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RESUMO

LEITE, Gabriela Duarte Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2021.
Fermentacao e estabilidade aerébia de silagens de milho inoculadas com diferentes cepas
de Lactobacillus buchneri. Orientador: Odilon Gomes Pereira. Coorientadora: Karina
Guimardes Ribeiro.

Objetivou-se avaliar inoculacdo de diferentes cepas selvagens de Lactobacillus buchneri sobre
o perfil fermentativo e a estabilidade aerébia (EA) de silagens de milho cultivadas em diferentes
locais. Foi utilizado um esquema fatorial 4x5 (quatro inoculantes (I) e cinco locais de cultivo
(L)), em um delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes. O milho foi
semeado em dareas de cinco municipios. Os inoculantes avaliados foram: controle (CON; sem
inoculante), LALSIL AS (Lallamend, Brasil), isolado LB 45.22 (L. buchneri) e isolado LB
90.14 (L. buchneri). As cepas LB 45.22 e LB 90.14 foram isoladas previamente de silagem de
sorgo. Os inoculantes foram aplicados usando-se taxa de aplicacdo de 1x10° UFC g de
forragem, e os silos foram abertos apds 60 dias de armazenamento. Houve efeito de local
(P<0,001) para o teor de MS das silagens; as silagens do L1 apresentaram maior teor de MS
em relacdo as dos demais locais. Houve efeito de local e inoculante para dcido latico (AL;
P<0,001) e acido acético (AC; P<0,003). Concentracdes de AC foram maiores para silagens
inoculadas com cepas selvagens. Houve efeito de interacao LxI (P<0,05) sobre as varidveis PB,
FDN, PIDA, carboidratos soliiveis em dgua (CHOs), nitrogénio amoniacal (N-NHs), pH e
bactérias do 4cido latico. Observou-se maior teor de FDN (P=0,032) para as silagens CON e
LB 45.22 no L1, enquanto no L3, as silagens inoculadas apresentaram maior FDN (P=0,014).
As silagens inoculadas com LB 45.22 € 90.14, nos L1, L2 e L3, apresentaram maior (P<0,012)
pH. A silagem inoculada com LB 90.14 no L3 apresentou maior (P=0,039) CHOs. Apos sete
dias de exposi¢ao aerdbia, houve efeito de interagdao LxI (P<0,05) para as varidveis MS, CHOs,
pH, EA, mofos e leveduras. A EA foi maior (P<0,001) para silagens inoculadas em relacdo as
silagens CON, nos L1, L3 e LS5; enquanto, nos L2 e L4, as silagens inoculadas com LB 90.14
apresentaram maior EA (P=0,026). As silagens inoculadas com os isolados, nos L2 e L3,
apresentaram menor (P<0,001) populacdo de leveduras. Ainda, observou-se menor (P<0,001)
contagem de leveduras para silagens inoculadas com LB 45.22 nos L1 e L5. A populacao de
mofos foi menor (P<0,001) nas silagens inoculadas no L1 e LS5, no entanto, foi menor (P=0,002)
para as silagens inoculadas com os isolados no L3. Conclui-se que as cepas LB 45.22 ¢ LB
90.14 melhoram a estabilidade aerébia de silagens de milho e apresentam potencial como

inoculantes na produc¢do de silagens.



Palavras-chave: Inoculantes. Leveduras. Localidades.



ABSTRACT

LEITE, Gabriela Duarte Oliveira, M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, July, 2021.
Fermentation and aerobic stability of corn silages inoculated with different strains of
Lactobacillus buchneri. Adviser: Odilon Gomes Pereira. Co-Adviser: Karina Guimaraes
Ribeiro.

The objective of this study aimed to evaluate the inoculation of different wild strains of
Lactobacillus buchneri on the fermentation profile and aerobic stability (AE) of corn silages
grown in different locations. A 4x5 factorial scheme (four inoculants (I) and five cultivation
sites (L)) was used, in a completely randomized design, with four replications. Corn was sown
in areas of five municipalities. The inoculants obtained were: control (CON; no inoculant),
LALSIL AS (Lallamend, Brazil), isolate LB 45.22 (L. buchneri) and isolate LB 90.14 (L.
buchneri). Strains LB 45.22 and LB 90.14 were previously prepared from sorghum silage. The
inoculants were applied at an application rate of 1x106 CFU g™! of forage, and the silos were
opened after 60 days of storage. There was a location effect (P<0.001) for the DM content of
the silages; silages from L1 had higher DM content compared to other locations. There was site
and inoculant effect for lactic acid (LA; P<0.001) and acetic acid (CA; P<0.003). CA
concentrations were higher for silages inoculated with wild strains. There was an interaction
effect of LxI (P<0.05) on the variables CP, NDF, ADICP, water-soluble carbohydrates (WSC),
ammonia nitrogen (NH3-N), pH and lactic acid bacteria. Greater NDF content (P=0.032) was
observed for CON and LB 45.22 silages in L1, while not L3 as inoculated silages with higher
NDF (P=0.014). The silages inoculated with LB 45.22 and 90.14, in L1, L2 and L3, dissipated
higher (P<0.012) pH. Silage inoculated with LB 90.14 at L3 had higher (P=0.039) WSC. After
seven days of aerobic exposure, there was a LxI interaction effect (P<0.05) for the variables
DM, WSC, pH, AE, molds and yeasts. The AE was higher (P<0.001) for inoculated silages in
relation to CON silages, in L1, L3 and L5; while, in L2 and L4, the silages inoculated with LB
90.14 aggregate greater AE (P=0.026). The silages inoculated with those obtained, in L.2 and
L3, smaller (P<0.001) yeast population. Also, a lower (P<0.001) yeast count was observed for
silages inoculated with LB 45.22 in L1 and LS. The mold population was smaller (P<0.001) in
the silages inoculated in L1 and L5, however, it was smaller (P=0.002) in the silages inoculated
with those qualified in L3. It is concluded that strains LB 45.22 and LB 90.14 improve the

aerobic stability of corn silages and have potential as inoculants in the production of silages.

Keywords: Inoculants. Yeasts. Places.
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1. INTRODUCAO

A silagem de milho apresenta tipicamente uma fermentacdo homolatica, com baixa
formacgdo de 4cido acético e/ou propidnico, 0s quais apresentam acdo antiftingica. Por esse
motivo e por apresentar grande disponibilidade de substratos, a silagem de milho é propensa a
deterioragdo aerdbia quando o silo é aberto, sendo este processo iniciado principalmente por
leveduras (Muck et al., 2018; O’Kiely e Muck, 1992)

As leveduras sdo responsdveis por iniciar a deteriorac¢do da silagem (Pahlow et al., 2003;
Wilkinson e Muck, 2019), pois utilizam carboidratos residuais e acido latico como substratos
para seu crescimento. Assim, causam o aumento de pH, temperatura e perdas de MS na forma
de CO2 e H>0O, além de permitir que outros microrganismos se desenvolvam, como mofos,
bacilos, bactérias do acido acético, entre outros (Kung et al., 2018). Silagens deterioradas
apresentam reducdo no valor nutritivo, diminuicdo da aceitabilidade e consequente menor
desempenho animal (Auerbach e Nadeau, 2020; Borreani et al., 2018).

O uso de inoculantes microbianos contendo Lactobacillus buchneri t€m reduzido as
perdas decorrentes da deterioracdo aerdbia (Driehuis et al., 1999; Kleinschmit e Kung, 2006;
Kung et al., 2021; Muck et al., 2018). Classificada como bactéria do acido latico (BAL)
heterofermentativa obrigatoria, essa espécie € capaz de converter os carboidratos soliveis em
dgua (CHOs), pela via da fosfocetolase, a dcido lético, acetico e etanol (Heinl et al., 2012).
Além disso, € capaz de degradar o dcido lético a 4cido acético e 1,2-propanodiol em condi¢des
anaerdbias (Heinl et al., 2012; Oude Elferink et al., 2001), os quais podem inibir o crescimento
de leveduras e assim, preservar a qualidade nutricional da silagem quando exposta ao ar (da
Silva et al., 2018).

A selecdo de novas cepas e o conhecimento de seus metabolismos, melhoram o
entendimento sobre as interacdes que ocorrem durante a fermentagdo. Ha crescente nimero de
estudos sobre a triagem e efeitos da utilizacdo de novas cepas bacterianas como inoculantes de
silagens (Costa et al., 2021; Guan et al., 2020; Silva et al., 2018; Wang et al., 2018).

Poucos estudos avaliaram os efeitos da localizacdo geografica do cultivo de milho na
fermentagdo e estabilidade aerdbia da silagem (Schmidt e Kung, 2010; Wang et al., 2021a,
2021b). Portanto, a diferenca entre locais justifica o estudo de novas cepas com potencial para
competir com a microflora epifitica em diferentes condicoes.

Dessa forma, a hipdtese para o presente estudo € que a inoculagdo com diferentes cepas

selvagens de L. buchneri isoladas de sorgo, em condicdes tropicais, pode alterar o perfil
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fermentativo e aumentar a estabilidade aerébia de silagens de milho produzidas em diferentes
locais. Portanto, objetivou-se avaliar a inoculacdo de diferentes de cepas selvagens de L.
buchneri sobre o perfil fermentativo e a estabilidade aerébia de silagens de milho cultivadas

em locais distintos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Forragicultura e de Microbiologia de
Silagem do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em Vicosa,
localizada na Zona da Mata do Estado de Minas Gerais, Brasil, na latitude Sul de 20°45° e
longitude Oeste de 42° 51°, com altitude média de 657 m. O clima ¢ do tipo Cwb, segundo a
classificagdo proposta por KOPPEN, com precipitagio média anual de 1341 mm. Os valores de
precipitacao pluviométrica didria, temperatura mdxima e minima didria durante o periodo de

cultivo estdo apresentados na Figura 1.

Figura 1 - Precipitacdo pluvial e temperaturas maximas e minimas durante o periodo de cultivo
do milho
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Fonte: INMET, 2021.

2.2. Delineamento experimental
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Foi utilizado um esquema fatorial 4x5 (4 inoculantes e 5 locais), em um delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes. Os tratamentos foram: controle (sem
inoculante), Lalsil As (L. buchneri CNCM 1-4323; Lallamend, Brasil), L. buchneri (isolado
45.22) e L. buchneri (isolado 90.14). O milho para ensilagem foi cultivado em cinco municipios

da Zona da Mata Mineira.

2.3. Preparo dos inoculantes microbianos

2.3.1. Cepas selvagens
As cepas de L. buchneri 45.22 e 90.14, utilizados nesse estudo, pertencem a colegdo de

culturas do Laboratério de Microbiologia da Silagem do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Vigosa. As cepas foram isoladas previamente em estudos com silagens
de sorgo forrageiro, apds 45 e 90 dias de fermentacao, respectivamente.

As cepas, previamente estocadas a -80 °C, foram cultivadas consecutivamente, em caldo
MRS, durante 16 horas cada. Em seguida, foi realizado o plaqueamento em meio MRS agar
(Difco™ Lactobacilli MRS Agar, Detroit, MI, USA) e determinado o nimero de unidades
formadora de colonia (UFC). Com base na contagem, foi realizado os cdlculos para determinar
o volume de meio necessdrio para atingir a taxa de aplicacdo de 1 x 10° UFC g™!. As culturas
ativas foram submetidas a centrifugacio (1000 g x 10 minutos, 4 °C), e, imediatamente apds, o
sobrenadante foi eliminado e o sedimento de células obtido foi ressuspendido em 50 mL de

dgua destilada.

2.3.2. Inoculante comercial
O inoculante comercial usado foi o Lalsil As (L. buchneri CNCM 1-4323; Lallamend,

Brasil). A mesma quantidade de dgua utilizada no preparo das cepas selvagens (50 mL) foi
usada para a reidrata¢do do inoculante comercial.

O inoculante comercial também foi ajustado para aplicacdo na taxa de 1 x 10° UFC g’!
de forragem, com base na matéria natural. A taxa foi ajustada pela determinacdo prévia da
populacdo de bactérias laticas presentes no inoculante, com o uso da contagem de bactérias

laticas em placas, utilizando-se o meio MRS égar.

2.4. Cultivo, ensilagem do milho e abertura dos silos
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O milho (Hibrido RB9789VIP3) foi cultivado em &reas dos seguintes municipios:
Canad, 20°4129"S 42°38'40"W e altitude média de 676 m (L1); Coimbra, 20°49'21"S
42°47'12"W e altitude média de 701 m (L2); Teixeiras, 20°33'48"S 42°52'12"W e altitude
média de 695 m (L3); Vigosa, 20°42'43"S 42°48'54"W e altitude média de 670 m (L4), e,
Visconde do Rio Branco, 20°57'40"S 42°52'41"W e altitude média de 411 m (L5). Os

municipios estio representados na Figura 2.

Figura 2 - Mapa de representacdo dos cinco locais de amostragem de milho para ensilagem
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Base Cartografica: IBGE, 2019,
Autor: Gabriela Leite. Data: 25/05/2021.

O solo nos diferentes locais foi caracterizado como Latossolo vermelho-amarelo
distrofico, textura média a argilosa (SBCS, 2018), preparado, corrigido e adubado conforme
resultado de andlise quimica (Tabela 1) e exigéncia nutricional do milho. Foi aplicado calcario
dolomitico, 45 dias antes do plantio, na quantidade de 2 e 3 t ha™!, nos locais L1 e LS5,
respectivamente. Nao houve corre¢do de solo nos demais locais, por op¢ao do produtor. As
doses de adubo aplicadas encontram-se na Tabela 2. Adubagdo de cobertura foi realizada de 25
a 30 dias apds a semeadura, em todos os locais, quando as plantas apresentavam, em média, de

3 a 5 folhas abertas, sendo aplicados 500kg ha™! da mistura de NPK (30-00-20).



Tabela 1 - Resultados da andlise quimica do solo
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P K Ca* Mg H + Al SB Vv
Local pH —--mg/dm’---- - cmole/dm?---------- %
L1 5,7 5,0 105 2,01 0,98 1,98 326 622
L2 58 188,2 240 3,50 1,16 4,62 5,27 53,3
L3 6,0 15,84 135 2,36 0,94 3,96 3,65 48,0
L4 6,8 10,91 122 4,48 2,25 1,32 7,04 84,2
L5 5,7 12,4 35 2,78 0,96 2,3 3,83 62,5

L1: Canad; L2: Coimbra; L3: Teixeiras; L4: Vigosa e L5: Visconde do Rio Branco. pH em 4gua, KCL e CaCl,
relacdo: 1: 2,5. SB: soma de bases. V: saturacdo por bases

Tabela 2 - Doses (kg ha') de adubos (NPK) aplicadas nos diferentes locais de cultivo do

milho para ensilagem

Local Dose Adubo
L1 08-25-10
L2 08-28-16
L3

L4 08-28-16
L5 10-30-10

L1: Canad; L2: Coimbra; L3: Teixeiras; L4: Vigosa e L5: Visconde do Rio Branco. MAP: Fosfato

monoamonico.

cada propriedade, sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Datas de semeadura e colheita e tamanho da area cultivada nos diferentes locais

As datas de plantio e colheita (ensilagem), bem como, o tamanho da 4rea cultivada em

Local Semeadura Colheita Area (ha)
L1 30/10/2019 17/02/2020 1
L2 18/10/2019 17/02/2020 10
L3 28/10/2019 18/02/2020
L4 23/10/2019 06/02/2020
L5 19/10/2019 07/02/2020

L1: Canaa; L2: Coimbra; L3: Teixeiras; L4: Vicosa e L5: Visconde do Rio Branco.

Em cada local de estudo, o milho foi colhido manualmente, quando apresentava de 1/3

a 2/3 da linha de leite no grao, com colheitas realizadas em dias diferentes. Ap0s a colheita, os

materiais foram transportados ao Departamento de Zootecnia da UFV, onde foram triturados

em maquina forrageira estaciondria (modelo PN Plus 2000, Nogueira S.A., Sdo Jodo da Boa

Vista, Brasil), em tamanho médio de particula de 1,5 cm.
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O material triturado foi dividido em pilhas de 10 kg cada (total de 80 pilhas), para a
aplicacdo dos inoculantes, e, cada pilha foi ensilada em um balde. O inoculante foi diluido em
50 mL de 4gua destilada e as pilhas foram tratadas individualmente, o qual foi aplicado com
auxilio de borrifadores manuais. O mesmo volume de dgua destilada foi aplicado no tratamento
controle. O material tratado foi ensilado em baldes plasticos de 10 L de capacidade, previamente
pesados (peso vazio), e compactado manualmente, adotando-se densidade média de 550 kg/m?>.
Os baldes foram vedados, pesados (peso cheio inicial) e armazenados a temperatura ambiente
até o momento da abertura. Os silos foram abertos apds 60 dias de armazenamento.

No dia da abertura dos silos, os baldes foram novamente pesados (peso cheio final) e,
em seguida, foram abertos. Apds homogeneizacao, amostras foram coletadas para a avaliacdao
de composi¢do quimica, perfil fermentativo e populacdes microbianas. Para a avaliagdo da
estabilidade aerdbia, 2 kg de silagem retornaram para seu respectivo balde. Uma segunda
amostra foi usada para avaliacdo da composi¢ao quimica. Da mesma forma, outra amostra, de
25 g, foi usada para avaliagcdo do perfil fermentativo e das populagdes microbianas das silagens

apos a exposicdo ao ar.

2.5. Perfil fermentativo e microbiologia

As andlises referentes ao perfil fermentativo e a contagem das populagdes microbianas
foram realizadas na forragem in natura e nas silagens. Para isso, foi obtido um extrato aquoso,
a partir de 25g de amostra homogeneizada em 225 mL de solugdo estéril (Ring Solution®,
Oxoid), por 1 min., em liquidificador industrial. O extrato aquoso obtido foi filtrado em camada
dupla de gaze estéril e, imediatamente apds, foi mensurado o pH, com o auxilio de um
potencidmetro digital (Tecnal, SP, Brazil).

Uma aliquota de 15 mL do extrato aquoso foi acondicionada em tubos contento 1 mL
de acido sulfdrico 50%, e armazenada em freezer a -20°C, para posteriores andlises de dcidos
organicos, carboidratos soliveis (CHOs, Nelson, 1944) e nitrogénio amoniacal (N-NH3, Okuda
et al., 1965). Para a quantificacdo de 4cidos organicos, as amostras foram tratadas com
hidréxido de cdlcio e sulfato ciprico e analisadas de acordo com Siegfried et al. (1984).
Utilizou-se o equipamento Waters alliance €2695 com Detector PAD 2998 (photodiode array
detector), em sistema de separagdo constituido de coluna de reversa C18 ODS 80A (150x4,6
mmx5 um). As condi¢des de andlise foram: Fase modvel isocratica constituida de 100% de

solucdo aquosa de fosférico, pH 2,35-2,55, temperatura do forno de 50 +/- 2 °C, volume de
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injecdo de amostra de 20 microlitros, tempo de corrida de 20 minutos detector com
comprimento de excitacdo de onda em 210 nm.

Uma segunda aliquota do extrato aquoso foi submetida a dilui¢des seriadas, variando de
10" a 10”7, para contagem da populacdo microbiana. O plaqueamento foi realizado pela técnica
pour plate em placas de Petri estéreis. A populacdo de BAL foi determinada em meio dgar MRS
(Difco™ Lactobacilli MRS Agar, Detroit, M1, USA) e as placas foram incubadas a 37°C por
48 h. O cultivo de enterobactérias foi realizado em meio VRB dgar (Violet Red Bile Agar,
Detroit, MI, USA) e incubadas a 37°C por 24 h. Mofos e leveduras foram cultivados em meio

DRBC 4gar (Dichloran Rose bengal Agar base, Oxoid™

, Hampshire, Inglaterra) a 25°C por
120 h e 72 h, respectivamente. Foram consideradas passiveis de contagem, as placas contendo
entre 30 e 300 UFC. Para avaliacao e interpretacdo dos dados referentes a contagem microbiana,

os resultados obtidos foram convertidos para base logaritmica (Log10 UFC).

2.6. Estabilidade Aerobia

Os baldes com as amostras para avaliagdo da estabilidade aerébia foram armazenados
em sala com temperatura controlada (+ 24°C). Um data logger foi inserido no centro da massa
de silagem, em cada balde, para que a temperatura fosse registrada, a cada 10 min, por sete dias.
Dois data loggers foram distribuidos na sala, para mensuracdo da temperatura ambiente. A
estabilidade aerdbia foi definida como o niimero de horas que a silagem permaneceu estavel,
antes da temperatura subir 2°C acima da temperatura ambiente (Kung et al., 2021).

Ao final dos sete dias de exposicdo aerdbia, os baldes foram novamente pesados e a
silagem foi homogeneizada e amostrada para mensuragdo do pH, temperatura maxima (T. méx)
e quantificagdo dos teores de CHOs e de acidos organicos e das populacdes de mofos e

leveduras, como previamente descritos.

2.7. Analises quimicas

Amostras da planta e da silagem foram submetidas a secagem em estufa de ventilacao
forcada de ar, a 55°C por 72 horas, e moidas em moinho de facas (Tecnal, Piracicaba, Sao
Paulo, Brasil) com peneira de 1 mm. Apds serem moidas, as amostras foram analisadas quanto
aos seus teores de matéria seca (MS, método 934.01), matéria mineral (MM, método 942.05),
proteina bruta (PB, método 984.13) e fibra em detergente acido (FDA, método 973.18),

conforme AOAC (1990). As concentracdes de fibra em detergente neutro (FDN) foram
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determinadas com a adi¢do de o— amilase termoestdvel, sem a utilizacdo de sulfito de sédio,
conforme Van Soest et al. (1991), modificado por Senger et al. (2008) para autoclave. O teor
de matéria organica (MO) foi obtido pela diferenca (MO + MM = 100) e os compostos
nitrogenados para a obtencdo dos valores de proteina insolivel em detergente dcido (PIDA)

foram obtidos conforme Licitra et al. (1996).

2.8. Recuperacao de Matéria Seca

Para a estimativa da recuperacdo de MS da silagem, os baldes foram pesados a
ensilagem (peso inicial), apds 60 dias de fermentacdo (peso final). A recuperacdo de MS foi
calculada segundo Jobim et al. (2007), usando a equagdo: RMS = MSab/MSfe x 100, onde:
RMS = Recuperacdo de matéria seca (%); MSab = Matéria seca da silagem na abertura
(quantidade de silagem em kg x % MS); MSfe = Matéria seca da forragem no fechamento

(quantidade de forragem em kg x % MS).

2.9. Analise estatistica

Os dados foram analisados por intermédio do procedimento GLM do SAS 9.4 (SAS
System Inc., Cary, NC, USA). Os locais, os inoculantes e a interagdo entre os fatores, foram
consideradas efeitos fixos no modelo:

Yijk = p+ Li + [j + (LxD)ij + eijk
Onde, Yijk = varidvel dependente; p = média geral; Li = efeito de local i; Ij = efeito de
inoculante j; (LxI)ij = interacdo entre os fatores i e j; eijk = erro aleatdrio, assumindo uma
distribuicao normal independente (NID), (0; 62¢).

A homogeneidade das varidncias entre os tratamentos foi assumida e as varidveis
referentes ao perfil fermentativo, populagdo microbiana e composi¢do quimica foram
submetidas a andlise de variancia. As médias foram comparadas pelo teste Tukey,

considerando-se 0,05 como nivel critico para ocorréncia do erro tipo 1.

3. RESULTADOS

3.1. Forragem antes da ensilagem
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O teor de MS, a concentracdo de CHOs e a populacdo de BAL na planta in natura

variaram de 265,1 a 347,0 g kg'1 MN, de 92,3 a 1523 g kg‘l MS, e, de 6,47 a 6,84 log UFC g

I, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4 - Composi¢do quimica (g kg”' MS), popula¢do microbiana (log UFC g!) e pH da
forragem de milho colhidas em diferentes locais antes da ensilagem

LOCAL"®

Itens ® L1 L2 L3 L4 L5
MS (g kg MN) 347,0 325,7 272,9 265,1 297,2
MM 39,7 50,8 56,0 42,0 41,9
PB 72,2 72,7 85,7 81,6 72,2
FDN 434,77 4922 460,8 476,9 466,1
FDA 213,6 247,7 215,6 2324 2243
PIDA (g kg PB) 19,6 24,6 19,1 13,4 22,3
CHOs 92,3 152,3 106,4 136,2 146,1
pH 5,75 5,61 5,81 5,78 5,59
Populacdes microbianas

BAL 6,59 6,84 6,64 6,47 6,61
Enterobactérias 6,61 6,72 6,61 6,51 7,03
Leveduras 7,79 7,49 7,54 6,64 7,27
Mofos 5,77 5,92 4,73 4,5 4,50

2 MS: Matéria seca; MM: Matéria mineral; PB: Proteina bruta; FDN: Fibra em detergente neutro; FDA: Fibra em

detergente dcido; PIDA: Proteina insolivel em detergente d4cido; CHOs: Carboidratos soliveis e BAL: Bactérias
do acido latico.

®L1: Canai; L2: Coimbra; L3: Teixeiras; L4: Vigosa e L5: Visconde do Rio Branco.

3.2. Composicao quimica, perfil fermentativo e populacdo microbiana das silagens

O erro padrao da média (EPM) e o P-valor das caracteristicas quimicas e fermentativas
das silagens encontram-se na Tabela 5. Houve efeito de interacdo LxI (P<0,05) sobre as
varidveis PB, FDN, PIDA, CHOs, N-NH3, pH e populacdo de BAL. As variaveis MM, FDA,
dcido lético, 4acido acético, mofos e leveduras foram afetadas pelo local (P<0,02) e pelo
inoculante (P<0,05), enquanto a MS foi influenciada apenas pelo local (P<0,001). A RMS nao

foi afetada pelas fontes de variacdo estudadas.

Tabela 5 - P-valor e erro padrdo da média (EPM) das varidveis da composi¢do quimica,
recuperacao de matéria seca (RMS), perfil fermentativo, populacdes microbianas e pH de

silagens de milho de diferentes locais inoculadas com diferentes cepas de Lactobacillus
buchneri

P-valor ®
Itens ? Local Inoculante LocalxInoculante EPM
Composi¢do quimica
MS <0,001 0,051 0,517 0,396
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MM <0,001 0,003 0,149 0,078
PB <0,001 0,001 0,005 0,098
FDN <0,001 0,012 0,014 0,378
FDA <0,001 0,032 0,087 0,292
PIDA <0,001 <0,001 <0,001 0,095
CHOs <0,001 0,554 0,018 0,010
Perfil fermentativo

N-NH;3 <0,001 <0,001 <0,001 0,102
Acido latico 0,001 <0,001 0,344 0,198
Acido Acético 0,003 <0,001 0,621 0,120
pH <0,001 <0,001 <0,001 0,019
RMS 0,270 0,100 0,853 0,542
Populacdes microbianas

BAL 0,001 <0,001 0,005 0,079
Mofos 0,022 0,008 0,281 0,077
Leveduras <0,001 0,050 0,080 0,070

*MS: Matéria seca; MM: Matéria mineral; PB: Proteina bruta; FDN: Fibra em detergente neutro; FDA: Fibra em
detergente dcido; PIDA: Proteina insolivel em detergente d4cido; CHOs: Carboidratos soliveis e BAL: Bactérias
do 4cido latico.

b Probabilidade de efeito de local, inoculante e de interagio LxI.

O desdobramento do efeito de inoculante em cada local de estudo foi realizado para as
varidveis afetadas pela interacao LxI. No L1, observou-se menor teor de FDN (P=0,032) para
a silagem LALSIL comparada a CON e aquela inoculada com LB 45.22, enquanto no L3, os
maiores (P=0,014) valores foram observados para as silagens inoculadas (Tabela 6).

O teor de PB ndo diferiu (P=0,406) entre os inoculantes no L1. Entretanto, nos L2 e L3,
as silagens inoculadas apresentaram maior teor de PB em relacdo a silagem CON. Foi
observado maior teor de PIDA (P<0,017) na silagem CON no L1. Nos L2 (P=0,508) e L4
(P=0,474), os teores de PIDA nao diferiram entre as silagens.

Observou-se maior teor de N-NH3 para a silagem inoculada com LB 90.14 e para a
silagem controle, nos locais L1 e L3, respectivamente (Tabela 6), enquanto no L5, os valores
deste constituinte foram semelhantes (P=0,110) entre as silagens.

Foi observado efeito de inoculante sobre os teores de CHOs apenas em L3, registrando-
se maior valor (P=0,039) na silagem inoculada com LB 90.14 comparada a silagem inoculada
com LALSIL (Tabela 6).

Foram registradas menores populagdes de BAL para a silagem CON em todos os locais,
exceto em LS, onde a populacdo desse grupo microbiano foi semelhante (P=0,115) entre as

silagens (Tabela 6).

Tabela 6 - Composicdo quimica, perfil fermentativo e populacdo microbiana de silagens de
milho de diferentes locais inoculadas com diferentes cepas de Lactobacillus buchneri
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Local ®
Inoculante ? L1 L2 L3 L4 L5
FDN ¢ (g kg'! MS)
CON 445,8 Aab 409,4 Ab 415,5 Bab 461,6 Aa 441,3 Aab
LALSIL 400,5 Bb 379,8 Ab 458,0 Aa 459,8 Aa 431,2 Aab
LB 45.22 445,6 Aabc 407,1 Ac 469,4 Aab 479,3 Aa 424.5 Abc
LB 90.14 425,2 ABbc 410,8 Ac 4747 Aa 469,8 Aab 456,2 Aabc
PB¢ (g kg'! MS)
CON 80,0 Aab 65,4 Bc 85,0 Ba 77,3 Bb 69,7 Bc
LALSIL 78,3 Ab 69,3 Abc 92,9 Aa 81,6 ABDb 75,4 ABbc
LB 45.22 76,7 Ac 71,8 Abc 95,1 Aa 84,8 Ab 73,9 ABc
LB 90.14 76,0 Abc 73,7 Ac 95,0 Aa 82,5 ABDb 76,7 Abc
PIDA ¢ (g kg'! PB)
CON 34,6 Aa 29,9 Aa 15,3 Ab 30,5 Aa 33,8 Aa
LALSIL 21,3 Bab 27,8 Aa 11,6 ABb 30,7 Aa 25,0 Ba
LB 45.22 13,3 Bb 28,8 Aa 13,9 ABb 28,9 Aa 25,5 Ba
LB 90.14 21,9 Bb 23,9 Ab 9,8 Bc 33,5 Aa 26,4 ABab
N-NH3/NT
CON 2,21 Cbc 1,72 Bc 3,07 Aab 1,64 Cc 3,34 Aa
LALSIL 2,14 Cbc 4,25 Aa 1,46 Bc 2,93 Ab 2,91 Ab
LB 45.22 2,94 Bb 1,50 Bd 1,99 Bed 2,73 ABbc 3,83 Aa
LB 90.14 3,59 Aa 3,63 Aa 1,79 Bb 2,38 Bb 3,28 Aa
CHOs© (g kg MS)
CON 5,6 Ab 6,0 Aab 7,4 Aba 6,2 Aab 6,6 Aab
LALSIL 5,9 Aa 5,5 Aa 6,1 Ba 7,3 Aa 5,9 Aa
LB 45.22 5,9 Ab 5,3 Ab 7,5 Aba 6,3 Aab 6,2 Aab
LB 90.14 5,8 Ab 5,7 Ab 8,0 Aa 6,3 Ab 6,2 Ab
pH
CON 3,60 Cab 3,63 Ba 3,56 Cbc 3,52 Dc 3,59 Dab
LALSIL 3,78 Ba 3,70 ABa 3,72 Ba 3,67 Ca 3,64 Ca
LB 45.22 3,99 Aa 3,85 Ab 3,89 Aab 4,02 Aa 3,96 Aab
LB 90.14 4,04 Aa 3,87 Ab 3,90 Aab 3,85 Bb 3,90 Bab
BAL € (log UFC g'h)
CON 7,71 Ca 6,81 Bb 7,85 Ba 7,82 Ca 7,51 Aa
LALSIL 8,47 Ba 8,55 Aa 8,84 Aa 8,47 Ba 8,55 Aa
LB 45.22 8,78 Bab 8,96 Aab 9,06 Aa 9,04 Aa 8,15 Ab
LB 90.14 9,39 Aa 8,82 Aa 8,77 Aa 8,88 ABa 8,34 Aa

2CON: silagem sem inoculante; LALSIL: Lalsil As.
®L1: Canaf; L2: Coimbra; L3: Teixeiras; L4: Vigosa e L5: Visconde do Rio Branco.
¢PB: Proteina bruta; FDN: fibra em detergente neutro; PIDA: proteina insolivel em detergente dcido; CHOs:
carboidratos soliveis em dgua e BAL: bactérias do dcido latico.
Letras iguais mintisculas na linha e maidsculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 0,05 de
probabilidade para o erro tipo I.

Foi observado maior teor de MM (P=0,003) para a silagem inoculada com LB 45.22 em

relacdo a silagem CON e LALSIL. Em relacdo aos dcidos organicos, as maiores concentragoes

de 4cido latico (P<0,001) foram observadas para a silagem CON e LALSIL em relacdo a

silagem inoculada com LB 45.22 e LB 90.14. Maiores concentracdes de &dcido acético
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(P<0,001) foram observadas para a silagem LB 45.22 e LB 90.14 em relacdo ao CON e
LALSIL. Menores populacdes de mofos (P=0,008) foram observadas para LB 90.14 em relacdo
a silagem CON e maior populacdo de leveduras (P=0,05) para as silagens CON em relagdo ao
LALSIL e LB 45.22 (Tabela 7).

Em relagdo ao efeito de local, foi observado maior (P<0,001) teor de MS para a silagem
produzida em L1 em relacdo aos demais locais. As concentragdes de 4cido latico (P=0,001) e
dcido acético (P=0,003) foram maiores para a silagem do L4 em relacdo a silagem do L1 e L2,
respectivamente. Os teores de MM (P<0,001) e FDA (P<0,001) foram maiores para a silagem
do L4. Foram observadas maiores populacdes de mofos (P<0,001) e leveduras (P<0,001) para
a silagem do L2 (Tabela 7).
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Tabela 7 - Efeito de Local e Inoculante sobre a composi¢do quimica (g kg! MS), recuperagio de matéria seca (RMS; g kg! MS),
perfil fermentativo (g kg'MS) e popula¢do microbiana (log UFC g') de silagens de milho de diferentes locais tratadas com
diferentes cepas de Lactobacillus buchneri

Inoculante ° Local ©

Itens 2 CON LALSIL LB4522 LB90.14 L1 L2 L3 L4 L5
MS (g kg MN) 285,5 283,7 273,6 2782 3264 a 303,0b 254,1d 2374 ¢ 278,0 ¢
MM 35,1b 35,7b 40,7 a 36,9 ab 30,5c¢ 36,1 b 38,2b 44,0 a 36,5b
FDA 2321 230,1 240,6 244.4 226,5cd  211,9d 247,70 265,6 a 232.,3 bc
RMS 937,3 930,5 910,7 903,3 9322 919,7 9194 898.3 932.8
Acido latico 47,2a 43,2a 26,0b 22,6b 25,9¢ 38,7ab 32,3bc 42,8a 34,0abc
Acido acético 14,2¢ 19,7b 30,2a 26,6a 20,6bc 17,5¢ 24,2ab 27,3a 21,6abc
Mofos 3,03 a 2,73 ab 2,89 ab 2,62 b 2,81b 3,53 a 2,61b 2,45b 2,70 b
Leveduras 3,98 a 3,33b 342D 3,47 ab 3,40b 4,06 a 3,48 ab 3,41b 3,40b

AMS: Matéria seca; MM: Matéria mineral; FDA: Fibra em detergente 4cido.
> CON: silagem sem inoculante; LALSIL: Lalsil As.
°L1: Canad; L2: Coimbra; L3: Teixeiras; L4: Vicosa e L5: Visconde do Rio Branco.

Letras iguais mindsculas na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 0,05 de probabilidade para o erro tipo 1.
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3.3. Estabilidade aerdbia

Foi observado efeito da interagdo LxI (P<0,05) para todas as varidveis avaliadas, exceto
para T. max. (P=0,339), que foi afetada por local (P<0,001) e por inoculante (P<0,001), e a

RMS, que nio foi afetada por nenhum dos fatores avaliados (Tabela 8).

Tabela 8§ - P-valor e erro padrao da média (EPM) das varidveis matéria seca, perfil fermentativo,
pH, estabilidade aerdbia e populagdes microbianas de silagens de milho de diferentes locais
inoculadas com diferentes cepas de Lactobacillus buchneri, apés sete dias de exposi¢ao aerdbia

P-valor®
Itens ? Local Inoculante LocalxInoculante EPM
MS <0,001 0,434 <0,001 0,436
CHOs <0,001 <0,001 <0,001 0,010
Acido latico 0,187 0,095 <0,001 0,102
Acido acético <0,001 <0,001 0,049 0,148
pH <0,001 <0,001 0,005 0,140
RMS 0,080 0,365 0,078 0,297
EA <0,001 <0,001 <0,001 5,948
T. max. <0,001 <0,001 0,339 0,584
Mofos <0,001 <0,001 0,022 0,220
Leveduras <0,001 <0,001 0,008 0,204

2 MS: Matéria Seca; CHOs: Carboidratos residuais; RMS: Recuperacio de matéria seca; EA: Estabilidade aerébia
e T. max.: Temperatura maxima.

b Probabilidade de efeito de local, inoculante e de interagido LXI.

No estudo do desdobramento do efeito de inoculante em cada local, observou-se menor
EA (P<0,001) para a silagem CON em todos os locais, exceto em L2 e L4, em que a silagem
CON apresentou menor valor apds 7 dias de exposi¢do aerdbia (Tabela 9).

Ap0s a sete dias de exposicao aerdbia, as concentragdes de dcido latico (P<0,001) foram
maiores para a silagem CON no L1 em relacdo a silagem inoculada com LB 45.22 e, a silagem
LALSIL no L3 e L5 do que as demais silagens e a silagem CON, respectivamente. Quanto as
concentragdes de acido acético (P=0,049), a silagem inoculada com LB 45.22 ¢ LB 90.14 no
L1 foram maiores em relacdo as demais silagens e a silagem LB 45.14, LB 90.14 e a CON
tiveram maiores concentracdes em relagdo a LALSIL no LS.

Os valores de pH (P=0,004), ap6s a exposi¢ao aerdbia, foi maior na silagem inoculada
com LB 45.22, no L1, comparada a silagem CON. Entretanto, nos locais L2 e L4, ndo houve
diferencga entre o pH (P>0,337) das silagens. A silagem CON apresentou maior pH em L3
(Tabela 9).

Foi observada maior contagem de leveduras nas silagens CON produzidas em L3 e LS.

Em L2, foi registrada maior populagdo deste grupo microbiano, para a silagem CON e LALSIL,
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comparada as silagens inoculadas LB 45.22 e LB 90.14. Em L4, foram observadas populacdes
semelhantes de leveduras entre as silagens (Tabela 9). Observou-se maior contagem de mofos
(P<0,001) na silagem CON produzidas em L1 e L5. No L3, as silagens inoculadas com LB
45.22 e LB 90.14 apresentaram as menores (P=0,002) contagens de mofos, comparadas a CON.

Os teores de CHOs residuais (P=0,002) foram maiores para a silagem inoculada com
LB 45.22 no L1. No entanto, nao houve efeito de inoculante sobre os teores de CHOs residuais
das silagens em L2 e L3. Por outro lado, observou-se maior teor de CHOs na silagem CON em
relacdo as silagens inoculadas LB 45.22, em L4 e LS (Tabela 9). As silagens CON e LALSIL
apresentaram maiores teores de MS (P=0,012) comparadas a LB 45.22, no L1. Nos locais L2,
L4 e LS os teores de MS (P>0,059) nao diferiram entre as silagens (Tabela 9).

Tabela 9 - Estabilidade aerdbia, perfil fermentativo, pH e populagdo microbiana de silagens de
milho de diferentes locais inoculadas com diferentes cepas de Lactobacillus buchneri, apés sete
dias de exposi¢do aerdbia

Local ®
Inoculante * L1 L2 L3 L4 L5
Estabilidade aerébia (h)
CON 142,41 Ba 33,46 Bb 42,72 Cb 51,72 Bb 56,83 Bb
LALSIL 168 Aa 63,22 ABb 110,33 Bab 113,71 ABab 143,17 Aa
LB 45.22 168 Aa 80,63 ABDb 168 Aa 145,83 ABa 168 Aa
LB 90.14 168 Aa 98,42 Ab 110,39 Bab 168 Aa 158,04 Aa
Acido ldtico (g kg 'MS)
CON 18,3A 13,3 0,7B 18,6 0,8B
LALSIL 11,9ABab 2,0b 15,4Aa 3,2b 17,2Aa
LB 45.22 00,8C 13,1 2,6B 3,7 9,5AB
LB 90.14 3,8BCab 2,0b 4,1Bab 3,3ab 11,8ABa
Acido acético (g kg'MS)
CON 5,0Bb 1,5b 24,1ab 6,7ab 26,4Aa
LALSIL 8,3ABab 2,7ab 14,5a 1,0b 10,2Bb
LB 45.22 21,4Aab 7,9¢c 22,6ab 14,3bc 27,6Aa
LB 90.14 22,1A 4.4 19,8 29,0 30,1A
pH
CON 3,87 Cb 6,63 Aa 6,51 Aa 5,41 Aa 6,40 Aa
LALSIL 3,90 CBb 6,65 Aa 3,80 Cb 5,69 Aab 5,07 ABab
LB 45.22 4,26 Ab 5,79 Aa 4,10 Bb 4,47 Ab 4,20 Bb
LB 90.14 4,18 ABa 6,43 Aa 4,10 Ba 4,62 Aa 4,30 Ba
Leveduras (log UFC g)
CON 7,06 Ab 9,09 Aa 9,23 Aa 7,80 Aab 891 Aa
LALSIL 6,55 ABab 8,84 Aa 6,72 Bab 6,26 Ab 6,54 Bab
LB 45.22 4,82 Cb 7,28 Ba 4,42 Cb 5,16 Ab 4,09 Cb
LB 90.14 5,13 BCb 7,70 Ba 4,58 Cb 6,02 Aab 4,88 BCb
Mofos (log UFC g
CON 5.49 Aab 7.11 Aa 5.15 Aab 4.42 Ab 7.32 Aa
LALSIL 3.23 Bb 7.15 Aa 3.47 ABb 4.68 Ab 4.10 Bb
LB 45.22 2.72 Bb 5.64 Aa 2.47 Bb 2.56 Ab 2.78 Bb



LB 90.14

CON
LALSIL
LB 45.22
LB 90.14

CON
LALSIL
LB 45.22
LB 90.14
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2.53 Ba 4.53 Aa 2.39 Ba 4.31 Aa 2.76 Ba
CHOs ¢ (g kg MS)

2,40 Bb 4,45 Aa 3,23 Ab 4,85 Aa 4,88 Aa

2,25 Bc 3,60 Aab 2,78 Abc 4,28 ABa 3,73 ABab

3,68 Aa 3,60 Aab 2,90 Aab 2,65 Cb 2,93 Bab

2,40 Ba 3,55 Aa 3,05 Aa 3,50 BCa 3,45 ABa

MS© (2 kg'' MN)

353,8 Aa 309,9 Ab 253,6 Bc 247,77 Ac 266,4 Ac
348,9 Aa 315,7 Ab 266,2 ABcd 240,3 Ad 282,0 Ac
320,5 Ba 317,7 Aa 259,0 ABc 238,3 Ac 284,1 Ab
341,4 ABa 305,3 Ab 282,77 Ab 227,3 Ac 283,5 Ab

*CON: silagem sem inoculante; LALSIL: Lalsil As.

®L1: Canad; L2: Coimbra; L3: Teixeiras; L4: Vigosa e L5: Visconde do Rio Branco.
¢MS: matéria seca; CHOs: carboidratos residuais
Letras iguais mintsculas na linha e maidsculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 0,05 de
probabilidade para o erro tipo L.

As silagens produzidas em L2 apresentaram maior (P<0,001) T. méx. em relacao as dos

demais locais. Avaliando-se o efeito de inoculante, observou-se maior (P<0,001) T. méx. para

a silagem CON, comparada aquelas inoculadas com LB 45.22 ¢ LB 90.14 (Tabela 9).
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Tabela 10 - Efeito de Local e Inoculante sobre a recuperagdo de matéria seca (g kg'1 MS) e temperatura maxima (°C) de
silagens de milho de diferentes locais inoculadas com diferentes cepas de Lactobacillus buchneri, apds sete dias de
exposicao aerdbia.

Inoculante Local ©
Itens @ COM LALSIL LB 45.22 LB 90.14 L1 L2 L3 L4 L5
T. méx. 30,83 a 28,43 ab 26,13 b 25,98 b 25,24 bc 33,29 a 24,45 ¢ 28,32b 27,89 bc

*RMS: Recuperacdo de matéria seca; T. mix.: Temperatura maxima.

> CON: silagem sem inoculante; LALSIL: Lalsil As.

°L1: Canad; L2: Coimbra; L3: Teixeiras; L4: Vicosa e L5: Visconde do Rio Branco.

Letras iguais mindsculas na linha nao diferem entre si pelo teste Tukey a 0,05 de probabilidade para o erro tipo I.
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4. DISCUSSAO

4.1. Composicao quimica, perfil fermentativo e populacao microbiana das silagens

Os teores de MS inferiores a 300 g kg'l, da forragem colhida nos locais L3, L4 e LS5,
nio comprometeram a fermentacdo de suas respectivas silagens, provavelmente compensados
pelo adequado teor de carboidratos soliveis em dgua (McDonald et al., 1991) e populagdes de
BAL (Muck, 1990), uma vez que o €xito do processo de ensilagem depende da interacao desses
trés fatores. E importante destacar que por ocasifo da colheita (fevereiro), ocorreram chuvas
intensas nos locais onde o milho foi colhido, superando em 227,28% a média histdrica de 30
anos de precipitacdo, apos um longo periodo de estiagem no més de janeiro. Embora o mesmo
hibrido tenha sido usado em todos os locais, possivelmente, as diferencas de ambiente de
cultivo, podem ter influenciado o teor de MS das plantas (Gharechahi et al., 2017; Guan et al.,
2018).

No geral, os teores de MS e de CHOs diminuiram apds a fermentagdo, como resultado
do consumo dos CHOs que sdo convertidos em 4cido organicos, juntamente com formacgao de
CO; e 4gua, dependendo da rota metabolica utilizada pelos microrganismos envolvidos na
fermentacdo (Duniere et al., 2013).

No presente estudo, silagens inoculadas com L. buchneri apresentaram, em geral,
valores de pH mais elevados, maiores concentragdes de dcido acético, menores populacdes de
mofos e leveduras e maior estabilidade aerdbia. Altos valores de pH para silagens inoculadas
com L. buchneri tem sido relacionado com a conversio do acido latico em acido acético e 1,2
propanodiol (Oude Elferink et al., 2001). O 4cido acético € um 4dcido mais fraco que o lético e,
portanto, menos eficiente em acidificar o meio (Kung et al., 2018). Contudo,
independentemente do local e inoculante, todas as silagens apresentaram pH abaixo do limite
superior de 4,0, referéncia para silagens de boa qualidade (Kung et al., 2018).

As maiores concentragdes de acido acético na silagem inculada com LB 45.22 ¢ LB
90.14 inibiram a deterioracdo por mofos e leveduras (Driehuis et al., 1999; Nair et al., 2020;
Arriola et al., 2021), uma vez que, as leveduras sdo assimiladoras de &4cido ldtico e sdo
responsdveis por iniciar a deterioracdo aerdbia nas silagens (Pahlow et al., 2003). O é&cido
acético possui acdo antifingica maior que o 4cido latico, resultante da diferenca de pKa entre
eles. O acido acético possui pKa de 4,76, permitido que ele fique na sua forma nao dissociada

na silagem, dessa forma ele se torna permeavel na membrana das leveduras e ao entrar na célula,
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o dcido se dissocia liberando prétons, causando acidificacdo do meio intracelular, levando a
morte da levedura por exaustdo energética ou desnaturagdo de suas proteinas (Moon, 1983;
Stratford et al., 2013). Concentragdes maiores de acido acético (aprox. 3 a 4% MS) sdo
frequentemente encontradas em silagens inoculadas com L. buchneri (Kung et al., 2018).

A RMS foi semelhante entre as silagens, com valor médio de 919,28 g kg™!. Em estudos
de meta-andlise que avaliaram o efeito da inoculacdo com L. buchneri nas caracteristicas
fermentativas de silagens, Kleinschmit e Kung, (2006) e Arriola et al. (2021) reportaram perdas
de MS de 1% e 0,7%, respectivamente, maiores em comparacdo a silagem ndo tratada. No
entanto, esses autores sugeriram que as perdas sdo geralmente minimas, ou seja, quase
insignificantes, perante a melhoria da EA.

Os menores teores de FDN da silagem inoculada com LALSIL no L1, comparada ao
CON e a LB45.22, e da silagem CON no L3, possivelmente decorra da hidrdlise acida da
hemicelusose (Kohler et al., 2019; McDonald et al., 1991), uma vez que os inoculantes usados
ndo apresentam enzimas fibroliticas em sua composi¢ao.

Todas as silagens avaliadas apresentaram concentragdes de N-NH3 inferiores a 10% do
NT, o que permite classifica-las como de boa qualidade, com base em critérios estabelecidos
por McDonald et al. (1991) e Kung et al. (2018).

A maior contagem de BAL nas silagens inoculadas, com excecao do L5, indica que os
microrganismos presentes nos inoculantes foram capazes de superar a microbiota epifitica. Esse
resultado corrobora com os encontrados por Arriola et al. (2021b), que observaram aumento da

populacdo de BAL em silagem de milho inoculada com L. buchneri.

4.2. Estabilidade aerdbia

Segundo Muck et al. (2018) e Blajman et al. (2018), o L. buchneri é uma BAL
heterofermentativa muito usada para melhorar a estabilidade aerébia em silagens, a partir da
producdo de 4cido acético, o qual possui atividade antifungica. No nosso estudo, todas as
silagens inoculadas produzidas nos locais L1, L3 e LS apresentaram maior estabilidade aerobia
que as silagens CON. Nas silagens produzidas em L2 e L4, apenas a silagem tratada com LB
90.14 apresentou maior EA em comparacao a CON. Kung et al. (1998) estimaram que a
estabilidade aerdbia pode atingir zero, quando a populacdo de leveduras é > 6 log UFC g,
Todas as silagens controle produzidas nos cinco locais do presente estudo, bem como, todas
aquelas produzidas no local 2, inoculadas ou ndo, apresentaram populacdes superiores a esse

valor. Além disso, apresentaram as maiores T. max., estimulando ainda mais o crescimento de
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leveduras (Kung et al., 2018). Populagdes de fungos superiores a 5 log UFC g™! tornam as
silagens propensas a maior deterioracdo aerébia (Woolford, 1990). No nosso estudo, exceto no
local L4, as silagens CON apresentaram valores superiores a este, bem como as silagens tratadas
com LALSIL ¢ LB 45.22, no L2.

As leveduras, geralmente sdo tolerantes ao meio acido e utilizam, além dos CHOs
residuais, o dcido latico como substrato para seu crescimento (Pahlow et al., 2003), o que
explica os maiores valores de pH da silagem CON do L3 e LS, bem como, as menores
concentracdes de acido latico, maiores populagdes de mofos e leveduras, e a maior T. max.
observada nas silagens CON, em relacdo as inoculadas. Esses aumentos indicam a intensa
atividade metabdlica desses microrganismos.

Além disso, as maiores concentracdes de dcido acético na silagem inoculada com LB
45.22 e LB 90.14, apos sete dias de exposi¢do ao ar, foram suficientes para manter baixa a
populacdo de mofos e leveduras, refletindo em maior tempo de EA dessas silagens. Em revisao,
Borreani et al. (2018) observaram alta correlacdo entre as perdas de MS e contagem de mofos.
Entretanto, no presente estudo, ndo houve diferencas significativas para a RMS.

As silagens do L2 apresentaram maiores contagens de mofos e leveduras na abertura
dos silos em relacdo aos demais locais, o que poderia explicar a menor EA das silagens desse
local. Possivelmente, isso ocorreu devido as diferencas das condi¢des da cultura em cada local.
Pois, o local onde a cultura de milho foi cultivada influencia a populacdo microbiana epifitica
e o estagio de maturidade pode influenciar o conteudo de MS, a concentragdao de CHOs, o
resultado da inoculagdo de silagens e, consequentemente, podem afetar os resultados da EA

(Schmidt and Kung, 2010; Wang et al., 2021a).

5. CONCLUSAO

As cepas LB 45.22 e LB 90.14 foram eficientes em reduzir a populacdo de leveduras e
mofos, e melhorar a estabilidade aerdbia de silagens de milho, apresentando potencial de uso

como inoculantes na produc¢do de silagens.
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