg/kg de peso vivo. Pois vacas dosadas
com 0,33 mg de ZEA por quilograma de peso vivo ndo foi detectada contaminagdo pela
micotoxina em amostras de leite (MALLMANN; DILKIN, 2007). Dessa forma, destaca-se que
a ZEA ndo representa risco para a saude humana, uma vez que a transferéncia dessa micotoxina
para o leite é praticamente nula.

Em alimentos conservados, segundo Garon et al. (2006) observaram que a ensilagem
ndo causou efeito sobre a concentracdo de ZEA, sendo monitorada durante nove meses de
armazenamento. Corroborando com os achados de Gonzélez Pereyra et al. (2014), em que
descreveram uma alta estabilidade de ZEA em silagens. Esta estabilidade de ZEA durante a
ensilagem pode ser justificada pelo fato de que a microbiota bacteriana e flngica da silagem
possui uma gama de microrganismos epifiticos capazes de biodegradar a ZEA em seus outros
metabolitos como a a-ZEL e B-ZEL (KELLER et al., 2015; TINYIRO et al., 2011; Y1 et al.,
2011). Como também documentado por Jensen et al. (2019), apds 90 dias de conservacao, nao
houve efeito sobre a quantidade de ZEA nem os niveis de a-ZEL e f-ZEL em silagens de milho.

Entretanto, no estudo de Whitlow e Hagler (2005) foi descrita uma incidéncia de 30%
de contaminacdo ZEA em 461 amostras de silagem de milho e o nivel médio de contaminacao
foi de 525 pg.kgde MS. Semelhancas foram relatadas por Driehuis et al. (2008) em que a
infestacdo por ZEA foi de 50% nas amostras de silagem de milho, porém com concentragdes
médias inferiores, de 146 pg.kg™.

Glamocic¢ et al. (2019) observaram que a ocorréncia de ZEA em silagens de milho foi

detectada em todas as amostras analisadas, sendo que a concentragdo foi de até 538 ug.kg™. De
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acordo com Schmidt et al. (2015) a ZEA foi a micotoxina mais prevalente e foi encontrada em
238 amostras (72,8%) em concentragdes variando de 10 a 1.830 pg.kg™. Em torno de 33
amostras apresentaram valores acima de 285 pg.kg™, o qual pode ser considerado como valor
critico para silagens de milho. Ademais, 0s mesmos autores relataram que correlacdo entre
temperatura e ZEA foi baixa (r = 0,03), indicando que esta variavel ndo pode ser avaliada de
maneira isolada.

No entanto, resultados distintos foram descritos por Cheli et al. (2013), em que
dependendo do teor de MS das silagens, da duracdo da ensilagem e da temperatura, o
desaparecimento de toxinas pode variar de 50% para ZEA a 100% para DON. Semelhancas séo
relatadas por Del Palacio et al. (2016), em que a maioria dos géneros de fungos produtores de
ZEA ocorreu em frequéncias mais altas em graos de sorgo recém-colhidos e nas amostras dos
primeiros meses de armazenamento, ocorrendo diminui¢do na ocorréncia aos 180 dias de
fermentacéo.

Santos et al. (2019) descreveram que a medida que o aumento do tempo de
armazenamento reduziu a presenca de Fusarium, sendo que a concentrag¢do mais alta de taninos
nos graos de sorgo foi capaz de reduzir a contaminagdo fungica. Ainda, 0s mesmos autores
sugeriram que 90 dias de conservacao seria um tempo ideal para ndo aumentar a concentragao
da populacéo fungica.

Embora a legislacdo brasileira ndo estabeleca limites de tolerancia para a ZEA, o que
impossibilita ampliar a discussao sobre as diretrizes a serem seguidas para seguranca humana
e animal, na tentativa de garantir a seguranca alimentar dos bovinos, LAMIC (2018) indicou
limites maximos de ZEA por volta de 250 pg.kg™* em alimentos para terneiros, machos adultos
e fémeas. Ja4 na Europa, o valor de orientacdo para ZEA ¢é 500 pg.kg? (EUROPEAN
COMMISSION, 2006).

De acordo com Schmidt et al. (2015) as relacdes entre micotoxinas e manejos de silagem
ndo sao faceis de diagnosticar, pois no trabalho destes autores, ndo observaram correlacao entre
ZEA e variaveis de gerenciamento dos silos. Desta forma, a concentracdo de ZEA pode
apresentar grande variacdo, sendo muito dependente da regido, clima e época de semeadura e
fatores de gestdo do silo. Neste sentido, boas praticas agronémicas como controle de pragas e
doengas sdo bons pardmetros para minimizar o estresse ambiental e diminuir os riscos de
contaminagdo de ZEA em silagens (SCHMIDT et al., 2015).
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2.4.3 Fumonisina (FUMO)

As fumonisinas, sdo compostos heterociclicos oxigenados, produzidos por espécies de
fungo do género Alternaria e Fusarium. Visto que as maiores produtoras da micotoxina sao as
F. moniliformes, entretanto as espécies de fungos F. verticilloides e F. prolifetarum também
sdo comumente produtoras de FUMOs (WHITLOW; HAGLER, 2005).

Existem dezenas de estruturas moleculares de FUMO isoladas, porém as de maiores
relevancias toxicoldgicas e produzidas em condi¢Ges naturais consistem em FUMO By, B2 e Bs,
no qual, séo classificadas como possiveis carcinégenos em humanos (grupo 2B) (IARC, 2002).
Estas toxinas apresentam alta polaridade, resistente a altas temperaturas e ao processamento
térmico, demonstra também ter, solubilidade em &gua e insolubilidade em solventes organicos.
Além disso, a producdo de FUMO é favorecida em temperaturas amenas (15 a 25 °C), alta
umidade e aW de 0,9 (MALLAMANN; DILKIN, 2007).

Consideradas como toxinas de campo, estdo associados, segundo Driehuis (2011) com
as doencas de podriddo rosa e branca em plantas de milho. Para Fink-Gremmels (2005) a
ocorréncia das FUMO produzidas pelo género Fusarium spp. em alimentos, tem sido
relacionada a ataques de fungos que acontecem na planta quando ainda estdo na lavoura,
podendo ser produzida durante 0 armazenamento se o tipo de material utilizado e a vedagédo do
silo no processo da ensilagem néo for realizada de forma eficiente.

O mecanismo de acdo das FUMO esté relacionado com a inibicdo da enzima acetil-
transferase, responsavel pela sintese de esfingolipidios, ou seja, lipideos que compde a
membrana celular. Pois as FUMO séo estruturas moleculares semelhantes a esfingosina que
circundam o tecido nervoso. Estas moléculas sdo importantes na regulacdo de receptores de
superficie celular para obter o bom funcionamento e a sobrevivéncia celular (MALLMANN;
DILKIN, 2007).

A toxicidade desta micotoxina pode resultar em diminuicdo na biossintese dos
esfingolipideos, causando paralisia, afetando o sistema imune, lesdes no figado e rins, ataxia
em cavalos e edema nos pulmdes em suinos. J& em ruminantes, as FUMO passam pelo rimen
sem sofrer alteracdo através da microflora ruminal (CALONI et al., 2000) ademais, qualquer
que seja a espécie animal, o figado € principal 6rgdo alvo desta toxina.

Os bovinos parecem ser menos susceptiveis aos efeitos nocivos de FUMO. Podendo ser
comprovado pelos estudos de Osweiler et al. (1993), que adicionou 15, 31 e 148 mg/kg de
FUMO, durante 30 dias, nos alimentos de bezerros. Os autores ndo observaram alteragdes no

desempenho dos animais havendo apenas leves alteragdes nas enzimas hepaticas. Em bezerros
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alimentados com leite recebendo 1 mg/kg de peso corporal de FUMO, Mathur et al. (2001)
observaram lesdes hepaticas e renais, justificando que esta categoria pode ser mais sensivel a
exposicdo de FUMO.

Em relacdo a presenca de FUMO no leite, a literatura sugere que a contaminacgéo pode
ser possivel, porém, com baixa incidéncia. Diaz et al. (2000) demonstrou que a dosagem de 100
mg/kg de FUMO reduziu o consumo de racéo e a producéo de leite em bovinos leiteiros. Porém,
segundo Scott et al. (1994) e Richard et al. (1996), apds a administracdo de FUMO, por via oral
ou intravenosa em vacas leiteiras, ndo houve deteccdo de residuos da toxina no leite. E no que
se refere a presenca de FUMO em alimentos conservados com silagens, Toledo et al. (2020)
descreveram que grau de compactacio (600 kg/m?® e 700 kg/m?) e o tamanho de particula usados
no estudo nao apresentaram influéncia sobre a presenca de FUMO nas silagens ou tinham niveis
abaixo do limite de detecgdo (200 pg.kg?) da micotoxina.

As especies de Fusarium demonstram uma certa tolerancia a baixas temperaturas no
inverno e podem vir a colonizar residuos de colheita. Estes, por sua vez, tornam-se boas fontes
de indculos para a sua sobrevivéncia quando as temperaturas aumentam (BINDER, 2010). De
acordo com Driehus (2011) a frequéncia e os niveis de contaminacdo por FUMO foram maiores
em amostras de silagem pds-fermentacdo quando comparado com amostras de materiais antes
da ensilagem, sugerindo que a FUMO na silagem, apresenta uma certa estabilidade.

Gonzélez Pereyra et al. (2008) observaram que os niveis de FUMO na silagem de milho
variaram de 340 a 2.490 pg.kg! de MS. Os mesmos autores relataram que as amostras de
diferentes locais do silo tinham diferentes concentracfes da toxina, isto €, as da camada superior
e das paredes laterais tinham valores elevados de pH, o que favoreceu a produgéo de FUMO.
Posteriormente, o0 mesmo grupo de estudos, avaliou diferentes tipos de silo, sendo eles
trincheira ou sacos/bags, observando que o tipo de silo ndo apresentou efeito sobre os niveis de
FUMO na silagem de milho (GONZALEZ PEREYRA et al., 2011).

Para Del Palacio et al. (2016) as FUMO foram detectadas em 40% das amostras recém-
colhidas de grdo de sorgo, com niveis variando 533 pg.kg™ a 933 pg.kg™. Em estudo realizado
por Horn et al. (2014) em relacéo a presenca de FUMO em amostras de silagem de milho que
seriam posteriormente fornecidas ao gado leiteiro da regido Sul do Brasil, demonstraram que
as FUMO foram as toxinas que apresentaram menor porcentagem de amostras contaminadas
(11,4 a 34,4%) entre os anos de estudo, sendo que todos estavam abaixo do limite maximo
toleravel quando comparado aos Estados Unidos (30.000 pg.kg™).

Toledo (2018) relatou que o valor maximo encontrado de FUMO em silagem de milho

foi de 600 pg/kg com uma incidéncia de 42,5%. J& Aragon et al. (2011) analisaram 43 amostras
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de silagem, sendo que apenas 11,6% apresentaram um resultado positivo para FUMO, com um
nivel maximo de contaminacéo de 989 pg.kg™?. Aragon e Rodrigues (2009) analisaram uma
baixa incidéncia de FUMO em silagem de milho, ou seja, das 227 amostras analisadas somente
6,6% foram positivas para esta toxina. Entretanto, diferente das cita¢cbes acima a concentracao
média foi superior, relatando indices de 1519 pg.kg™.

Sobre os limites maximos toleraveis de FUMO em silagem, ndo se tem relatos na
literatura. Porém, o LAMIC da Universidade Federal de Santa Maria, apresenta recomendacdes
no que se refere aos alimentos em geral destinados para terneiros, machos adultos e fémeas
lactantes, indicando no méaximo 2000 pg.kg?, 5000 pg.kg? e 3000 pg.kg™, respectivamente.
De acordo com as recomendacdes do Novisnki e Schmidt (2011) sdo considerados niveis de
contaminagao aceitaveis, valores inferiores a 1.000 pg.kg?. Ja a orientacdo de recomendag&o

para FUMO ¢ 15 mg.kg™ de MS de dieta para vacas leiteiras em lactagao.

2.4.4 Desoxinivalenol (DON)

DON é uma micotoxina que faz parte dos tricotecenos tipo B, sendo produzida pelo
género Fusarium principalmente F. graminearum, além de F. sporotrichioides, F. culmorum,
F. poae, F. roseum, F. tricinctum, no qual, sdo pertencentes ao grupo das micotoxinas tipicas
de campo. E uma toxina conhecida, tradicionalmente como vomitoxina pois tende a causar
vomitos em suinos. Além de vbomito, pode causar perda de apetite, diarreia, problemas
reprodutivos, reducdo da producdo e maiores contagens de células somaticas no leite. Também
podem surgir abortos, hemorragias além de altera¢fes no sistema imunolégico (JOBIM et al.,
2001; SHARMA, 1993).

Em ruminantes, DON podem ser transformados em metabdlitos menos toxicos através
dos microrganismos ruminais. E possivel relatar que bovinos s&o menos vulneraveis do que
monogastricos. Segundo observacdes feitas por Driehuis (2011), o efeito de DON em bovinos
leiteiros ainda é inconclusivo. Porém, ha relatos que com a ingestdo de altos niveis pode
diminuir o desempenho (WHITLOW et al., 1994). Outros impactos foram relacionados sobre
a modificacdo na fermentagcdo ruminal e por consequéncia reducdo do fluxo de proteina
microbiana ao duodeno (DANICKE et al., 2005). Nos estudos de Jeong et al. (2010) quando
incluiram 40 pg/mL de DON no liquido ruminal, houve reducdo na producdo de gas,
concentragOes de &cidos graxos volateis e NHsz-N.

Boguhn et al. (2010), quando avaliaram a inclusao de 0,36; 0,46; 5,76 e 6,90 mg/ kg de

DON na dieta ndo encontrou alteracdes sobre a microbiota ruminal in vitro. Similaridade foi
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destacada por Hildebrand et al. (2012), ao adicionar 0,3; 3,4; e 4,4 mg/kg de DON na dieta,
também ndo obtiveram nenhuma modificacdo. Ademais, devido a baixa transferéncia da toxina
para o leite, DON ndo é considerado um contaminante que possa reduzir a seguranga dos
produtos lacteos e saide humana (EFSA, 2004).

DON pode ser encontrado em diversos cereais e seus subprodutos, especialmente
quando sdo cultivados no inverno, cujas condi¢des de temperaturas mais baixas e alta umidade
podem possibilitar o desenvolvimento dos fungos produtores de DON (MALLMANN;
DILKIN, 2007). Apresenta estabilidade em temperaturas elevadas, soldvel em agua e solventes
polares. DON tem sido detectado em maior prevaléncia em cereais como trigo, cevada, centeio,
aveia e milho, com menor frequéncia em arroz, triticale e sorgo (BELLUCO, 2014).

Micotoxinas produzidas por Fusarium estdo frequentemente presentes em milho
forrageiro recém-colhido (ECKARD et al., 2011; SCHOLLENBERGER et al., 2012), sendo
este utilizado posteriormente como matéria-prima para a producdo de silagem. De acordo com
Driehuis et al. (2008) ao realizarem uma pesquisa sobre a presenca de micotoxinas em
ingredientes da dieta de bovinos leiteiros, observaram que a silagem de milho foi a principal
fonte contaminante de DON e ZEA. Sendo que estas, muitas vezes podem ocorrem de forma
simultanea, em amostras de silagem de milho, aumentando o risco de doencas nos animais pelo
efeito de associacdo das micotoxinas e pela alta inclusdo desse volumoso na alimentacdo de
vacas leiteiras.

Mesmo que as silagens apresentem ambiente anaerébio, o baixo pH do substrato e a
presenca de aminas, segundo Gardiner et al. (2009) podem estimular a producdo de DON por
F. graminearum. Keller et al. (2012) relataram um aumento na toxina Fusarium apés a
ensilagem. Sendo que a presenga de DON €é mais pronunciada em locais submetidos a
deterioracdo aerdbia (BORREANI; TABACCO, 2010). No entanto, a fase de pré-colheita
parece ser a etapa mais importante para a contaminacdo da toxina Fusarium, pois esta
relacionada com varios fatores incluindo a regido, clima e época de semeadura (DRIEHUIS,
2011).

Ao avaliar a presenca de micotoxinas em silagem de milho de cinco regides produtoras
de leite do Brasil, Schmidt et al. (2015), descreveram que as concentracdes de DON obtidas
foram em média de 259 + 124 pg/kg com incidéncia de 33,6 %. Gonzalez Pereyra et al. (2011)
relataram que os niveis de DON, tanto em silos do tipo trincheira como em saco/bags, estavam
dentro do limite recomendado pela Unido Europeia. Para Toledo et al. (2020) o grau de
compactacdo e o tamanho de particula em silagem de milho ndo apresentou efeito sobre a

presenca de DON. Além destas varidveis, de acordo com Schmidt et al. (2015) a utilizacéo da
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temperatura como indicativo para detectar micotoxinas no silo, também ndo foi um bom
preditor.

Em um estudo investigando a estabilidade de DON em silagem de trigo e milho,
concluiu-se que a ensilagem apresentou a capacidade de reduzir DON (BOUDRA; MORGAVI,
2008). No entanto, em outros estudos nenhum efeito de ensilagem na concentragdo de DON foi
detectado (LEPOM et al., 1988). Garon et al. (2006) estudaram o comportamento da
concentracdo de DON durante nove meses de armazenamento. Relataram que DON
permaneceu estavel durante o periodo analisado, com niveis entre 150 e 200 ug.kg™.

J& para Gonzélez Pereyra et al. (2008) houve aumento nas concentragdes de DON na
ensilagem. Similaridades foram descritas por Jensen et al. (2019), em que a ensilagem resultou
em um aumento significativo de DON, sendo que o nivel médio ap6s 3 meses de fermentacéo
foi 34% maior em comparacdo com o valor inicial.

Pode-se notar que, em relacdo a estabilidade do DON na silagem, h& informacGes
contraditorias. Tal efeito pode ser justificado pelo fato que, na maioria das condic¢@es, quando
as plantas de milho apresentam algum tipo de dano antes da colheita, podem continuar
produzindo uma alta concentracdo de DON na silagem, cerca de 920 pg.kg?, pois quando se
utilizou plantas saudaveis para serem ensiladas a incidéncia caiu para 3,1 pg.kg™* (TELLER et
al., 2012). Ou seja, na maior parte das condic¢des, quando a planta possui infestacdo de DON,
esta apresenta estabilidade em silagens ou apresenta baixa capacidade de ser degradada durante
o0 periodo de conservacao (DRIEHUIS, 2011).

Recentemente, Jensen et al. (2019) sugeriram que o aumento de DON durante o periodo
de conservacéo pode ser devido a liberacdo da toxina quando estes estavam associados a parede
celular das plantas (ROBLEDO et al., 2015; SCHAARSCHMIDT; FAUHL-HASSEK, 2018).
Outra hipotese descrita foi que, as micotoxinas derivadas de Fusarium sao capazes de sofrer
alteracdo na sua estrutura quimica ao longo do armazenamento (LATORRE et al., 2015).

Ademais, é plausivel a possibilidade de que, durante o processo de ensilagem ocorra
uma conversdo bioguimica parcial ou degradacdo dos derivados deoxynivalenol-3-glucoside
(DON3G), 3-acetyl-deoxynivalenol (3-AcDON) e 15-acetyl-deoxynivalenol (15-AcDON), em
sua estrutura priméria, ou seja, de DON. No qual, esta biodegradagdo pode ser induzida por
microrganismos epifiticos presentes na silagem (JENSEN et al., 2019).

Tanto o Canada como os Estados Unidos adotam limite maximo de 1000 pg.kg™, para
novilhas e vacas lactantes (FAO, 1997), entretanto, vale ressaltar que no Brasil ndo existe
legislacdo especifica para DON em silagens. Além do mais, a concentracdo de DON é bastante

variavel, sendo dependente das condic¢des heterogéneas do ambiente.
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3 CAPITULO | — TEMPO DE CONSERVACAO SOBRE A QUALIDADE DE
SILAGENS DE SORGO DE PLANTA INTEIRA

Resumo: O objetivo do presente ensaio, foi avaliar o efeito dos diferentes tempos de
conservacao (45, 90, 180 e 360 dias) sobre o fracionamento expandido de carboidratos, proteina
e a cinética de fermentacdo ruminal in vitro em silagem de sorgo de planta inteira. O
delineamento utilizado, foi o inteiramente casualizado, constituindo de quatro tratamentos com
quatro repeticdes cada. O tempo de conservacdo resultou em efeito quadratico nas variaveis
MS, pH, &cido latico, &cido acético. J& para acido propionico, butirico, NHs-N, perdas de gases
e efluentes, foi observado incremento linear crescente em funcgéo do tempo de conservacao. Em
relacdo ao fracionamento dos carboidratos, observamos reducdo nas fragdes solveis e aumento
das insolGveis com maiores tempos de conservacdo das silagens. Para o fracionamento
nitrogenado, o tempo de conservacao acarretou em protedlise, aumentando as fracdes PA, PB2
e PB3. Houve uma melhora de 0,00884 % ao dia para DEGMS_48h. A maior producdo de gas
in vitro ficou entre 12 e 24 h. O aumento do periodo de conservacao reduziu as fragcdes de
carboidratos soluveis da silagem, e eleva o nitrogénio ndo proteico e as proteinas
potencialmente degradaveis no rdmen. Neste sentido, adaptacdes nas estimativas de
formulacGes das dietas conforme o tempo de conservacgdo do silo, sdo essenciais para se obter
a maior eficiéncia produtiva.

Palavras-chave: Dieta. Fermentagdo. Fracionamento. Glicidios. Nitrogénio. Valor nutricional.
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STORAGE TIME ON THE QUALITY OF WHOLE PLANT SORGHUM SILAGE

Abstract: The aim of this trial was to evaluate the effect of different storage times (45, 90, 180
and 360 days) on the expanded fractionation of carbohydrates, protein and the in vitro
degradation kinetics in whole plant sorghum silage. The design used was completely
randomized, consisting of four treatments with four replications each. The conservation time
resulted in a quadratic effect on the variables DM, pH, lactic acid, acetic acid. For propionic
acid, butyric acid, NH3-N, gas losses and effluents, there was a linear increase over time.
Regarding the fractionation of carbohydrates, we observed a reduction in soluble fractions and
an increase in insoluble ones. For nitrogen fractionation, the conservation time resulted in
proteolysis, increasing the PA, PB2 and PB3 fractions. There was an improvement of 0.00884%
per day for DEGMS_48h. The highest in vitro gas production was between 12 and 24 h. In
summary, increasing the storage period reduced the soluble carbohydrate fractions in the silage,
but increased non-protein nitrogen and potentially degradable proteins in the rumen. In this
sense, adaptations in the estimates of diet formulations according to the storage time of the silo
are essential to obtain greater production efficiency.

Key words: Diet. Fermentation. Fractionation. Glycids. Nitrogen. Time. Nutritional value.
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INTRODUCAO

As informac0es geradas até os dias atuais, sdo bastante pertinentes quando nos referimos
que a intensa fermentacao que ocorre até a fase de estabilidade da silagem, desacelera, mas ndo
paralisa, isto ¢, a fermentacdo do material ensilado ocorre, de forma constante, até a abertura
do silo (DER BEDROSIAN et al.,, 2012; FERRARETO et al., 2015). Sendo que esta
fermentacdo permanente, ocasiona mudancas na composi¢do nutricional e no valor nutritivo
em silagens durante o armazenamento prolongado, como resultado da atividade bacteriana e
enzimética (JUNGES et al., 2017).

Estas alterac6es sdo conhecidas em silagens de milho (planta inteira ou grdo), em que,
normalmente, aumentam o nitrogénio ndo proteico, melhora na digestibilidade da matéria seca
e amido, com pouco ou nenhum efeito sobre a digestibilidade da fibra (FERRARETO et al.,
2015; HRISTOV et al., 2020; KUNG JR. et al., 2018). No entanto, a extensdo dessas
transformacdes € menos estudada em silagens de planta inteira de sorgo (SSPI), especialmente
no Brasil, devido aos dados serem escassos e divergentes.

Desta forma, torna-se relevante identificar o grau das alteragfes nutricionais que 0s
diferentes tempos de conservacdo podem proporcionar no material ensilado, visto que, 0s
sistemas de formulagdo de dietas para ruminantes demandam informagfes constantes e
atualizadas sobre os mais diversos alimentos conservados, principalmente, no que diz respeito
as suas fracdes de carboidratos e proteinas, bem como, sua degradabilidade. Neste sentido,
podemos estimar de forma mais detalhada, o desempenho de vacas leiteiras, além de maximizar
a eficiéncia da utilizacdo dos nutrientes (FOX et al., 2004; HIGGS et al., 2015).

Dada a relevancia da silagem de sorgo de planta inteira como fonte alternativa de
volumoso, os resultados obtidos no estudo atual, podem servir de apoio para atualiza¢do do
banco de dados ao modelo mecanicista Cornell Net Carbohydrate and Protein System
(CNCPS). Essa atualizagdo visa auxiliar técnicos e produtores na elaboragdo de dietas com
estimativas mais realistas, pois realizar analises detalhadas e rotineiras do contetdo nutricional
da silagem, ao longo dos diferentes tempos de conservagéo, torna-se oneroso.

Neste sentido, a hipGtese a ser avaliada no presente estudo é de que o aumento do
periodo de armazenamento modifica a composic¢ao nutricional da silagem de planta inteira de
sorgo. Assim, o presente estudo, tém por objetivo avaliar o quanto, o tempo de conservacédo da
silagem pode afetar o fracionamento expandido de carboidratos, proteina e cinética da

degradacéo in vitro.


https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-35982020000100501#B31
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Grupo de Estudo em Aditivos na Produgdo Animal (GEAPA)
da UFSM, localizado na regido fisiografica da Depressao Central, Rio Grande do Sul, Brasil,
no periodo de outubro de 2016 a junho de 2018. A &rea experimental foi instalada na cidade de
Santa Maria — RS, Brasil, coordenadas latitude 29,73°12”” Sul e longitude 53.71°82”* Oeste, a
95 metros de altitude. O solo da regido € classificado como Argissolo Vermelho Distréfico,
com horizontes A e Bt definidos (EMBRAPA, 2013). O clima é o Cfa, subtropical, sem estacdo
seca e com verdes quentes (PEEL et al., 2007).

Utilizou-se o hibrido comercial de sorgo (Sorghum bicolor L, Moench), ADV
2499BMR, em que a semeadura ocorreu no dia 02/12/2016. A area experimental total foi
formada por 16 unidades experimentais. Cada unidade experimental possuia 5 linhas, espacadas
em 0,45 m, com 6 metros de comprimento, totalizando area total de 13,5 m2. Como critério, as
plantas de sorgo foram colhidas para a confecc¢do da ensilagem quando as mesmas chegassem
aos 28% de MS. Foram trituradas com tamanho média de particula de 2 cm. O material vegetal,
foi adequadamente compactado em silos experimentais com quatro sacos plasticos para a
protecdo contra a entrada de ar e luminosidade. A sequéncia dos sacos plasticos respeitou a
seguinte ordem: o 1° saco com furos no fundo tinha por finalidade a saida dos efluentes e
acomodagdo do material ensilado, o 2° saco continha areia lavada e seca em estufa, que foi
utilizada para absorcdo dos efluentes; o 3° saco para melhor vedacdo dos demais e 0 4° saco,
escuro para protecao contra luminosidade. Os silos experimentais continham 8 kg de silagem e
2 kg de areia, sendo obtida densidade média das silagens de 840,65 kg de matéria verde
(MV/m3).

A abertura dos silos experimentais foi pré-estabelecida conforme o tempo de
conservacao, sendo realizada apés 45, 90, 180 e 360 dias de conservacdo. Com os silos abertos,
foi retirada uma amostra de silagem de cada silo para determinacdo do pH conforme Silva e
Queiroz (2002) e outra amostra para a extracdo por meio de prensagem do liquido da silagem
(prensa Carver), sendo posteriormente utilizado para analise do nitrogénio amoniacal (N-NHs)
pelo método de calorimetria de acordo com Weatherburn (1967). As perdas oriundas do
processo fermentativo como efluentes e gases, foram calculadas de acordo com formulas
citadas por Jobim et al. (2007).

Uma amostra (aproximadamente 200g) de silagem foi seca em estufa com circulacdo
forcada de ar com temperatura média de 55 °C, até atingir peso constante. Posteriormente, a

amostra foi processada em moinho de facas com peneira de malha de 1 mm para anélises
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bromatoldgicas e 2 mm para o ensaio de degradabilidade. A matéria seca (MS) total foi
determinada em estufa a 105 °C durante um periodo minimo de 8 horas, a matéria mineral (MM)
através de incineracdo em mufla a 550 °C durante 4 horas. A proteina bruta (PB) foi determinada
pelo método micro Kjeldhal, segundo AOAC (1995), e o extrato etéreo (EE) de acordo com
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), realizada com auxilio de
autoclave, conforme técnica adaptada por Senger et al. (2008) e o contetdo de fibra em
detergente &cido (FDA) e o teor de lignina (LDA), realizadas de acordo com a metodologia de
Van Soest et al. (1991), sendo a LDA extraida com o uso de &cido sulfurico 72 %. Os teores de
hemicelulose (HEM) e celulose foram obtidos por diferencas entre os teores (FDN e FDA) e
(FDA e LDA), respectivamente.

O conteudo de acgucares soltveis (AS) na MS foi determinado pela extracdo com etanol
70° e estimado por colorimetria (HALL, 2000). Os acidos acético, propiénico e butirico
produzidos durante a fermentacdo foram mensurados conforme Tangerman e Nagengast,
(1996). O acido latico foi submetido ao processo de derivatizacdo com auxilio N-terc-
butilmetilsilil-N-metiltrifluoroacetamida (OMS-OLIU et al., 2011). As concentragdes de todos
os &cidos foram analisadas em cromatografia gasosa equipada com detector de ionizacdo de
chama (GC-FID), Varian Star 3400CX (CA, EUA). Para a quantificacdo do teor de amido total
das silagens, a amostra foi submetida a digestdo enziméatica com amilase (Termamyl 120L),
amiloglicosidase (AMG 300L) e protease (Flavourzyme 500L). Os acucares resultantes dessa
digestdo foram quantificados em espectrofotometro a A = 505 nm de absorbancia, utilizando o
kit glicose oxidase-peroxidase (GOP) como reativo de cor (WALTER et al., 2005).

Para a determinacdo de nitrogénio ndo proteico (NNP), assim como as equacdes
utilizadas para calcular o fracionamento do nitrogénio, foram analisados de acordo com Licitra
et al. (1996), no qual, as descri¢Oes das fragdes sdo as seguintes: PA= nitrogénio nao proteico,
PB1= constituida de proteina solivel em tampéo borato fosfato, mas que precipita em TCA,
sendo rapidamente degradavel no rimen; PB2= constituida de proteina insolivel em tampéao-
borato presente no conteudo celular e com taxa de degradagdo intermediaria; PB3= proteina
insoltvel e lentamente degrada no ramen, PC= € a proteina insolGvel no rimen e indigestivel
no trato gastrintestinal.

Para o fracionamento dos carboidratos (CHO) foi seguida a metodologia de Lanzas et

al. (2007), os quais descrevem as fracbes do método expandido em: CAl= acidos volateis
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(acético, propibnico, butirico), CA2= 4cido latico, CA3= acidos organicos, CA4= agUcares,
CB1= amido, CB2= fibra soltvel, CB3= fibra digestivel, CC= fibra indigestivel.

As analises de degradabilidade dos gases in vitro foram realizadas de acordo com
técnicas adaptadas de Schofield et al. (1994) e Theodorou et al. (1994). As amostras (0,5 Q)
foram pesadas em frascos de fermentacdo com capacidade de 100 mL. Quarenta mL de meio
de cultura (tampéo) e 10 mL de liquido ruminal filtrado por duas camadas de gaze de algodéao
foram adicionados sob injegédo continua de CO2 e mantidos em banho-maria a 39 °C. Apds a
inoculacdo do liquido ruminal, os frascos foram colocados em banho-maria a 39 °C com
agitacdo constante por 96 h. A producédo de gas foi medida em 3, 6, 9, 12, 18, 24, 30, 36, 42,
48, 72 e 96 h. Os célculos dos parametros da cinética de producdo de gas foram realizados
usando SAS® University Edition version. O liquido ruminal foi coletado de dois bovinos
fistulados com canulas de 10 cm. O uso dessa técnica foi aprovado pelo Comité de Etica em
Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Maria (CEUA) sob o protocolo nimero
5439180417. Durante a coleta, foi mantido em temperatura controlada de 39 °C em banho-
maria. Os animais foram adaptados a silagem de sorgo durante um periodo de 10 dias antes da
coleta do fluido ruminal. Os dados foram ajustados ao modelo de logistica unicompartimental
descrito por Schofield et al. (1994), Vt=Vfx (1 +exp (2-4 xS x (t-L))) -1, onde Vfeo
volume final de géas (ml g* de MO) no tempo t, S ¢ a taxa de degradacéo (h), e L é o tempo de
colonizagdo (h).

A estimativa da degradabilidade da matéria organica (DMO) de amostras usando a
producdo de gas (GP) em 24 h foi estimada usando as equac@es descritas por Menke et al.
(1979): DMO (g kgt MS) = 148,8 + (8,89 x PG24) + (0,45 x PB + (0,0651 x CB). Onde, PG24
é a produco liquida de gas (ml g MO) as 24 horas de incubagéo, PB € proteina bruta (g / kg
de MS), CZ é cinza (g / kg de MS). A energia liquida para lactacdo foi calculada como: EL
(MJ/kg MS) = 0,54+ (0,0959 x PG24) + (0,0038 x PB) + (0,001733 x EE). Em que GP € a
producdo de gas (ml /200 mg MS), GP24 é a producdo liquida de gas (ml / 200 mg de MS) as
24 h de incubacdo, PB é a proteina bruta (g / kg de MS), EE é o extrato etéreo (g / kg de MS),
CZ é acinza (g / kg de MS). A degradabilidade in vitro da matéria seca (DEGMS_48h) foi
estimada aplicando a metodologia de Tilley e Terry (1963), adaptado por Goering e Van Soest
(1970). A degradabilidade in vitro da fibra em detergente neutro (DEGFDN_48h) foi
determinada usando a seguinte equacdo: DEGFDN_48h = 100 - (FDN remanescente em t = 48
h/FDNemt=0h)x 100.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e

4 repeticOes cada. O modelo experimental foi: yijj= W + ti + ej;, onde yij = valor observado na
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unidade experimental que recebeu o tratamento i, repeticdo j; i = efeito geral da média; ti =
efeito do tratamento i; eij = erro aleatdrio (residuo). Foi realizada andlise de regressdo e
correlacdo de Pearson, sendo que a escolha dos modelos foi baseada no nivel de 5% de
significancia. As analises dos dados foram realizadas através do pacote estatistico R software
(R Core Team).

RESULTADOS

O periodo de armazenamento reduziu em 0,01072 g kg™* de MS por dia o teor de matéria
seca da silagem (Tabela 1). O teor de nitrogénio amoniacal (NHz-N) aumentou 0,08700 g kg™
de MS a cada dia de conservacgdo, enquanto que o o tempo de armazenamento afetou de maneira
quadratrica o pH da silagem, com valores minimos aos 26 dias de conservacao.

A concentracdo de &cido latico apresentou comportamento quadratico, com o ponto de
maxima aos 218 dias de conservagio, com concentragdo de 54,78 g kg™ de MS. Foi observado
efeito quadratico para o acido acético, atingindo seu maior nivel aos 163 dias de conservacéo,
com valor de 17,45 g kg de MS. A concentragdo dos acidos propidnico e butirico apresentaram
incremento linear conforme aumentou o tempo de armazenamento, com acréscimos de 0,00300

e 0,00210 g kg™ de MS por dia de conservagao, respectivamente.

Tabela 1 — Parametros fermentativos e perdas de silagens de planta inteira de sorgo, submetidas
a diferentes tempos de conservagao

Tempo de Conservacao (dias) P valor
Variaveis EPM
0 45 90 180 360 L Q
MS! 28,49 30,40 29,23 27,34 26,71 0,81 0,012 0,206
NH;-N" 22,07 25,31 29,14 49,22 0,68 < 0,001 0,221
pH'" 3,62 3,84 3,96 3,95 0,03 0,009 0,001
Acido latico' 19,50 46,50 48,41 39,00 1,95 0,520 0,003
Acido acético¥ 13,90 18,21 17,76 14,20 0,77 0,258 0,045
Acido prop"' 4,00 4,18 3,98 5,03 0,28 0,040 0,361
Acido but"" 1,39 2,05 1,55 2,19 0,22 0,045 0,847
EfluentesV!" 9,67 11,5 16,58 17,63 0,18 0,002 0,405

PG 7,80 15,8 18,5 18,3 0,68 0,199 0,046




48

Acido acético em g/Kgt MS; Acido but= &cido butirico em g/Kg™ MS; Total 4cidos em g/Kg™ MS; Acido latico
em g/Kg* MS; Acido prop= &cido propionico em (g/Kg™ MS); Effluents= producio de efluentes em (g/kg MV
ton?); MS= matéria seca em g/Kg™' MS; NH3-N= nitrogénio amoniacal em (g kg™ of total nitrogen); PG= perda
por gases em g/Kg* MS.

EPM= erro padrdo da média; L=linear; Q= quadratico.

'Y=30,18696 - 0,01072DIA (R2=0,48; CV=5,16%);

'Y= 16,52942 + 0,08745DIA (R2= 0,95; CV=8,36%);

'Y= 3,45944 + 0,004368 DIA - 0,00008254DIA? (R?=0,87; CV=1,63%)
VY= 6,22222 + 0,44519DIA - 0,00102DIA? (R2=0,64; CV=12,48%);
VY=12,167+ 0,0652DIA - 0,0002D1A? (R2= 0,76; CV 14,44%);

VY= 3,76522 + 0,0032DIA (R%= 0,44; CV= 10,48%);

Viy=1,4989 + 0,0021546DIA (R2= 0,34; CV= 12,48%);

Villy=0,94186 + 0,00360 DIA (R2=0,29; CV= 41,59%);

Xy=3,3824 + 0,1396DIA - 0,0003DIA? (R2=0,33; CV=25,88%)

As perdas por efluentes aumentaram linearmente em funcdo do tempo de conservacao,
na ordem de 0,00360 g kg de MS por dia de conservacdo. As perdas por gases (PG)
apresentaram comportamento quadratico, com valor maximo de 19,539 kg™ de MS aos 216
dias de conservacéo.

Os carboidratos totais ndo foram alterados pelos diferentes tempos de conservacgéo, cuja
média foi de 825,81 g kg de MS (Tabela 2). Os carboidratos no fibrosos (CNF) apresentaram
concentragdo minima de 372,02 g kg* de MS aos 207 dias de conservagdo, expressando
comportamento quadratico crescente. As fracdes CAl e CA2, também expressaram
comportamento quadratico decrescente, com maxima concentracéo de 42,86 e 73,22 g kg de
MS aos 224 e 265 dias, respectivamente. A fragdo CA4 apresentou reducéo linear de 0,06482
g kg* de MS por dia de conservagdo. As fragdes CB1, CB2 e CB3 também apresentaram
diminuicdo linear de 0,07556, 0,2277 e 0,11188 g kg de MS por dia de conservagio,
respectivamente. Ja a fragdo CC apresentou incremento na ordem de 0,1657 g kg* de MS por

dia de conservagéo.



49

Tabela 2 — Carboidratos totais (CHO), carboidratos ndo fibrosos (CNF) e fracionamento
glicidico em silagens de sorgo de planta inteira submetido a diferentes tempos de

conservacéo
Variaveis Periodo de Conservacao (dias) P valor

(@/Kg*Ms) 45 90 180 360 =PM L o)
CHO 839,36 817,29 821,99 826,10 827,32 2,81 0,7687  0,1688
CNF' 427,98 41857 380,06 376,39 403,20 17,77 0,4265 0,0453
CA1" - 19,35 24,30 24,00 21,52 0,65 0,1134  0,0054
cAa2" - 21,00 46,50 48,00 39,00 2,90 0,0707  0,0006

CA3 - - - - - - - -
CA4Y 45,90 12,96 11,95 11,45 9,49 0,58 0,0288 0,0684
cB1v 249,32 212,22 208,82 203,62 208,32 5,97 0,0244  0,1287
c2v! 143,45 166,71 79,32 73,77 65,45 11,68 05164  0,0473
ca3v! 302,96 291,68 302,73 293,89 259,94 8,20 0,0498 0,4929
ccvi 108,42 109,04 139,20 155,82 164,19 7,10 0,0016  0,0576

CA1=soma dos &cidos graxos volateis (acético + propibnico + butirico); CA2= &cido latico, CA3= outros acidos
organicos; CA4= aglcares soluveis; CB1= amido; CB2= fibra solivel; CB3= fibra digestivel; CC= fibra

indigestivel;

EPM= erro padrdo da media; L=linear; Q= quadratico

'Y= 430,84431 - 0,56776DIA + 0,00137DIA? (R?= 0,50; CV= 5,69%);
'y=17,83500 + 0,22372DIA - 0,00049991 DIA? (R2=0,77; CV=28,70%);
I"'y=10,004 + 0,4771DIA - 0,0009 DIA? (R2= 0,89; CV= 23,30%);

VY= 27,10056 — 0,06482DIA (R2= 0,69; CV= 20,11%);

VY= 226,66 - 0,07556 DIA (R2=0,76; CV= 23,33%);
VY= 131,4378 - 0,2277DIA (R2=0,48; CV= 25,94%);
Vily= 305,343 - 0,11188DIA (R2=0,33; CV= 8,61%)
Villy= 112 57 + 0,1657DIA (R2=0,73; CV= 8,61%)

A concentracdo de PB e PB1 ndo se alterou nos diferentes tempos de conservagdo

(Tabela 3). A fragdo PBA aumentou linearmente na ordem de 0,26516 g kg™ de MS por dia de

conservacao, correlacionando-se com os teores de N-NHs descritos anteriormente. Houve efeito

do processo da ensilagem para os periodos mais prolongados de conservagdo, com ganhos
lineares de 0,18966 e 0,17559 g kg de MS das frages PB2 e PB3, respectivamente, além de

uma diminuicao gradual de 0,26331 g kg™ de MS por dia para a fragio PBC (Tabela 3).
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Tabela 3 — Proteina bruta e fracionamento nitrogenado em silagens de sorgo de planta inteira
submetido a diferentes tempos de conservacao

Variaveis Periodo de Conservacao (dias) P valor
(g/Kg MS) EPM
9/Kg 0 45 90 180 360 L Q

PB 86,38 95,48 88,63 91,70 80,47 0,57 0,3023 0,1781

PA! 185,69 285,82 292,57 309,83 317,73 16,23 0,0209  0,1059

PB1 33,28 37,23 47,33 39,15 38,95 5,87 0,7492  0,3299

PB2" 424,82 387,42 380,64 425,81 469,11 12,07 0,0210 0,1052

pB3" 116,19 121,09 138,06 154,48 178,08 11,19 0,0008 0,3522

PBC"Y 240,00 135,04 141,40 14590 102,33 8,05 0,0200  0,1949

PA= nitrogénio nio proteico (g kg*NT); PB= proteina bruta (g kg*MS); PB1= proteina rapidamente degradavel
(9 kg* NT), PB2 = proteina com degradacdo intermediaria (g kg* NT), PB3= proteina com lenta degradacéo (g
kg? NT), PC= proteina insoltvel e indigestivel no trato gastrointestinal (g kg NT).

EPM= erro padrao da média. L=linear; Q= quadratico;

'Y= 24253763 + 0,26513DIA (R2=0,76; CV=13,56%);
'Y= 391,956+ 0,18966 DIA (R2= 0,50; CV=5,60%);
hy=117,87 + 0,17559 DIA (R2= 0,78; CV= 18 %);
VY= 188,48325 - 0,26331 DIA (R%=0,51; CV=23,91%).

A producdo cumulativa de gés ruminal in vitro, com volume final médio entre os
tratamentos foi de 155,98 ml g™t de MO (Figura 1). O Vf apresentou comportamento quadratico
crescente, com valor minimo de 150,67 ml g™ de MO aos 224 dias de conservacio (Tabela 4).
Comportamentos similares foram observados para os diferentes tempos de incubacdo, PG 24h,
PG 48h e PG 96h, com valores de produgdo minima de 67,79 ml g de MO, 114,84 ml gt de
MO 143,05 ml gt de MO aos 169, 179 e 205 dias de conservagao, respectivamente.
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Figura 1 — Producgdo cumulativa de gas in vitro (ml g* de MO), ao longo de 96 horas de
incubacdo de silagens de planta inteira de sorgo submetidas a diferentes tempos de
estocagem
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A taxa de degradagéo (S) aumentou linearmente na ordem de 0,000010 % a cada dia de
conservacao (Tabela 4). O tempo necessario para atingir a metade da produgdo maxima de gas
(T1/2), diminui linearmente 0,00679 horas para cada dia de conservacdo. As variaveis L, DMO,
mantiveram-se constantes ao longo do tempo de conservacéo, apresentando média de 3,00 h e
379,76 g kg'?, respectivamente (Tabela 4). O tempo de conservagéo néo alterou DEGMO_48h
e DEGFDN_48h. A DEGMS_48h apresentou um incremento de 69,41% no dia 0 para 73,02%
apos 360 dias de conservacado, 0 que representa uma elevacdo na ordem de 0,00884 % por dia

de conservacdo (Tabela 4).

Tabela 4 — Volume de gas produzido em diferentes tempos de incubacdo, parametros da
cinética de degradacdo in vitro e digestibilidade in vitro das silagens de sorgo de
planta inteira a submetidos a diferentes tempos de conservacao

(continua)
Variaveis Periodo de Conservacao (dias) P valor
gt MO EPM
(ml/g™MO) 0 45 90 180 360 L Q
\i 164,05 154,95 154,70 151,92 154,30 1,82 0,1945  0,0252
St 0,0316 0,0316 0,0306 0,0325 0,0349 1,06 0,0031  0,2931
L 2,80 2,64 3,30 3,14 3,13 1,79 0,7374  0,7272

t1/2 (" 2193 2196 22,63 21,37 19,93 0,38 0,0032 0,2921
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Tabela 4 — Volume de gas produzido em diferentes tempos de incubacdo, parametros da
cinética de degradacdo in vitro e digestibilidade in vitro das silagens de sorgo de
planta inteira a submetidos a diferentes tempos de conservagéo

(concluséo)

Variaveis Periodo de Conservacao (dias) P valor
) EPM
(ml/g*MO) 0 45 90 180 360 L Q
PG 12h 41,29 3949 3798 37,82 40,87 199 0,6682 0,2376

PG 24hV 80,04 7593 7253 74,58 79,71 136 03324  0,0424
PG 48hY 124,70 117,91 11533 116,35 121,97 1,80 0,5006  0,0107
PG 96h"! 155,42 146,79 145,65 144,37 148,18 2,17 05899 0,0126
OMD 386,30 379,97 370,66 375,64 386,27 429 04231 0,0783
DEGMO_48h 69,50 68,07 71,97 67,62 72,60 1,18 0,066 0,171
DEGMS_48hV" 69,41 6842 71,86 71,94 73,02 1,12 0,031 0,129
DEGFDN_48h 58,80 64,23 5511 61,14 61,75 3,27 0,135 0,858

DEGFDN_48h= degradabilidade da fibra em detergente neutra em 48 horas (%); DEGMO_48h= degradabilidade
da matéria organica em 48 horas (%); DEGMS_48h= degradabilidade da matéria seca em 48 horas (%); DMO=
digestibilidade da matéria organica (g kg* MS); L = tempo de colonizac&o (horas); PG= producio de gas; S= taxa
de fermentacdo (h't); t1/2 (h) = metade da produgdo maxima de gas; Vf = volume final.

EPM= erro padrdo da média; L=linear; Q= quadratico;

'Y=161,11325 - 0,09302DIA + 0,00020728DIA? (R?= 0,36; CV= 2,78);
'Y= 0,03068 + 0,00001096DIA (R?=0,43; CV= 5,19);

Y= 22,54278 - 0,00679DIA (R2= 0,42; CV= 4,48);

VY=78,52789 - 0,06345DIA +0,00018717 (R2=0,29; CV=5,73);
VY=122, 24416 - 0,08222DIA+ 0,00022841 DIA? (R?= 0,37; CV= 3,42);
VY= 152,48994 - 0,09190 + 0,00022388DIA? (R%= 0,36 CV=2,77);
Viy=68,90279 + 0,00884 DIA (R%= 0,33; CV=4,20%).

DISCUSSAO

A diminuicdo do teor de MS em SSPI ocasionada pelo maior periodo de conservacao,
esta relacionado com as perdas de efluentes e gases, concomitantemente com a reducdo de CNF,
CB1, CB2, CB3, aumento do conteudo de NHs-N e o &cido propidnico. Isto pode ter sido
parcialmente causado pela producdo de agua como subproduto através da biotransformacao de
1,2 propanodiol em &cido propidnico, pelas bactérias L. diolivorans e L. buchneri (ZHANG et
al., 2010). O aumento na concentracao de &cido propibnico, observado no presente estudo, pode
ter contribuido para a diminuicdo no teor de MS e elevacéo nas perdas por efluentes em fungéo
do tempo de conservacao.

Esses resultados demonstram que 0 processo fermentativo ndo € interrompido, e que o

extravasamento do contetdo intracelular para o meio externo, por meio do mecanismo de
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lixiviagdo, producdo de CO: e etanol, podem influenciar no valor nutricional da silagem.
Segundo McDonald et al. (1991), os efluentes contém grandes quantidades de compostos
organicos, tais como: agucares redutores, acidos organicos e proteinas. Estes sdo 0s compostos
com maior valor nutricional da massa ensilada, por esta razdo € que o gerenciamento da
ensilagem deve ser no sentido de reduzir a0 maximo as perdas durante a fermentacédo
(BORREANI et al., 2018).

A razdo pelo qual o prolongar do tempo de conservacdo resultou em silagens com
aumento na concentracdo de acido propionico, especialmente apds o aumento quadratico do
acido latico e acético, se deve em parte, pela capacidade de algumas bactérias como a L.
Diolivorans e Clostridium propionicum em metabolizar estes &cidos através da rota do acrilato
em propionato (KROONEMAN et al.,, 2002; KUNG et al., 2018). Além disso, por um
mecanismo de defesa e quantidade limitada de carboidratos sollveis em agua, estas mesmas
bactérias heterofermentativas, podem utilizar em meio anaerdbio o acido latico como fonte de
energia, acarretando em risco potencial de degradacéo da silagem (DIEPERSLOQT etal., 2021,
OUDE ELFERINK et al., 2001; SCHEIN et al., 2018).

Paralelamente, o tempo de conservacao refletiu em efeito quadratico crescente sobre 0s
valores de pH. Associamos este efeito, com o aumento do acido propiénico e NHs-N, pois
ambas varidveis apresentaram correlacao positiva de (r =0,89; P=0,0002) e (r = 0,60; P=0,001)
respectivamente, com o pH da silagem. Caracterizando-se também pelo acido propidnico ser
um &cido mais fraco (pka 4,9) em relacdo aos demais acidos produzidos. Além disso, de acordo
com Henderson (1993), com o aumento da producao de NHs-N resultante da protedlise, ocorre
a liberacdo de ions de aménio, no qual, pode ter sido uma causa adicional para a ocorréncia de
um leve efeito tamponante, ndo resultando em aumentos importantes no pH (KLEINSCHMIT;
KUNG, 2006; OUDE ELFERINK et al., 2001).

Observamos aumento linear nos niveis de acido butirico ao longo do tempo de
conservacdo, sendo que concentracdes elevadas podem ser indicativas de crescimento de
microrganismos indesejaveis, pois sS40 compostos caracteristicos provenientes da via
metabolica clostridial (PAHLOW et al., 2003; ROOKE; HATFIELD, 2003). Porém, mesmo
apos 360 dias de armazenamento, a concentracdo relatada no presente estudo, ndo apresentou
comprometimento sobre a qualidade da SSPI, pois os valores situaram-se abaixo dos propostos
por McDonald et al. (1991).

A degradacdo das proteinas e acimulo continuo de NH3-N observado ao longo do tempo

de conservacdo, pode estar relacionado a atividade proteolitica durante o processo fermentativo.
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No presente estudo é possivel constatar que a protedlise foi mais intensa apds 180 dias de
conservacao, corroborando com os achados de Gerlach et al. (2018) e Fernandes et al. (2020).

De acordo com Junges et al. (2017), o principal motivo pelo aumento da solubilidade
do nitrogénio em silagens € a degradacdo por proteases bacterianas, seguida por enzimas
presentes no grdo. Além disso, conforme relatado por Ferraretto et al. (2015) e Fernandes et al.
(2020), o efeito do tempo de conservagdo sobre o aumento continuo nas concentracdes de NHz-
N, foram associados positivamente com a degradabilidade ruminal do amido in vitro, indicando
através destas mudancas, que a atividade microbiana no silo em SSPI persiste, mesmo quando
0 pH esta abaixo de 4.

Com base no fracionamento expandido de CHO proposto por Lanzas et al. (2007),
realizado no estudo atual, verificamos que o tempo de conservacgdo afetou principalmente a
fracdo CAA4, constituida por acglcares sollveis. Atribuimos tal efeito ao consumo destes
acucares como fonte de substrato pela microbiota epifitica, para a conversdo de produtos
pertencentes a fragdo CA1 (MCDONALD et al., 1991). Estes resultados foram semelhantes aos
observados por Fernandes et al. (2020) e Duvnjak et al. (2019), os quais, verificaram que a
concentracdo de carboidratos sollUveis em A&gua, diminuiram 70% apdés 15 dias de
armazenamento. Tal fato, também foi descrito por Naeini et al. (2014), que observaram reducao
dréastica da concentracao de carboidratos soliveis em agua nos primeiros 30 dias (69,3 g/kg) de
fermentagdo, e que continuou a cair gradualmente aos 60 dias (27,5 g/kg).

O prolongamento do tempo de conservacgdo, acarretou em diminuicdo linear da fracdo
CB1, sendo constituida pelo amido da planta. Santos et al. (2019) e Diepersloot et al. (2021)
justificam este resultado pelo aumento da atividade proteolitica de silagens armazenadas por
longos periodos, em comparagdo com aquelas silagens armazenadas por menos tempo.
Possivelmente fornecendo aos microrganismos maior acesso aos granulos de amido, resultando
em degradacdo e consequentemente consumo continuo do mesmo até os 360 dias de
conservacgao.

A reducdo linear conferida pela acdo do tempo de conservacao em relacédo a fracdo CB2
representada pelas fibras solUveis e a fragdo CB3 constituida de fibra digestivel, é causada em
parte, pela hidrolise &cida e solubilizacdo continua da fibra digestivel e pela agdo conjunta de
enzimas bacterianas, ocasionando degradacao da hemicelulose, durante o decorrer do tempo de
conservacgdo (HENZ et al., 2020; MCDONALD et al., 1991; SNIFFEN et al., 1992). No estudo
atual, estd justificativa € reforcada também pela diminuicdo gradual do contetdo da
hemicelulose, reducdo quadratica na concentracdo de CNF, e a correlacdo negativa (r= -0,70;

P = 0,003) entre CB2 e CAL, no qual as fibras soluveis e digestiveis, provavelmente foram
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consumidas como fonte de substrato para a producdo de CAL no prolongar do tempo de
conservacao.

O mecanismo por tras do aumento da fracdo CC ao longo do tempo de conservacgédo pode
estar relacionado a reducao linear das fracbes CB2 e CB3, aumentado desta forma a proporc¢éo
relativa da fibra indigestivel em SSPI. Resultados semelhantes foram encontrados por Hristov
et al. (2020), em que relataram aumento linear na concentracdo da lignina com o prolongar do
tempo de conservacdo. O aumento no teor de lignina reduz a ingestdo de matéria seca pelos
animais, sendo capaz de afetar o enchimento fisico ruminal, reduzindo diretamente o
desempenho animal (MERTENS, 1987), além de afetar a digestibilidade da MS.

A diminuicdo de fragdes de fibra potencialmente degradaveis influenciadas pelo tempo
de conservacdo, confirma a necessidade de realizar ajustes continuos nas formulacdes de dietas,
a fim de estimular a maxima producdo de proteina microbiana e acidos graxos volateis no
ramen, evitando desta forma, a redu¢do na producéo e no teor de gordura do leite (HIGGS et
al., 2015).

Mudangas relevantes foram encontradas em SSPI com o prolongar do tempo de
conservacao, em relacdo ao fracionamento proteico proposto por Licitra et al. (1996). Como
podemos observar na Tabela 3, houve acimulo continuo da fragdo PA, demonstrando
claramente que houve solubilidade constante de proteinas e degradacdo de aminoacidos. A
concentracdo de PA foi positivamente correlacionada (r = 0,78; P= 0,004) com o acumulo
constante de NH3-N (Tabela 1). Este efeito pode ser atribuido, principalmente, a um aumento
da hidrélise durante a fermentacdo microbiana (BARON, 1986), uma vez que, parte da matriz
da proteina de reserva, a kafirina, que circunda o amido do endosperma no grdo de sorgo,
mesmo com elevada hidrofobicidade, pode se susceptivel a degradacdo (HOFFMANN et al.,
2011; KUNG et al., 2014; WONG et al., 2009).

Embora, o presente estudo ndo tenha quantificado o teor de kafirina, ou seja, 0 arranjo
proteico do grdo de sorgo, possivelmente, esta proteina confere baixa capacidade de degradacédo
através da acdo bacteriana durante periodo inicial de fermentacdo. Entretanto, o tempo de
conservacao pode apresentar potencial em atenuar tal efeito, além de proporcionar maior acesso
as bactérias amiloliticas do ramen aos granulos de amido antes envoltos pela matriz proteica
(FERRARETTO et al., 2015; GIUBERTI et al., 2014).

Os dados conferidos no estudo atual, em relacdo a fragdo PB2 representada pela proteina
ligada ao FDN e a fracdo PB3 constituida de proteina insoluvel, prolaminas e extensinas com
lenta degradacdo no rimen, demonstrou elevagdo ao longo do tempo de conservacdo, 0 qué,

potencialmente, poderia ser associado a maior fracdo de proteinas fluindo para o intestino do
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animal (FOX et al., 2004; SNIFFEN et al., 1992). Além disso, 0 aumento da fracdo PB3 pode
estar relacionada a hidrélise da Kafirina, a qual pertence ao grupo das prolaminas (VAN
AMBURGH et al., 2015).

Podemos observar que a reducéo ocasionada na fracdo PBC pelo efeito do tempo de
conservacao, pode melhorar consideravelmente o valor nutricional da SSPI, uma vez que esta
fracdo apresenta alta resisténcia ao ataque de enzimas microbianas no silo e é indigestivel no
trato gastrointestinal de ruminantes, ndo possuindo valor da proteina alimentar relevante (DAS
et al., 2015; SNIFFEN et al., 1992).Determinando as caracteristicas da fracdo nitrogenada da
SSPI nos permite estimar seus respectivos conteddos, bem como a quantidade de escape de
nitrogénio ruminal (DAS et al., 2015). Através do conhecimento das diferentes concentracoes
das fracdes protéicas modificadas ao longo do tempo de conservacdo, é possivel desenvolver
estratégias para maximizar o nivel e a utilizacdo do nitrogénio nas dietas.

Considerando que a retencdo média da digesta no rimen seja em torno de 48 h, seria
esperado que a maior parte do material ingerido fosse fermentado dentro deste periodo
(BUENO et al., 2005). De fato, para todos os tempos de conservacao, 80% da degradacao ficou
dentro das 48h. Entretanto, o pico de producdo de gases para cada tratamento nao diferiu,
demonstrando maior producdo entre 12 e 24h ap6s a incubagdo, demonstrando que a
fermentac&o de carboidratos e proteinas sollveis foi realizada no periodo inicial de incubago.

A producdo de gas em 24, 48 e 96h demonstraram efeito quadratico decrescente em
funcdo do tempo de conservacao, indicando que o pré-ensilado, teve maior producao de gas em
relacdo ao material conservado. Sendo justificado, provavelmente, pelo fato do material do dia
zero, ndo ter passado por um processo de conservacdo e que ocasionasse perdas de fermentagéo.
Ao contrério, do que foi observado para as silagens, no qual, promoveu maiores perdas de
efluentes e gases, substratos fermentaveis como CNF, CB1, CB2, CB3 e, portanto, um declinio
na producado de gas, corroborando com o relatado por Ali et al. (2015).

Além disso, como ja mencionado, o prolongar dos tempos de conservacao, apresentaram
aumento continuo de PA e NHz-N. De acordo com Russel et al. (1992), quando esta fracdo de
nitrogénio é degradada, a producéo de carbonato de aménio e favorecida, reduzindo a formagéo
de diéxido de carbono e por consequéncia o volume de gas produzido durante o periodo de
incubacdo. Ademais, Peyrat et al. (2014) descreveram que a acidez da silagem potencializa a
hidrolise parcial da hemicelulose em silagens com maior tempo de conservagéo, sendo que 0
FDN residual e maior presenca de fragbes de carboidratos de natureza insoluveis (CC),

provavelmente, sdo menos degradaveis do que o pré-ensilado.
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O aumento da degradabilidade da MS causado pelo processo de fermentacéo encontrada
no presente estudo, foi contraditério, uma vez que a porcdo de fibra sollveis apresentaram
reducdo. Entretanto, Duvnjak et al. (2019), reportaram que a degradabilidade e da MS foi
afetada positivamente pelo tempo de ensilagem através da diminuicdo gradual da concentracdo
do FDN.

CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o prolongar do tempo de conservagdo, mesmo em
condicBes &cidas e anaerobias, resulta em aumento das perdas por efluentes, reducao constante
na fracdo de carboidratos solUveis e acréscimo na fracdo insoltvel. Entretanto ha beneficios do
tempo de conservacao sobre as fracdes proteicas da SSPI.

Os distintos periodos de conservacdo, acarretaram em diminuicdo na producdo de gas
in vitro. Portanto, todas estas alteragdes devem ser consideradas ao realizar a formulagéo de

dietas para vacas leiteiras.
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4 CAPITULO Il — EFEITO DO TEMPO DE CONSERVACAO SOBRE AS PERDAS
ANAEROBICAS E PRODUCAO DE MICOTOXINAS EM SILAGEM DE SORGO
DE PLANTA INTEIRA

Resumo: Este experimento foi conduzido com o objetivo de quantificar o efeito do tempo de
conservacdo da silagem de sorgo de planta inteira sobre a reducéo dos nutrientes ao longo do
processo fermentativo e a avaliacdo das micotoxinas aflatoxina (AFLA), fumonisina (FUMO),
desoxinivalenol (DON) e zearalenona (ZEA) no material pré e pos-ensilado. O delineamento
utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro tratamentos (45, 90, 180 e 360 dias), quatro
repeti¢des cada. O tempo de conservagdo determinou efeito quadratico sobre os &cidos latico e
acetico e linear para os acidos propidnico e butirico. As perdas anaerobicas de proteina bruta
(PPB) aumentaram e as perdas de fibra em detergente neutro (PFDN) reduziram ao longo do
processo fermentativo. As micotoxinas AFLA e FUMO estavam abaixo do limite de ocorréncia
no material pré-ensilado, ao passo que, durante o periodo de conservacao, independente do
tempo, também ndo tiveram ocorréncia. Para ZEA e DON o material pré-ensilado estava
contaminado e o periodo de fermentagdo causou efeito quadratico para ZEA e aumento linear
para DON. ZEA correlacionou-se positivamente com os &cidos propidnico, butirico e
negativamente com perdas de nutrientes digestiveis totais (PNDT). DON apresentou correlacdo
positiva com a temperatura do silo, negativamente com matéria seca (MS), PFDN e PNDT. A
temperatura do silo e a MS explicaram respectivamente 92 e 38%, a variacdo da concentracéo
de DON. As perdas nutricionais anaerobicas sdo inerentes ao processo fermentativo, porém, a
producdo de micotoxinas antes e durante a conservacéo, representa um potencial problema para
0 uso da silagem da planta inteira de sorgo na alimentacdo animal.

Palavras-chave: Acidos organicos. Desoxinivalenol. Deterioragdo. Fermentagdo. Zearalenona.
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EFFECT OF STORAGE TIME ON ANAEROBIC LOSSES AND MYCOTOXIN
PRODUCTION IN WHOLE PLANT SORGHUM SILAGE

Abstract: This experiment was carried out with the objective of quantifying the effect of the
shelf life of whole plant sorghum silage on the reduction of nutrients throughout the
fermentation process and the evaluation of the mycotoxins aflatoxin (AFLA), fumonisin
(FUMO), deoxynivalenol (DON) and zearalenone (ZEA) in the pre- and post-ensiled material.
The design used was completely randomized with four treatments (45, 90, 180 and 360 days),
four replications each. The conservation time determined a quadratic effect on lactic and acetic
acids and linear for propionic and butyric acids. Anaerobic crude protein (PPB) losses increased
and neutral detergent fiber (PFDN) losses decreased throughout the fermentation process.
AFLA and FUMO mycotoxins were below the occurrence limit in the pre-ensiled material,
while during the conservation period, regardless of time, they were also did not occur. For ZEA
and DON the pre-ensiled material was contaminated and the fermentation period caused a
quadratic effect for ZEA and linear increase for DON. ZEA correlated positively with propionic
and butyric acids and negatively with losses of total digestible nutrients (PNDT). DON showed
a positive correlation with the temperature of the silo, negatively with dry matter (DM), PFDN
and PNDT. Silo temperature and DM explained, respectively, 92 and 38%, the variation in
DON concentration. Anaerobic nutritional losses are inherent to the fermentation process,
however, the production of mycotoxins before and during conservation represents a potential
problem for the use of whole sorghum plant silage in animal feed.

Keywords: Organic acids. Deoxynivalenol. Deterioration, Fermentation. Time. Zearalenone.
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INTRODUCAO

A silagem de sorgo de planta inteira (SSPI) apresenta uma fonte alternativa de fibra e
energia de alta qualidade, que compde a dieta de bovinos leiteiros com o intuito de manter em
equilibrio a produtividade ao longo de todo ano (MCCARY et al., 2020). O processo de
ensilagem, é um método de preservacdo anaerébio de forragens Umidas, no qual bactérias
epifiticas fermentam carboidratos soltveis em acidos organicos, resultando em diminuicéo do
pH no material ensilado (MCDONALD et al., 1991).

Estd bem documentado que na fase de estabilidade, a intensa fermentacdo desacelera,
mas ndo paralisa, ou seja, a fermentacdo ocorre de forma continua (KUNG, 2013). Entretanto,
apesar do processo de conservacao ser um método dito como adequado, ocorre uma série de
biotransformac6es ao longo do periodo de armazenamento, que provocam perdas de nutrientes
que muitas vezes sdo inevitaveis, resultando em reducdo na qualidade nutricional da silagem
(UDEN, 2017).

Conjuntamente com as perdas nutricionais, a silagem, de forma geral, demonstra ser
um substrato vulneravel a contaminacgéo por fungos patogénicos como Fusarium e Aspergillus,
que podem produzir metabdlitos secundarios tdxicos aos animais, conhecidos como
micotoxinas (DILKIN, 2014). Os fungos podem contaminar as plantas ainda quando estdo no
campo, assim como durante o processo de fermentacdo, sendo que a sintese de micotoxinas
pode ser intensificada quando o manejo e o processo de ensilagem sdo inadequados.

A ocorréncia de micotoxinas, como aflatoxina (AFLA), fumonisina (FUMO),
zearalenona (ZEA) e desoxinivalenol (DON) antes e ap0s o processo de fermentacdo em
silagens foram documentados por Gonzélez Pereyra et al. (2008), Keller et al. (2012), Del
Palacio et al. (2016) Jensen et al., (2019) e Del Palacio e Dinorah Pan et al. (2020), com
resultados parcialmente contraditérios. Isso se deve, possivelmente pelo fato de que as
condigBes edafoclimaticas e as etapas da ensilagem néo sdo homogéneas (DRIEHUIS, 2011)

Enquanto que alguns estudos descreveram uma diminuicdo ou até mesmo uma
eliminacdo completa de DON, ZEA e AFLA durante a ensilagem (BOUDRA; MORGAVI
2008; FERRERO et al., 2018), outros relataram aumento na concentragcdo de DON e FUMO
com reduc&o nos seus metabolitos ao longo do periodo de conservacdo (DEL PALACIO et al.,
2016; JENSEN et al., 2019; KELLER et al., 2012). Em contrapartida, Driehuis (2011) e Uegak
et al. (2013) reportaram que a sintese de micotoxinas durante a ensilagem era inesperada,
propondo que as toxinas encontradas nas silagens sdo produzidas principalmente na fase de pré-

ensilagem.
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Desta forma, avaliar a ocorréncia de micotoxinas no material antes e apds a ensilagem
se torna essencial, uma vez que, pode causar sérios danos na satde humana e animal, além de
trazer prejuizos econdémicos. Neste sentido, nosso trabalho possui como hipotese, que ao longo
do periodo de conservacéo, ocorre aumento em relacdo as perdas fermentativas e a concentragédo
de micotoxinas na silagem de planta inteira de sorgo. Assim, objetivou-se com o presente estudo
avaliar o efeito do tempo de conservacao sobre os produtos de fermentacéo, perdas nutricionais
anaerdbicas e a concentracdo das micotoxinas AFLA, DON, FUMO e ZEA em silagem de sorgo

de planta inteira.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Grupo de Estudos em Aditivos na Producdo Animal
(GEAPA) da UFSM, localizado na regido fisiografica da Depressdo Central, Rio Grande do
Sul, Brasil, no periodo de outubro de 2016 a junho de 2018. A &rea experimental foi instalada
na cidade de Santa Maria — RS, Brasil, coordenadas latitude -29,73°12”" Sul e longitude
53.71°82’ Oeste, a 95 metros de altura do nivel do mar. O solo da regido ¢ classificado como
Argissolo Vermelho Distréfico com horizontes A e Bt definidos (EMBRAPA, 2013). O clima
é o Cfa, subtropical, sem estacdo seca e com verfes quentes (PEEL et al., 2007). Utilizou-se
hibrido comercial de sorgo (Sorghum bicolor L, Moench), ADV 2499BMR. Para a semeadura,
utilizou-se uma semeadora tratorizada com 5 linhas, regulada para populacdo de plantas de
120.000 plantas ha™.

Como critério, as plantas de sorgo foram colhidas para a confeccéo da ensilagem quando
as mesmas chegassem aos 28% de MS, no qual a forragem picada, em um triturador
estacionario, com tamanho médio de particulas de 2 cm, compactada em baldes de 30 litros,
com 0 uso de quatro sacos pasticos, formando os silos laboratoriais. No primeiro saco interno
havia 2 kg de areia seca e no segundo saco interno estava a forragem picada (8 kg), compactada.
Furos na parte inferior do saco com foragem foram feitos para saida do efluente, captado pela
areia do primeiro saco. Com auxilio de um aspirador de p6 o ar foi retirado dos dois primeiros
sacos. O terceiro e quarto sacos eram pretos para evitar entrada de ar e protegéo contra a luz
solar.

A abertura dos silos ocorreu apos 45, 90, 180 e 360 dias de conservagdo, conforme 0s
tratamentos pré-estabelecidos. Foram realizadas as pesagens dos silos antes e ap0s a coleta das
amostras, para a avaliagdo das perdas que occorreram durante os peridos de conservagdo. Os

silos foram levados um dia antes da abertura para uma sala com ambiente climatizado com
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temperatura constante de 25°C. No momento da abertura, foi realizada a medicdo da
temperatura do silo, no qual, retirou-se a primeira camada do silo e em seguida inseriu-se em
torno de 15 cm o termdmetro do tipo analégico no interior de cada silo. A determinacao do pH,
realizou-se conforme a metodologia de Silva e Queiroz (2002). Foram coletados 200g de
amostra das silagens, levadas a estufa com circulacdo for¢ada de ar com temperatura média de
55 °C, até atingir peso constante e pesada para determinacdo da matéria parcialmente seca
(MPS), sendo moida posteriormente, em moinho do tipo “Willey” com peneira de malha de 1
mm para analises bromatoldgicas.

A matéria seca total (MS) foi determinada em estufa a 105 °C durante um periodo
minimo de 8 horas. Para determinacdo de proteina bruta (PB) pelo método micro Kjeldhal,
segundo AOAC (1995). Os niveis de fibra em detergente neutro (FDN) foram obtidos com o
uso de a-amilase termoestavel (Termamyl 120L, Novozimes Latin America, LTDA), realizada
com auxilio da autoclave, conforme técnica adaptada por Senger et al. (2008). Os teores de
nutriente digestivel total (NDT), foram aferidos através da digestibilidade da matéria organica
(DMO) e pelo valor de FDN, de acordo com Cappelle et al. (2001), pela formula NDT= 3,71095
—0,129014 FDN + 1,02278 DMO. As perdas nutricionais de MS, PB, NDT e FDN, oriundas
do processo fermentativo anaerobico, foram adaptadas de acordo com férmulas citadas por
Jobim et al. (2007), sendo que os silos e o0 conjunto areia+TNT+saco foram pesados no
momento da confec¢do da silagem e no momento da abertura.

A quantificacdo dos acidos acético, propibnico e butirico produzidos durante o processo
fermentativo foi realizada de acordo com Tangerman e Nagengast (1996), com adaptacdes,
enquanto que o acido latico foi submetido ao processo de derivatizacdo com auxilio N-terc-
butilmetilsilil-N-metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA) de acordo com Oms-Oliu et al. (2011).
As concentracdes de todos os acidos foram analisadas em cromatografia gasosa equipada com
detector de ionizacdo de chama (GC-FID), Varian Star 3400CX (CA, EUA).

As andlises de aflatoxina (somatério das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2) foram realizadas
utilizando o método adaptado de Sulyok et al. (2007). Uma amostra de 5 g foi adicionada a 20
ml de solugdo de acetonitrila: &gua (84:16, v / v) e agitada a 70 rpm por 1 h (Lucadema, S&o
Paulo, Brasil). Em seguida, o extrato foi diluido com uma solucéo de metanol: agua (1: 1, v/
v) e 20 ul foram injetados em uma HPLC Infinity série 1200 (Agilent, Palo Alto, EUA)
acoplado a um espectrometro de massa 5500 QTRAP (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) equipada com uma fonte de ionizagéo por electrospray (ESI) em modo positivo. A
separagdo cromatogréafica foi realizada a 30 °C usando uma coluna Eclipse XDB-C8 (4,6'150

mm, didmetro da particula de 5 um) (Agilent, Palo Alto, CA, EUA). O gradiente da fase movel
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foi composto por solucdes de metanol: dgua: acetato de amonio (95: 4: 1, v/ v/ v) (solugdo A)
e 4gua: acetato de amonio (99: 1, v/ v) (solucéo B).

Fumonisinas foram analisadas de acordo com a metodologia descrita por Dall'Asta et
al. (2008), com adaptacdes. Uma amostra de 3 g foi adicionada a 15 ml de solucdo de
acetonitrila: 4gua (1: 1, v / v) e agitada em vortex por 20 min em um instrumento MA563
(Marconi, Piracicaba, Brasil). O extrato foi entdo diluido em solug&o de acetonitrila: agua: acido
formico (5: 4: 1, v/ v/v) e 10 ul foram injetados em HPLC Infinity Série 1200 (Agilent) 1200
acoplado a um espectrémetro de massa APl 5000 (Applied Biosystems) equipados com uma
fonte ESI no modo positivo. A separagdo cromatografica foi feita a 40 ° C usando uma coluna
Eclipse XDB-C8 (4,6'150 mm, didmetro de particula de 5 um) (Agilent). O gradiente da fase
movel foi composto por solucdes de agua: acido formico (95: 5, v/ v) (solucdo A) e acetonitrila:
acido formico (95: 5, v/ v) (solucédo B).

Para as analises de zearalenona e desoxinivalenol, foi adaptado o método proposto por
Berthiller et al. (2005). Adicionou-se uma amostra contendo 3 g a 24 ml de uma solucéo de
metanol: &gua (7: 3, v/ v) e agitou-se no vortice por 20 minutos usando um instrumento MA563
(Marconi). Em seguida, o extrato foi diluido em uma solucdo 1 M de metanol: agua: acetato de
amonio (90: 9: 1, v/v/v) e 10 ul foram injetados em uma HPLC Infinity Série 1200 (Agilent)
acoplada a um 4000 QTRAP espectrometro de massa (Applied Biosystems), equipado com uma
fonte ESI em modo positivo. A separacao cromatogréafica foi realizada a 40 °C com uma coluna
Zorbax SB-C18 (4,6'150 mm, didmetro de particula de 5 um) (Agilent). O gradiente da fase
movel foi composto por solugdes de metanol: dgua: acetato de aménio (90: 9: 1, v/ v/ V)
(solucdo A) e agua: acetato de aménio (90:10, v / v) (solucédo B).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e
quatro repetices cada. O modelo experimental foi: yjj= L + ti + eij, onde yj; = valor observado
na unidade experimental que recebeu o tratamento i, repeticao j; i = efeito geral da média; ti=
efeito do tratamento i; ej; = erro aleatério (residuo). Foi realizada analise de regressao e a escolha
dos modelos foi baseada no valor de significancia (P<0,05). Adicionalmente, foi realizado o
procedimento CORR do programa estatistico R software (R Core Team) para analisar a
correlacdo entre as variaveis de interesse. Os resultados das anélises de correlagfes foram
usados para determinar as variaveis inclusas nas analises de regressdo. As variaveis que nao
contribuiram significativamente para o modelo foram eliminadas (P<0,10), sendo que a
regressao Stepwise do programa estatistico R software (R Core Team) e 0s maiores coeficientes

de determinacéo (R?) foram usados para selecionar as melhores equacoes.
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RESULTADOS

O pH apresentou efeito quadratico em funcéo do periodo de conservacgédo, com producao
méaxima aos 26 dias (Tabela 1). Em relacdo aos produtos de fermentacdo, o acido latico e o
acético demonstraram comportamento quadratico, com ponto de méxima aos 218 e 163 dias de
conservacgao, respectivamente.

O tempo de conservacio resultou em aumento linear de 0,0032 g kg* de MS para o
acido propionico e 0,0021546 g kg™ de MS na concentracio do cido butirico para cada dia de
fermentacdo. Observamos efeito linear do tempo de conservagédo sobre a diminuig¢ao no teor de
MS em 0,01072 g kg* ao dia. A temperatura do silo demonstrou crescimento linear positivo de

0,03367 graus por dia em relacdo ao periodo de conservacao.

Tabela 1 — Produtos de fermentagdo e parametros fisicos de silagens de sorgo de planta inteira,
submetidas a distintos periodos de conservacgédo

Periodo de Conservacao (dias) P - values
Variaveis EPM

0 45 90 180 360 L Q
pH' 3,62 3,84 3,96 3,95 0,03 0,0092 0,001
Temp silo (°C)" 16,05 19,05 22,62 27,15 2,70 0,0002 0,001
MsV 28,49 30,40 29,23 27,34 26,71 0,68 <,0001 0,221
Acido latico¥ 19,50 46,50 48,41 39,00 1,95 05200 0,0032
Acido acético"! 13,90 18,21 17,76 14,20 0,77 0,2579 0,0446
Acido prop.V" 4,00 4,18 3,98 5,03 0,28 0,0396 0,3613
Acido butirico" 1,39 2,05 1,55 2,19 0,22 0,045 0,8465

Acido acético em g kg™ de MS; Acido butirico em g kg* de MS; Acido latico em g kg de MS; Acido propionico
em g kg de MS; MS= matéria seca (g kg't); Temp silo= temperatura do silo; Temp amb= temperatura ambiente;
EPM= erro padrdo da media L=linear; Q= quadratico;

'Y= 3,45944 + 0,004368DIA — 0,0000824DIA2 (R2= 0,87; CV= 1,63%);
'Y= 15,535 + 0,03367 DIA (R2=0,96; CV= 15,21%);

VY= 30,18696 - 0,01072DIA (R2= 0,48; CV=5,16%);

VY= 6,2222 + 0,44519 - 0,00102 DIA? (R2=0,64; CV= 12,48%);
VIY=12,167+ 0,0652DIA - 0,0002D1A? (R2= 0,76; CV 14,44%);
Viy=3,76522 + 0,0032DIA (R%= 0,44; CV=10,48%);

Villy=1,4989 + 0,0021546DIA (R?= 0,34; CV=12,48%).

N&o observamos efeito do periodo de conservacdo para as perdas de MS e NDT da
silagem de planta inteira de sorgo (Tabela 2). As perdas de FDN em funcdo do tempo de
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conservacio diminuiram linearmente, 0,014 g kg™ por dia, enquanto que para as perdas de PB,

o tempo de conservacao resultou em aumento linear de 0,003 g kg™ ao dia.

Tabela 2 — Perdas nutricionais anaerdbicas ao longo do tempo de conservacao em silagens de
sorgo de planta inteira, submetidas a distintos periodos de conservagdo

Variaveis Periodo de Conservacao (dias) EPM P - values
(9/Kg") 45 90 180 360 L o)
PMS 0,20 0,19 0,21 0,19 0,01 0,841 0,3614
PFDN! 0,21 0,22 0,16 0,14 0,01 0,0018 0,5455
PPB" 0,13 0,15 0,19 0,22 0,02 0,0421 0,5349
PNDT 0,2 0,22 0,23 0,2 0,01 0,1208 0,3231

PFDN= perdas de fibra em detergente neutro; PMS= perdas de matéria seca; PNDT= perdas de nutrientes
digestiveis totais; PPB= perdas de proteina bruta;
EPM= erro padrdo da media L=linear; Q= quadratico;

'Y=0,022-0,014DIA (R2=0,39; CV=26%);
'Y= 10,1261 + 0,0003DIA (R2=0,5; CV=54%).

A concentracdo das micotoxinas FUMO e AFLA permaneceu abaixo dos limites de
ocorréncia nas amostras frescas e ao longo do periodo de conservagdo avaliado. Assim, estas
micotoxinas ndo participaram da analise de correlagdo. Na figura 1, podemos observar que
DON e ZEA tiveram ocorréncia no material pré e poés- ensilado. Para DON, o tempo de
fermentacdo resultou em aumento linear de 94,281 pg.kg™ por dia de conservacéo, enquanto
que para a micotoxina ZEA, o periodo de conservacdo demonstrou efeito quadratico positivo,

com a producdo minima em torno dos 190 dias de conservagdo, com posterior aumento.

Figura 1 — Concentracdo das micotoxinas Desoxinivalenol (a) e Zearalenona (b) em amostras
frescas (dia 0) silagens de sorgo de planta inteira, submetidas a distintos periodos de

conservacgéo
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A correlacdo de Person dos produtos de fermentacdo, parametros fisicos e perdas
nutricionais sobre as micotoxinas ZEA e DON estdo demonstradas na Tabela 3. Foi observada
correlacdo negativa entre DON com MS, PFDN e PNDT. A micotoxina DON apresentou
correlacdo positiva com a temperatura do silo. Ja ZEA correlacionou-se positivamente com

acido propionico, acido butirico e negativamente com as perdas de NDT.

Tabela 3 — Correlacdo Simples de Pearson entre a composicdo quimica, fisica, perdas
nutricionais e as micotoxinas do género Fusarium

Variables DON ZEA
MS -0,699* -0,199

pH 0,635 0,291
Temperatura do Silo 0,954** 0,466
Acido Lético 0,217 0,146
Acido Acético 0,009 -0,074
Acido Propionico 0,514 0,654*
Acido Butirico 0,551 0,760*
PMS 0,185 -0,283
PFDN -0,938** -0,553

PPB 0,085 -0,419
PNDT -0,670* -0,635*

MS= mateéria seca; PMS= perdas de matéria seca; PFDN= perdas de fibra em detergente neutra; PPB= perdas de
proteina bruta; PNDT= perdas de nutrientes digestiveis total.
*P < 0,05; ** P <0,01.

Realizou-se também, equacdo de predicdo através dos resultados de correlacdo. Dois
modelos de predicdo foram gerados, no qual, a temperatura do silo e o teor de MS foram
utilizados como variaveis independentes e DON como variavel dependente (Tabela 4.) A
temperatura do silo foi responsavel por 91 % da variacdo do R2, enquanto que o teor de MS
explicou 38% da variagdo da concentragdo de DON, apresentando um efeito linear decrescente.
Né&o obtivemos nenhum modelo de predicdo que pudesse explicar a variagdo de ZEA em relagédo

as variaveis independentes avaliadas.
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Tabela 4 — Equacéo de predicdo da micotoxina desoxinivalenol (DON) a partir da temperatura
do silo (temp silo) e matéria seca (MS)

Variable Modelo R2 P -values
DON y=-40535,19 + 2736,297 temp silo 0,91 0,050
DON y = 144476,7 - 4616,03 MS 0,38 0,056

DISCUSSAO

Associamos a diminuicdo gradual no teor de MS e as perdas de FDN ao longo do periodo
de conservacdo com a intensa hidrélise na fase inicial dos carboidratos sollveis e
provavelmente pelo consumo dos mesmos pelos fungos, como pode ser observado pela
correlagdo negativa apresentada. Outros fatores como a producdo de efluentes e o
extravasamento do conteudo intracelular para 0 meio externo podem contribuir para 0s
resultados do presente estudo (MCDONALD et al., 1991).

O aumento das perdas de PB foi relacionado com a solubilizagao das proteinas ao longo
do processo fermentativo, ocorrido, principalmente pelas proteases bacterianas (HOFFMAN et
al., 2011; JUNGES et al., 2017), demonstrando que a degradacao dos nutrientes ao longo do
periodo de conservacgdo € inerente ao processo fermentativo, mesmo em anaerobiose. Embora
ocorra alteragdes constantes nos produtos de fermentacdo apds longos periodos de conservacéo,
e que a atividade microbiana dentro do silo pode persistir, mesmo que a silagem apresente pH
baixo, conforme relatado por Oude Elferink et al. (2001) e Kung et al. (2018), ndo observamos
modificagdes que pudessem comprometer o perfil de fermentacéo e a preservacéo das silagens
de sorgo de planta inteira. No entanto, tais mudancas precisam ser consideradas ao realizar
estimativa de dietas, para ndo comprometer o desempenho animal.

A temperatura do silo aumentou ao longo do tempo de conservacéo, entretanto nenhuma
silagem apresentou temperatura acima de 40°C, pois segundo Kung Jr et al. (2018), altas
temperaturas podem ser um indicio de deterioracdo aerobia, degradacdo de carboidratos e
proteinas. De acordo com Kung Jr et al. (2000), o aumento da temperatura na silagem pode ser
uma consequéncia da utilizacdo de substratos no metabolismo microbiano para a produgédo de
acidos organicos ocasionando varia¢do no pH. O mesmo efeito foi reportado por Schmidt et al.
(2015), em que obtiveram ainda, uma correlagdo moderada entre a temperatura interna do silo

e o pH.
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Como né&o houve incidéncia das micotoxinas AFLA e FUMO, tanto nas amostras antes
de serem ensilados quanto apds o processo fermentativo, podemos inferir que o0 armazenamento
de SSPI ndo apresenta ser uma fonte relevante destas toxinas, visto que podem causar sérios
danos a saude animal, incluindo efeitos carcinogénicos e imunossupressores (ASSIS et al.,
2019). Além das implicacOes adversas das micotoxinas em animais, ha também preocupacéo
com a saude publica, pois quando animais estdo expostos e ingerem alimentos contaminados
por AFLA, existe o risco potencial de transferéncia de residuos de micotoxinas para produtos
alimenticios de origem animal, como carne ou leite (ALONSO et al., 2013).

De acordo com Schmidt et al. (2015), a temperatura da silagem ndo foi um bom preditor
para detectar a presenca de DON, ZEA, FUMO e AFLA, relatando que o perfil das micotoxina
e a composicdo quimica da silagem de milho sdo altamente varidveis e ndo se correlacionam
diretamente com a temperatura da silagem. No entanto, no presente estudo, a temperatura do
silo apresentou elevado coeficiente de determinacdo para a micotoxina DON, demonstrando
que a temperatura apresenta bom indicativo para a presenca de DON em SSPI.

Além disso, DON foi correlacionado negativamente com o teor de MS e resultou em
um modelo de predicdo intermediario. Considerando que a obtencéo de silagens com alto valor
nutricional, teores acima de 30% de MS sdo desejaveis (KUNG JR. et al., 2018) podemos
inferir, neste sentido, que teores de MS mais altos, porém moderados, apresentam a capacidade
de minimizar a producéo de micotoxinas.

A alta incidéncia de DON e ZEA encontrada nas amostras pré-ensiladas € justificada
pelo periodo de pré-colheita ser uma fase favoravel para a contaminacdo das plantas pelos
fungos do género Fusarium, o que pode afetar fortemente a ocorréncia destas micotoxinas,
mesmo apos serem ensiladas (DEL PALACIO et al., 2016). Apesar de ZEA ter demostrado
efeito quadratico em relacdo ao tempo de conservacdo, esta toxina apresenta em sua
constituicdo, baixa solubilidade e uma certa estabilidade ao longo do periodo de conservacéo.
Similaridades foram reportadas por Boudra e Morgavi (2008), Gonzalez Pereyra et al. (2014) e
Jensen et al. (2019), os quais relataram que a ZEA e seus metabolitos permaneceram estaveis
durante o armazenamento, sugerindo que ndo houve nenhuma degradacéo significativa através
dos produtos de fermentacdo ou mesmo pelas bactérias epifiticas presentes no silo.

Deste modo, vale ressaltar que a ZEA produzida na fase pré-colheita apresenta
estabilidade com um provavel aumento durante o periodo de conservacdo, sendo que as
condicBes do meio, como o0 baixo pH, temperatura, baixa concentracdo de oxigénio ndo sao
suficientes para amenizar a concentragdo de ZEA (WAMBACQ et al., 2016). Segundo

Gonzalez Pereyra et al. (2014), a realizacdo de um bom manejo em todas as etapas da ensilagem
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pode até diminuir os niveis de ZEA e DON, porém, quando o material fresco ja apresenta alta
contaminac&o, possivelmente a fermentacdo anaerdbia nédo tera efeito de restricao.

A alta incidéncia de DON durante o periodo de conservacao foi justificado em parte por
Robledo et al. (2015) e Schaarschmidt e Fauhl-Hassek (2018), em razdo da hidrdlise causada
ao longo do processo fermentativo, promovendo a liberagdo de DON que estava aderido na
parede celular das plantas de sorgo e nos componentes enzimaticos como Xilanase e celulases.

Além disso, Jensen et al. (2019) reportaram em seu estudo que o aumento de DON
durante o processo de conservacéo, de 2096 pg.kg™ na MS no material fresco, para 2805 pg.kg
! na MS aos 90 dias de armazenamento, foi acompanhado por uma diminuigdo gradual dos seus
derivados (deoxynivalenol-3-glucoside; 15-acetyl-deoxynivalenol e 3-acetyl-deoxynivalenol).
Ou seja, estes autores, conjuntamente com Latorre et al. (2015), indicaram que pode ocorrer
uma alteracdo na estrutura basica durante o processo de conservacao, isto &, a conversdo dos
derivados de DON em sua micotoxina original através da biodegradagdo induzida pelos
microrganismos epifiticos.

Ademais, outro fator relevante relatado por Gardiner et al. (2009), foi que o baixo pH
extracelular combinado com a presenca de aminas na silagem, agem de forma sinérgica e
estimulam a expressao de genes que estdo envolvidos na biossintese de DON pelo fungo F.
graminearum. Os mesmos autores afirmaram que estes fungos, em condicGes de meio &cidas,
possuem a capacidade de manter o seu pH intracelular constante, garantindo sua sobrevivéncia
ao longo do tempo de conservacao.

Embora algumas perdas nutricionais sejam inevitaveis e o processo fermentativo
anaerobio ndo aparenta ser um método totalmente adequado para atenuar a concentracdo de
fungos produtores de DON e ZEA, e mesmo que, ruminantes sejam considerados menos
sensiveis a contaminacdo de toxinas por apresentarem a capacidade de degradar e/ou inativar
as micotoxinas através da microbita ruminal. Vale ressaltar que, a exposicdo prolongada de
maltiplas micotoxinas pode prejudicar a salude e producdo animal. Associado a isto, €
importante salientar que h& pouco conhecimento com relacdo aos efeitos sinérgicos, ou até
mesmo antagonicos, de DON e ZEA (STORM et al., 2014; WAMBACQ et al., 2016).

A diminuicdo da qualidade nutricional da silagem, associada as perdas e producao de
micotoxinas ao longo do processo de conservagdo, pode resultar em uma diminuicdo na
producéo potencial de leite. Tal situacdo foi descrita por Tabacco et al. (2011), em que ao
relacionarem a estimativa de producéo de leite por tonelada de MS com a contagem de fungos,
obtiveram uma reducgédo de 50% na producédo de leite quando a contagem de fungos excedeu

8log cfu/g de silagem. Assim, preservar a qualidade do material ensilado, com boas praticas de
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producdo e gestdo, deve ser um aspecto considerado dentro das propriedades (BORREANI et
al., 2018) sendo que a qualidade nutricional da silagem de sorgo € influenciada, sobre tudo pelo

periodo de conservacéo.

CONCLUSOES

A SSPI apresenta um bom processo fermentativo, contudo as perdas nutricionais
anaerdbias aumentam ao longo do periodo de conservacgéo.

A temperatura do silo pode ser utilizada para predizer a contaminacéo de DON.

As micotoxinas AFLA e FUMO néo apresentam prevaléncia de contaminagdo no
material antes de ser ensilado e apds o processo de conservacdo. As micotoxinas ZEA e DON
apresentam alto risco de contaminacdo em silagem de sorgo de planta inteira, sendo que o tempo

de conservacdo nao é capaz de atenuar a concentracdo de DON e ZEA
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo, demonstram que o prolongar do tempo de conservacao
ocasiona mudancas no valor nutricional da silagem de sorgo de planta inteira. Tais alteracdes
foram observadas na reducdo constante nas fracdes de carboidratos sollveis e aumento das
fracdes insoluveis. O periodo de conservagdo resultou em aumento em relacdo as fracGes
proteicas, porém, houve diminuicdo na producédo de gas in vitro. Devido a isto, vale ressaltar,
que as mudancgas constantes ao longo do tempo de conservacao sobre a qualidade das silagens
devem ser consideradas ao realizar a formulacéo de dietas para vacas leiteiras e na atualizagdo
do banco de dados do modelo CNCPS.

Ademais, as perdas nutricionais anaerdbias aumentam ao longo do periodo de
conservacdo. Entretanto, as micotoxinas AFLA e FUMO nédo apresentam prevaléncia de
contaminacdo no material pré-ensilado e apds o processo de conservagdo. Por outro lado, as
micotoxinas ZEA e DON apresentaram alto risco de contaminagdo em silagem de sorgo de
planta inteira, sendo que o tempo de conservacdo nao foi capaz de atenuar a concentracdo de
DON e ZEA.
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