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RESUMO

MACEDO, Alberto Jefferson da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco
de 2022. Perfil fermentativo e diversidade microbiana em silagens de
leguminosas e avaliacao de cana-de-acucar ensilada como racao em mistura
total na alimentacao de bovinos de corte. Orientador: Odilon Gomes Pereira.
Coorientadores: Sebastido de Campos Valadares Filho e Karina Guimaraes Ribeiro.

Esta tese foi dividida em trés capitulos. Capitulo 1 — Foi usado o delineamento em
blocos casualizados, com duas idades de rebrotacao (R), trés inoculantes microbianos
(I), quatro periodos de fermentagéao (P), arranjado em esquema fatorial 2 x 3 x 4, com
quatro repeticdes. As duas idades de rebrotacéo (R) foram: 40 e 80 d. Os inoculantes
microbianos (I) foram: controle (CONT, sem inoculante); cepa AV14.17 -
Lactiplantibacillus pentosus (ISO); e inoculante comercial (IC). Os periodos de
fermentacao (P) foram: 3, 14, 30 e 60 d apds fechamento do silo. Houve efeito de
interacdo R x | x P (P<0,05) para N-NHs e para leveduras. Houve efeito de interacéao
| x P (P<0,05) para pH, carboidratos soluveis em agua, N-NHs, bactérias acido laticas,
leveduras e para fungos filamentosos. O uso de inoculante microbiano melhora a
qualidade da silagem de amendoim forrageiro. Capitulo 2 — Foi usado o delineamento
em blocos casualizados, com dois estagios de colheita (C), trés inoculantes
microbianos (l), quatro periodos de fermentacao (P), arranjado em esquema fatorial 2
x 3 x 4, com quatro repeticdes. Os inoculantes microbianos avaliados foram: controle
(CONT, sem inoculante); cepa AV14.17 - Lactiplantibacillus pentosus (ISO); e
inoculante comercial (IC). Os periodos de fermentacao (P) corresponderam a 3, 14,
30 e 60 d apds a ensilagem. Houve efeito (P<0,05) da interagéo | x C x P sobre o
conteldo de carboidratos sollveis em agua e populagdes de enterobactérias. Foi
observado efeito (P<0,05) da interacdo C x P sobre as populacdes de bactérias do
acido latico, leveduras e de fungos filamentosos. As silagens de soja colhidas no
estagio R6 apresentaram maior a-diversidade, seguido de maiores valores para indice
de Shannon e indice de Chao1, respectivamente. Recomenda-se colheita de soja para
ensilagem no estagio R6, com uso de inoculante microbiano, por proporcionar melhor
perfil de fermentacao e valor nutritivo, além de elevado rendimento de matéria seca.
Capitulo 3 — Foram avaliados os efeitos da ensilagem da cana-de-acucar exclusiva
(SC) ou racao em mistura total (RMT), com ou sem Lentilactobacillus buchneri (LB),
sobre composigao quimica, perfil fermentativo e estabilidade aerébia (Experimento 1),
e sobre consumo, digestibilidade, parametros ruminais, balanco de nitrogénio e



sintese de proteina microbiana (PMic), em bovinos de corte (Experimento 2). A cana-
de-acgucar foi processada e aditivada com LB 40788 LalSil Cana (Lallemand®, Brasil)
[3 x 10° unidades formadoras de coldnia (ufc) g'; LB] ou agua destilada [5 mL kg™';
(controle, CTRL)] e ensilada. Foram observadas menores (P<0,05) populacdes de
leveduras e bactérias acido laticas, bem como perdas de matéria seca nas silagens
RMT, tanto na auséncia como na presenca do inoculante. Silagens tratadas com LB
apresentaram valores mais baixos de pH do que silagem exclusiva de cana ou na
forma de RMT. No experimento 2, foi observado efeito (P<0,05) de inoculante sobre
o consumo de matéria seca e de nutrientes digestiveis totais. Foi observada maior
digestibilidade aparente (P<0,05) de matéria seca, matéria organica, amido e de
carboidratos nao-fibrosos, assim como de PMic (P<0,05) em dietas a base de RMT
ensilada. Portanto, recomenda-se a ensilagem da cana-de-agucar na forma RMT, com

uso de inoculante microbiano.

Palavras-chave: Arachis pintoi. Digestibilidade. Glycine max. Inoculante. 16S rDNA.



ABSTRACT

MACEDO, Alberto Jefferson da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March,
2022. Fermentation profile and microbial diversity in legume silages and
evaluation of ensiled sugarcane as a total mixed ration for beef cattle. Adviser:
Odilon Gomes Pereira. Co-advisors: Sebastido de Campos Valadares Filho and
Karina Guimaraes Ribeiro.

This thesis was divided into three chapters. Chapter 1 — A randomized block design
was used, arranged in a 2 x 3 x 4 factorial arrangement, with two regrowth ages (R),
three microbial inoculants (1), and four fermentation periods (FP), with four replications.
The two regrowth ages (R) were: 40 and 80 d. The inoculants (1) were: control (CTRL,
without inoculant); strain AV14.17 — Lactiplantibacillus pentosus (ISO); and
commercial inoculant (Cl). Fermentation periods (FP) were: 3, 14, 30, and 60 d after
ensiling. There was an interaction effect R x | x FP (P<0.05) for NH3-N and yeasts.
There was an | x FP interaction effect (P<0.05) for pH, water-soluble carbohydrates,
NHs-N, lactic acid bacteria, yeasts, and molds. The use of microbial inoculants
improves the quality of peanut silage. Chapter 2 — A randomized block design was
used, arranged in a 2 x 3 x 4 factorial scheme, with two harvest stages (H), three
microbial inoculants (l), four fermentation periods (FP), and four replications per
treatment. The microbial inoculants evaluated were: control (CTRL, without inoculant);
strain AV14.17 - Lactiplantibacillus pentosus (ISO); and commercial inoculant (Cl).
Fermentation periods (FP) corresponded to 3, 14, 30, and 60 d after ensiling. There
was an effect (P<0.05) of the | x H x FP interaction on the content of water-soluble
carbohydrates and enterobacteria. An effect (P<0.05) of the H x FP interaction was
observed on the populations of lactic acid bacteria, yeast, and molds. Soybean silages
harvested at stage R6 showed higher a-diversity, followed by higher values for the
Shannon index and Chao1 index, respectively. It is recommended to harvest soybeans
at stage R6 and use a microbial inoculant for better fermentation profile and nutritional
value, in addition to high dry matter yield. Chapter 3 — It was evaluated the effects of
silage of sugarcane exclusively (SC) or in the form of total mixed ration (TMR), with or
without Lentilactobacillus buchneri (LB), on chemical composition, fermentative profile,
aerobic stability (Experiment 1), intake, digestibility, rumen parameters, nitrogen
balance and microbial protein synthesis (Mic) in beef cattle (Experiment 2). Sugarcane
was processed and treated with LB 40788 LalSil Cana (Lallemand®, Brazil) [3 x 10°
colony forming units (cfu) g'; LB] or distilled water [5 mL kg™'; (control, CTRL)] and



ensiled. Lower (P<0.05) yeasts and lactic acid bacteria counts, as well as dry matter
losses were observed in TMR silages, both in the absence and in the presence of the
inoculant. Silages treated with LB showed lower pH values than silage exclusively
made from sugarcane or in the form of TMR. In experiment 2, an effect (P<0.05) of
inoculant on dry matter and total digestible nutrients intake was observed. There was
an effect (P<0.05) of silage on the consumption of dry matter, organic matter, insoluble
neutral detergent fiber corrected for ash and protein, starch, ether extract, and non-
fibrous carbohydrates, with higher values in diets based on ensiled TMR. Higher
(P<0.05) Mic was observed in diets based on ensiled TMR. Therefore, it is

recommended the ensiling of sugarcane in the RMT form, using a microbial inoculant.

Keywords: Arachis pintoi. Digestibility. Glycine max. Inoculant. 16S rDNA.
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INTRODUCAO GERAL

A pecuaria bovina € um dos setores de destaque do agronegdcio brasileiro e
da economia nacional. O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo
(x 213,68 milhdes de animais), com exportacdes de carne bovina de 1.866 milhdo de
toneladas, movimentando US$ 7,65 bilhées, compondo 8,5% do Produto Interno Bruto
(P1B) em 2019 (Associacao Brasileira das Industrias Exportadoras de Carne, 2020).
Além disso, o pais foi o terceiro maior produtor mundial de leite, com 33,840 bilhdes
de litros produzidos em 2018 (Rocha et al., 2020).

Devido a crescente demanda por graos como milho e soja na alimentacao
humana e animal, associado ao alto prego desses ingredientes, isto pode inviabilizar
seu uso na alimentagao animal (Copani et al., 2016; Ruiz et al., 2020). As culturas de
milho e sorgo séo as principais culturas utilizadas para confecc¢ao de silagem, devido
a facilidade de cultivo, altos rendimentos de biomassa e pela qualidade da silagem
produzida. Porém, essas culturas apresentam baixo teor proteico. Assim, a utilizagdo
de silagens de leguminosas € uma alternativa para aumentar o teor de proteina das
dietas, além de ser fonte de calcio e fésforo (Gandra et al., 2018; Rosa et al., 2018).

A ensilagem de culturas forrageiras consiste em um processo de conservagao
de alimentos em meio acido, devido a conversao de carboidratos solUveis em agua
(CHOs) em &cidos organicos, os quais promovem a reduc¢ao do pH e conservagao do
material. Assim, o principal objetivo no processo de ensilagem é conservar a forragem,
com menores perdas possiveis, e que o produto final se assemelhe ao material de
origem (Kung Junior et al., 2018).

A silagem de leguminosa apresenta-se como alimento de alto valor nutritivo,
devido principalmente aos teores elevados de proteinas e minerais quando
comparado com a silagem de gramineas. Apesar dessas vantagens, para se produzir
silagem de leguminosas de qualidade é preciso atentar-se para algumas limitacdes
que podem ocorrer devido as caracteristicas intrinsecas que as leguminosas possuem
como baixos teores de matéria seca (MS), de CHOs, bem como elevada capacidade
tampéao (Purwin et al., 2015).

Visando melhorar a qualidade da fermentagcdo em silagens de leguminosas,
recomenda-se 0 uso de inoculantes microbianos, compostos por cepas de bactérias
do 4cido latico, com taxas minimas de inoculagdo de 1 x 10° unidades formadoras de
colénia por grama de forragem, que desempenham o papel de dominar a massa
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ensilada, produzir altas quantidades de &cidos organicos, promover rapida reducao
do pH e conservacao do material (Muck et al., 2018).

A soja é uma cultura de ciclo anual, originaria da Asia, introduzida no inicio do
século XVIIl na América do Norte, posteriormente se disseminou por todo o globo
como fonte de forragem. No decorrer do tempo houve melhoramento genético da
cultura, permitindo o cultivo da soja em climas distintos. O cultivo da soja na atualidade
possui alto grau de tecnificacao, com destaque para a producéo de graos, como fonte
de 6leo e proteina na alimentacao humana e animal (Ruiz et al., 2020).

Atualmente, a soja Glycine max (L) Merrill € uma das leguminosas mais
cultivadas no mundo, o Brasil € o maior produtor mundial da cultura, movimentando
mais de US$ 30 bilhdes em 2020, fazendo parte do grupo EUA, China e india. O Brasil
apresenta recordes em produtividade, atingindo na safra 2020 / 2021 135 + 5 milhdes
de toneladas de graos de soja, deste montante 85 + 3 milhdes de toneladas foram
exportadas (USDA, 2020).

Castro-Montoya e Dickhoefer (2018) constataram que as silagens de
leguminosas tém potencial de manter ou aumentar a produtividade de bovinos,
mesmo sob condigdes em que a ingestdo de matéria seca e a digestibilidade da
matéria organica diminuem. Os mecanismos para esses fendmenos, no entanto, ainda
sao incertos e s6 podem ser levantadas hipéteses de que fatores relacionados a um
melhor fornecimento de nutrientes dietéticos ao duodeno, um aumento na sintese de
proteina microbiana, uma reciclagem mais eficiente do nitrogénio disponivel no rumen
e uma maior digestibilidade de nutrientes pds-ramen.

Rosa et al. (2020) avaliaram a composicdo quimica em silagens de soja
colhidas no estagio R6, com (I) ou sem (C) inoculante microbiano, com (M) ou sem
melaco e interacdo (I + M) em 1, 3, 14, 28 e 56 dias apos ensilagem. Os autores
recomendam a adi¢do de inoculante associado ou ndo ao melagco, por melhorar a
composicao quimica das silagens. Por outro lado, Rigueira et al. (2015) em ensaio
com bovinos de corte alimentados com silagem de soja verificaram que silagens
aditivadas com melago ou aditivo microbiano e promoveram maiores consumos
voluntarios de MS e maior digestibilidade dos nutrientes, sem alterar o desempenho.

Estudos envolvendo a inclusdo de silagens de leguminosas sobre o
desempenho animal indicam que a inclusdo de silagens de leguminosas néo deve
exceder 50% da MS total da dieta (Felton e Kerley, 2004; Vargas-Bello-Pérez et al.,
2008; Touno et al., 2014). No entanto, para silagem de soja, devido ao alto teor de
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gordura, a recomendagdo de inclusdo varia entre 30 a 40% da MS total da dieta
(Undersander et al., 2007).

O amendoim forrageiro da espécie Arachis pintoi Krapov. & W.C. Gregory é
uma leguminosa, originario da América do Sul, possui elevada persisténcia, resistente
ao pastejo, tolerante ao sombreamento e possui elevado valor nutritivo, com producao
de MS entre 5a 10 t ha' ano™ (Paulino et al., 2009). Devido as caracteristicas que o
amendoim forrageiro possui, seu uso destaca-se em consoércio com gramineas
forrageiras, contribuindo para menor dependéncia no uso de fertilizantes
nitrogenados, podendo diminuir também o uso de cereais proteicos na dieta animal,
com finalidade de pastejo animal ou uso individual como banco de proteina (Baptista
et al., 2007). Além do pastejo, seu uso tem despertado interesse como silagem, sendo
necessario a realizagao de estudos que gerem informacdes técnico-cientificas.

Possentti et al. (2010) estudaram os efeitos do emurchecimento (4 horas
exposi¢ao) e uso de inoculante microbiano sobre as caracteristicas fermentativas,
composicao quimica e valor nutritivo de silagens de amendoim forrageiro cv.
Belmonte, verificaram que houve efeito do emurchecimento com reducdo das
concentragdes de nitrogénio amoniacal, sem alterar seu valor nutritivo.

Objetivando caracterizar as comunidades microbianas através de técnicas
moleculares em silagens de amendoim forrageiro apés 1, 3, 7, 14, 28 e 56 dias ap6s
ensilagem, Leandro et al. (2019) verificaram alteracées dos grupos microbianos em
funcé@o dos periodos de fermentacdo, com predominancia do género Weissella em
todos os periodos, seguindo de bactérias pertencentes a outros géneros (Bacillus,
Enterococcus e Pediococcus), com predominancia do género Lactoplantibacillus aos
56 dias de fermentacéo.

O avanco das tecnologias de biologia molecular possibilitou o uso de técnicas
para o estudo de microrganismos ndo cultivaveis que estao presentes em um dado
ecossistema. Através da identificagdo genémica (material genético), utilizando-se o
DNA (4cido desoxirribonucleico), € possivel obter com maior acuracia os
microrganismos presentes em um determinado ambiente (Gallagher et al., 2018;
McAllister et al., 2018).

Dessa forma, conhecer o microbioma de silagens pode contribuir para um
melhor entendimento de como as comunidades microbianas se desenvolvem e seus
efeitos na fermentagéo da silagem e ruminal. Com uma melhor compreensao destes

processos, pode-se melhorar a qualidade, a estabilidade das silagens, como também
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obter maior eficiéncia de fermentacao ruminal (McCann et al., 2017; Tennant et al.,
2017).

Com o intuito de melhorar a qualidade de silagens, o uso de inoculante
microbiano é recomendado, seja em silagens de leguminosas ou em silagens de
gramineas, como exemplo da cana-de-agucar, que se caracteriza como volumoso
interessante de ser utilizado na alimentagdo de ruminantes em condigdes tropicais,
pois a cana-de-agucar possui elevado potencial de producao de forragem (Voltolini et
al., 2012). O alto desempenho de produgao e energia por unidade de area desperta o
interesse dos produtores em usar a cana-de-agucar, com crescente valorizagdo do
cultivo, em especial para a regiao Sudeste do Brasil (Dos Santos et al., 2018). No
entanto, o uso da forragem in natura tem um custo operacional elevado devido a
necessidade de mao-de-obra diaria para o corte, processamento, transporte e
fornecimento aos animais, que apresenta dificuldades em ser utilizada para grandes
rebanhos (Sa Neto et al., 2013).

A cana-de-agUcar possui caracteristicas favoraveis para a ensilagem, como
adequado teor de MS (26,1 a 33%) ao atingir o ponto de colheita, CHOs de 20,5 + 4%
e baixo poder tamponante (Da Cruz et al., 2014). No entanto, a rota fermentativa da
cana-de-agucar ensilada é caracterizada por produzir consideravel concentracéo de
etanol por leveduras, o que limita o consumo animal e ainda leva a uma significativa
perda do valor nutritivo da forragem, durante a conversao de sacarose para alcool,
ocasionando elevadas perdas de matéria seca e energia (Avila et al., 2014).

Mesmo com o beneficio da logistica e operacionalidade, o uso exclusivo da
cana-de-agucar, sem aditivos no processo de ensilagem nao se justifica, uma vez que
se comporta como fonte pouco interessante de volumoso suplementar, com valor
nutritivo muito inferior a cana in natura (Schmidt et al., 2007). Portanto, deve-se
considerar a possibilidade de usar aditivos durante a ensilagem que possibilitem
melhor padrao fermentativo, minimizem as perdas de valor nutritivo e permitam maior
estabilidade aerobia apds a abertura.

Para conseguir eficiéncia produtiva, seja para producao de leite, carne ou 13, a
dieta dos animais deve ser equilibrada, de forma que atendam as exigéncias
nutricionais dos animais para que estes possam expressar seu maximo potencial
produtivo. Assim, a utilizagdo de alimentos na alimentagdo animal merece destaque,
pois a maior proporcado das despesas totais oriundas de um sistema de producao
animal sdo advindas com a alimentacao (Gusmao et al., 2018).
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Visando mitigar a fermentacao alcodlica e as perdas que ocorrem naturalmente
na ensilagem de cana-de-agucar tem-se como alternativa ensilar a cana na forma de
racdo em mistura total (RMT). O conceito basico dessa técnica consiste em selecionar
previamente os ingredientes (forragens, subprodutos, concentrados, minerais,
vitaminas e aditivos) a serem utilizados para se confeccionar a ragéo, ter
conhecimento da composicdo quimica de cada ingrediente, e, com essas
informacgdes, deve-se realizar a formulacao da dieta e a mistura dos ingredientes que
atenda as exigéncias nutricionais de uma determinada espécie ou categoria animal
(Bueno et al., 2020).

A mistura dos ingredientes na forma de RMT, pode também ser ensilada, como
uma alternativa de aproveitar forrageiras e residuos agroindustriais com elevado teor
de umidade, reduzir perdas e melhorar a estabilidade aerdbia destas misturas. A
confeccao de RMT in natura ou ensilada tem sido uma pratica estudada em varios
paises da Asia, como Japao, China e Tailandia, recentemente, pesquisas com silagem
de RMT tem sido iniciadas no Brasil (Gusméao et al., 2018; Macédo et al., 2018; Fang
et al., 2020; Dong et al., 2021; Lazzari et al., 2021).

A silagem de RMT é uma tecnologia utilizada no intuito de diminuir os custos
com mao-de-obra, diminuir dependéncia de maquinarios, bem como permitir a
terceirizacao do servigo, aumentar o valor agregado e possibilitar a comercializacao
(Bueno et al., 2020). Pode-se ainda melhorar a eficiéncia produtiva, devido ao
aumento da digestibilidade do amido. Ao utilizar grédos de cereais (milho fuba) que
serdo fermentados de forma continua no rimen, os nutrientes podem ser mais bem
aproveitados no trato gastrointestinal, principalmente no rimen, com aumentos na
populagéo de bactérias, de acidos organicos e aumento da produgao animal (Miyaji e
Nonaka, 2018; Restelatto et al., 2019; Lazzari et al., 2021).

A cana-de-agucar € um volumoso que pode ser usado na forma in natura ou de
silagem. Porém, elevadas perdas ocorrem durante o processo de fermentacdo da
cana-de-agucar, devido a fermentacdo alcodlica, resultando em silagens com baixa
estabilidade aerébia (Daniel et al., 2013; Silva et al., 2018). Acredita-se, que a
ensilagem oriunda da mistura da cana-de-agucar com concentrado, possa resultar em
uma silagem de RMT de qualidade, capaz de reduzir as perdas fermentativas e
melhorar a estabilidade aerdbia.

Chen et al. (2016) avaliaram as caracteristicas fermentativas, quimicas e
estabilidade aerdbia de silagens de RMT a base de aveia e ervilhaca tratadas com
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diferentes aditivos quimicos ou microbianos, verificaram que todas as silagens de
RMT fermentaram adequadamente, apresentando estabilidade aerdbia superior a 280
h.

Estudos que avaliaram o perfil fermentativo e a qualidade da silagem de
leguminosas, considerando o uso combinado de inoculantes microbianos e
estratégias de colheita sao inexistentes. Logo, tais investigagcbes podem resultar em
recomendacgdes praticas do ponto de colheita e uso de inoculante na confeccao de
silagens de leguminosas, visando elevar a qualidade da silagem produzida.

Bem como estudos sobre o perfil fermentativo e qualidade da silagem de cana-
de-acucar ensilada como RMT, e seus efeitos sobre o uso de inoculante microbiano,
0 consumo e a digestibilidade dos nutrientes em bovinos de corte, sao inexistentes,

indicando a necessidade de desenvolvimento de trabalhos nessa area.
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CAPITULO | - DIVERSIDADE MICROBIANA E CARACTERISTICAS
FERMENTATIVAS DE SILAGENS DE AMENDOIM FORRAGEIRO COLHIDO EM
DUAS IDADES DE REBROTAGCAO, TRATADAS COM INOCULANTE
MICROBIANO

Titulo resumido: Diversidade microbiana e caracteristicas fermentativas de silagem

de amendoim forrageiro

Capitulo formatado de acordo com o periddico cientifico: Grass and Forage Science,

exceto a disposicao de tabelas e figuras

Resumo

Foram avaliadas as caracteristicas fermentativas, a diversidade microbiana e a
composigao quimica de silagens de amendoim forrageiro colhidos em duas idades de
rebrotagdo, tratados com inoculantes microbianos, em diferentes periodos de
fermentacao. Foi usado o delineamento em blocos casualizados, com duas idades de
rebrotacao (R), trés inoculantes microbianos (1), quatro periodos de fermentacao (P),
arranjado em esquema fatorial 2 x 3 x 4, com quatro repeticées. As duas idades de
rebrotacdo (R) foram: 40 e 80 d. Os inoculantes (I) foram: controle (CONT, sem
inoculante); cepa AV14.17 — Lactiplantibacillus pentosus (ISO); e inoculante comercial
(IC). Os periodos de fermentagéo (P) foram: 3, 14, 30 e 60 d apds a ensilagem. Houve
efeito de interacdo R x | x P (P < 0,05) para N-NHs e para leveduras. Houve efeito de
interacdo | x P (P < 0,05) para pH, CHOs, N-NHs, bactérias acido laticas, leveduras e
para fungos filamentosos. As silagens inoculadas apresentaram menores valores de
pH, N-NHs, menores populagdes de enterobactérias, de leveduras e de fungos
filamentosos comparadas ao CONT. As silagens inoculadas com ISO apresentaram
maior abundancia relativa para o género Lactiplantibacillus e menor do género
Enterobacter. As silagens inoculadas com IC e ISO apresentaram predominancia das
familias Lactobacillaceae. Em ambas as idades de rebrotacao houve predominio dos
filos Proteobacteria e Firmicutes. O uso de inoculante microbiano melhora a qualidade
da silagem de amendoim forrageiro. Recomenda-se o uso de inoculante microbiano
na ensilagem de amendoim forrageiro aos 80 d de rebrota por promover melhorias

das caracteristicas fermentativas associado ao maior rendimento por area.
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PALAVRAS-CHAVE
Arachis pintoi, bactéria &cido latica, inoculante, valor nutritivo, 16S rDNA

INTRODUCAO
O amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krapov. & W.C. Gregory) é uma

leguminosa perene endémica da América do Sul, adaptada a solos 4cidos de baixa a
média fertilidade, com produgdo anual de matéria seca (MS) entre 5 a 13 t/ha
(WingChing-Jones & Rojas-Bourrillén, 2006), elevado valor nutritivo (Fernandes et al.,
2017; Paulino et al., 2009) e alta capacidade de fixar nitrogénio (N) (120 a 280 kg
N/ha/ano) (Dubeux Junior et al., 2017). Essa leguminosa pode ser usada para pastejo,
producgéo de feno ou de silagem (WingChing-Jones & Rojas-Bourrillén, 2006).

WingChing-Jones & Rojas-Bourrillon (2006) recomendam a ensilagem de
amendoim forrageiro em regides tropicais, onde a producao de feno € limitada pelo
clima umido. A silagem pode ser fornecida para os animais em periodos de escassez
ou de forma a intensificar o sistema pecuario, ao incluir na dieta uma forragem rica em
proteina (Ferreira et al., 2012). Devido as caracteristicas atrativas que o amendoim
possui, sua incorporacao na dieta animal poderia reduzir os custos com alimentos
proteicos convencionais (Possenti et al., 2010).

As leguminosas forrageiras possuem fatores limitantes para ensilagem, como
baixo teor de carboidratos sollUveis em agua (CHOs), baixo teor de MS e elevada
capacidade tampao (Albrecht & Beauchemin, 2003). Contudo, essas limitacdes tém
sido superadas com o uso de estratégias adequadas como a pratica do
emurchecimento e o uso de inoculantes, possibilitando a producédo de silagens de
leguminosas de qualidade (Agarussi et al., 2018; Dordevic et al., 2021).

A inoculagio da forragem com bactérias acido laticas (BAL) no momento da
ensilagem tem melhorado a fermentagdo, bem como reduzido as perdas e inibir o
crescimento de microrganismos indesejaveis em varias espeécies forrageiras em
condicdes de clima temperado e tropical (Muck et al., 2018; Agarussi et al., 2019;
DPordevi¢ et al., 2019; Silva et al., 2020). No entanto, estudos sobre inoculantes em
silagens de amendoim forrageiro realizados em condi¢cbes tropicais sdo escassos
(Leandro et al., 2019).

A maioria dos inoculantes microbianos comerciais foram desenvolvidos em
condicdes de clima temperado (Muck et al., 2018; Fabiszewska et al., 2019), existindo

pouca evidéncia comparativa entre essas cepas microbianas e aquelas obtidas em
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condi¢oes tropicais (Muck et al., 2018; Carvalho et al., 2021). Alguns estudos
realizados no Brasil demonstraram que cepas de BAL obtidas em clima tropical
melhoraram as caracteristicas fermentativas de silagens de alfafa (Agarussi et al.,
2019; Silva et al., 2020), indicando assim que o uso de cepas de BAL isoladas de
plantas forrageiras tropicais pode ser uma alternativa para melhorar o perfil de
fermentacao da silagem produzida em regides tropicais.

A avalicdo de parametros fermentativos e da composi¢dao quimica da silagem
séo indicativos da qualidade final da silagem (Ren et al., 2020), enquanto que a
avaliagao da dinamica microbiana usando técnicas moleculares de ultima geracao por
métodos independentes de cultivo, através do sequenciamento de genes especificos
16S / 18S rDNA podera fornecer maiores detalhes sobre a ecologia microbiana
durante o processo de ensilagem e como esta se modifica em fung¢ao da inoculagao
(McAllister et al., 2018; Yang et al., 2019; Zhao et al., 2021). Assim, a combinagéo de
técnicas convencionais com as técnicas moleculares recentes poderao contribuir para
uma melhor compreensao da diversidade microbiana e como os efeitos da inoculagéo
podem alterar a qualidade em silagens de leguminosas (Ali et al., 2020; Ren et al.,
2020).

Portanto, considerando-se a escassez de estudos envolvendo a avaliagao do
perfil fermentativo e a diversidade microbiana em silagem de amendoim forrageiro,
propde-se o presente estudo. A nossa hipétese é que silagens de amendoim
forrageiro de diferentes idades de rebrotacdo, tratadas com inoculantes bacterianos
apresentam perfil fermentativo e diversidade microbiana distintos.

Objetivou-se avaliar o efeito da idade de rebrotacéo, adicdo de inoculantes
microbianos e periodos de fermentacdo distintos sobre as caracteristicas
fermentativas, dindmica das comunidades microbianas, composi¢cdo quimica e
digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro
(DIVFDN) de silagens de amendoim forrageiro.

MATERIAL E METODOS
2.1Local experimental e manejo do amendoim forrageiro

O experimento foi realizado na Universidade Federal de Vigosa, Departamento
de Zootecnia, Laboratério de Forragicultura e Microbiologia da Silagem, situado em
Vicosa, Minas Gerais, Brasil. O municipio possui altitude de = 649 m, latitude Sul

20°45'14” e longitude Oeste 42°52’54”. O clima é classificado como Cwa (clima
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subtropical) (Képpen, 1918), com verbes quentes e umidos, invernos frios e secos,
médias anuais de precipitacdo e temperatura de = 1.200 mm e = 21 °C,
respectivamente (Universidade Federal de Vigosa, 2021). Os dados climaticos durante
o manejo do amendoim forrageiro estdo na Tabela 1.

Tabela 1. Precipitagédo pluvial (Prec), temperatura e umidade relativa do ar (UR)

durante o crescimento do amendoim forrageiro em 2019.

Indices climaticos'

Més Prec. (mm) T. média (°C) T.min. (°C) T.max. (°C) UR (%)
Fevereiro 155,80 22,99 22,40 23,63 81,44
Margo 130,80 22,49 21,89 23,19 82,43
Abril 114,80 21,82 21,21 22,47 84,41
Maio 0,80 20,66 20,19 21,18 87,23

Fonte: Boletim Meteoroldgico da Universidade Federal de Vigosa (2021).
'T. média, Temperatura média (°C); T. min., Temperatura minima (°C); T. max.,

Temperatura maxima (°C).

O amendoim forrageiro cv. Belmonte utilizado pertence a uma area ja
estabelecida de 1.500 m?2, em um solo classificado como Argiloso (Santos et al., 2013).
Foi realizada a amostragem do solo (0-20 cm profundidade) da area experimental para
analise quimica. As informagdes referentes as caracteristicas quimicas do solo séo
apresentadas na Tabela 2. As correcoes da acidez e da fertilidade do solo foram

realizadas conforme a exigéncia da cultura do amendoim.

Tabela 2. Atributos quimicos do solo da area experimental.

pH P K+ Na H*+AI® A Ca*? Mg**> SB CTC V MO
H2O  ----mg/dm3---  —--oeeememeee - cmolc/dmB-----------e oo % g/kg
4,70 2,20 55 0,00 6,27 0,40 1,37 043 1,94 2,34 23,60 8,54

pH, Potencial hidrogenidnico; P, Fosforo; K*, Potassio; Na*, Sodio; H*+Al*3, Acidez
potencial; Al*3, Aluminio; Ca*?, Calcio; Mg*?, Magnésio; V%, Saturacdo de bases;

CTC, Capacidade de troca catibnica; MO, Matéria organica; SB, Soma de bases.
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A calagem e a adubagéo foram realizadas de acordo com os resultados da
analise de solo. Na calagem foram aplicados 2,2 t/ha de calcario dolomitico (75%
PRNT) (Minasol®, Arcos-MG, Brasil). Na adubacao de manutencéao, foram aplicados
30 kg/ha de P20s e 40 kg/ha de K20, utilizando-se os adubos Superfosfato simples e
Cloreto de potassio, respetivamente (Fertilizantes Heringer®, Manhuagu-MG, Brasil).
A adubacgdo e os tratos culturais foram realizados conforme as recomendagdes do
Manual de cultivo agricola (52 Aproximacéao) para o estado de Minas Gerais, Brasil
(Ribeiro et al., 1999).

2.2Delineamento experimental, colheita e ensilagem

O experimento foi realizado em blocos casualizados, com duas idades de
rebrotacao (R), trés inoculantes (l), quatro periodos de fermentacao (P), arranjado em
esquema fatorial 2 x 3 x 4, com quatro repeticoes. As duas idades de rebrotacao
foram: 40 e 80 d. Os inoculantes foram: controle, sem inoculante (CONT); cepa
AV14.17 - Lactiplantibacillus pentosus (1ISO); e inoculante comercial (IC). Os periodos
de fermentacéo foram: 3, 14, 30 e 60 d apds a ensilagem.

As parcelas experimentais no campo foram arranjadas conforme descrito por
Gomes et al. (2019). Para proporcionar a colheita da forragem de ambas idades de
rebrota no mesmo dia, foi realizado primeiro um corte de uniformizagdo no material
correspondente aos 80d de rebrota, em 08 de Fevereiro de 2019 e, na sequéncia
naquele da idade mais precoce em 20 de Margo de 2019. Os cortes de uniformizagéo
foram a 5 cm acima do nivel do solo, sendo a colheita realizada em 02 de Maio de
2019.

A colheita do amendoim forrageiro nas duas idades de rebrotacao (40 d e 80 d)
foi realizada com rogadeira costal (FR-220, Stihl®, S&o Leopoldo-RS, Brasil). Apds o
corte, o material permaneceu no campo por 6 h para emurchecimento.
Posteriormente, o material foi processado em maquina forrageira estacionaria (PN
Plus 2000, Nogueira®, Sao Joao da Boa Vista-SP, Brasil) em tamanhos de particulas
de 1,5 cm.

Foi utilizado o inoculante comercial Sil-All 4 x 4 (Lallemand®, Patos de Minas-
MG, Brasil), que é constituido por Lactiplantibacillus plantarum, Pediococcus
acidilactici, Enterococcus faecium, Lactiplantibacillus salivarus, sacarose, di6xido de
silicio, amilase, celulase, hemicelulase e xilanase. A cepa AV14.17 - Lactiplantibacillus
pentosus, foi isolada da silagem de alfafa em condigées tropicais (Silva et al., 2020).
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O inoculante comercial foi aplicado na dosagem recomendada pelo fabricante
[1 x 10° unidade formadora de col6nia (ufc)/g forragem (5 g/t de forragem)], e diluido
em 50 mL de agua destilada. A cepa AV14.17 também foi aplicada em 1 kg de
forragem, na dosagem de 10° ufc/g forragem. O mesmo volume de dgua utilizado para
aplicagao dos inoculantes foi adicionado ao CONT. A aplicagao dos inoculantes e da
agua sem inoculante foi realizada sequencialmente, por ordem de repeticédo, sobre as
pilhas individuais de 1 kg, em funcao de cada tratamento.

O material foi ensilado em bags de nailon-polietileno (25,4 cm x 35,56 cm, Doug
Care Equipament, Springville, CA, USA). Em cada bag, foram adicionados 500 g de
forragem. Utilizou-se a seladora a vacuo (Eco Vacuum-1040, Orved®, Turin, ltalia)
para atingir a condicdo de anaerobiose no interior dos bags. Foram confeccionados
96 silos experimentais, armazenados em temperatura ambiente. As amostras da
planta (momento da ensilagem) foram armazenadas em sacos plasticos e congeladas
a -20 °C para posteriores analises.

2.3Preparo da cepa AV14.17 para uso como inoculante

Os dados do sequenciamento da cepa AV14.17 estao disponiveis no GenBank
(cepa AV14.17 - Lactiplantibacillus pensotus / MK713801). A cepa AV14.17 foi ativada
duas vezes antes do uso. Primeiro, a cepa foi retirada do estoque “ultrafreezer” (-80
°C), descongelada, e ativada em 3 mL de caldo De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) a
37 °C por 24 h. Posteriormente, realizou-se uma segunda ativagdo com 1% do inéculo
em 5 mL de caldo MRS (37 °C/24 h). Em seguida, foi realizado o plaqueamento em
MRS &agar obtendo-se o numero de ufc/mL de caldo. A quantidade de caldo MRS
utilizada no cultivo final foi baseada no plaqueamento prévio do inéculo apoés a
segunda ativacdo, considerando-se 0 numero de células presentes apos o
crescimento. O in6culo foi padronizado a uma densidade 6ptica de 0,05 em 10 mL de
caldo MRS, utilizando-se espectrofotdmetro (630 nm). Com base no numero de
ufc/mL, foi ajustada a quantidade de in6culo necessaria para atingir a taxa de
aplicacdo 1 x 10 ufc/g forragem, em seguida foram centrifugados a 1000 g x 10 min.
O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 50 mL de agua
destilada (Silva et al., 2020).
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2.4 Analises da composicao quimica, perfil fermentativo e digestibilidade in vitro

As amostras da planta e das silagens apés 3, 14, 30 e 60 d de fermentacéo
foram submetidas a secagem parcial em estufa de circulacao forcada de ar (55 °C/72
h). Posteriormente, as amostras foram moidas em moinho de facas (R-TE-650/1,
Tecnal®, Piracicaba-SP, Brasil), com peneira de crivo de 1 mm, para andlises da
composicao quimica.

As amostras da planta e das silagens (3, 14, 30 e 60 d ap6s ensilagem) foram
submetidas as analises de matéria seca (MS, método 934,01) e proteina bruta (PB, N
x 6,25, método 984,13). Apenas as silagens do ultimo periodo de fermentagédo foram
analisadas para matéria organica (MO, método 972,43), matéria mineral (MM, método
942,05) e extrato etéreo (EE, método 920,39) (AOAC, 1990). Nessas amostras
também foram determinados os teores de fibra em detergente acido (FDA), fibra em
detergente neutro corrigido para cinzas e proteina (FDNcp), nitrogénio insollvel em
detergente &cido (NIDA) (Licitra et al., 1996), lignina (LIG) (Gomes et al., 2011),
hemicelulose (HEM) e celulose (CEL). A analise de FDNcp foi realizada utilizando-se
a-amilase termoestavel sem o uso de sulfito de sédio, e o residuo foi corrigido para
cinzas e proteina (Mertens, 2002). A hemicelulose foi obtida pela diferenga entre o
FDN e o FDA, enquanto a CEL foi obtida pela diferenca entre o FDA e LIG.

As amostras de 25 g da planta e das silagens apo6s 3, 14, 30 e 60 d de
fermentacdo foram homogeneizadas em 225 mL de solugdo de Ringer’s solution
estéril (Oxoid™, Hampshire, Inglaterra) em liquidificador industrial (1 min). O extrato
aquoso foi filtrado em dupla camada de gaze estéril de algodao e dividido em trés
aliquotas: Uma aliquota foi usada para medi¢do do pH, utilizando-se potenciémetro
digital (W38/Tecnal®, Sao Paulo-SP, Brasil). Apés, 20 mL do extrato aquoso foi filtrado
e acidificado com H2SO4 1:1 (armazenados a -20 °C) para andlises das concentragdes
de carboidratos soluveis (CHOs) pelo método colorimétrico (Nelson, 1944) e
nitrogénio amoniacal (N-NHs) pelo método fenol-hipoclorito (Okuda et al., 1965). Os
acidos organicos (acido latico, acido acético, acido butirico e acido propiénico) foram
analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC; SPD-10 AVP,
Shimadzu®, Oregon, USA), com detector ultravioleta e comprimento de onda de 210
nm. A coluna utilizada foi C18 (fase reserva), e foi utilizado o Ho.SO4 como fase movel,
com fluxo de 1,5 mL/min, pressao da coluna de 168 kgf e volume injetado de 20 pl
(Siegfried et al., 1984).
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A segunda aliquota do extrato aquoso foi destinada para quantificacdo das
populacdes microbianas. Foram realizadas diluicoes seriadas (10" a 10%). Em seguida,
foi realizado o plagueamento em placas de Petri estéreis (método pour-plate) em
meios de cultura (Kung Junior et al., 2003). Foi utilizado MRS agar (De Man, Rogosa
& Sharpe, Merck®, Darmstadt, Alemanha) para o cultivo de bactérias acido laticas
(BAL) (37 °C/48 h), VRB éagar (Violet Red Bile Agar, Oxoid™, Hampshire, Inglaterra)
para o cultivo de enterobactérias (ENT) (37 °C/24 h) e DRBC agar (Dicloran Rosa
Bengala Cloranfenicol, Oxoid™, Hampshire, Inglaterra) para cultivo de leveduras
(LEV) (25 °C/72 h) e fungos filamentosos (FUN) (25 °C/120 h). As placas contendo
entre 25 a 250 ufc foram consideradas para a contagem de ufc (American Public
Health Association, 2015).

As amostras das silagens do ultimo periodo de fermentacao, previamente
secas e processadas a 1 mm, foram pesadas em duplicata (0,5 g/saco) em sacos F57
(Ankom®, Technology Corp.) para realizacao do ensaio da digestibilidade in vitro. O
ensaio foi realizado em jarras rotativas Daisyll (Adesogan, 2005) durante 48 h (Tilley
e Terry, 1963) com adaptacdes (Holden, 1999).

O in6culo ruminal foi obtido de duas vacas Nelore (peso corporal médio 595 +
20 kq) fistuladas no rumen. Os procedimentos para 0 uso de animais seguiram as
diretrizes ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) (Kilkenny et
al., 2014) e a Diretriz da Unidao Europeia 2010/63 para experimentos com animais
(European Union, 2010) e também aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacao Animal (CEUAP) da Universidade Federal de Vicosa (UFV) (CEUAP-
UFV: 059/2020).

Os animais doadores foram alocados em baias individuais dispostas de
comedouro e bebedouro. Esses animais receberam uma dieta a base de cana-de-
acucar e concentrado (relagdo volumoso:concentrado de 70:30, base MS). O
concentrado foi composto por farelo de milho, farelo de soja, nucleo mineral e ureia.
A dieta foi corrigida com ureia para conter 15% de proteina bruta. Os animais foram
adaptados a dieta padrao por 14 d antes da coleta de digesta ruminal (Machado et al.,
2016). A digesta ruminal (fragdes liquida e sélida) foi obtida a partir de pontos
aleatérios de coleta no ambiente ruminal. As digestibilidades in vitro da MS (DIVMS)

e da FDN (DIVFDN) foram calculadas de acordo com as seguintes equacdes 1 e 2:
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B (MS silagem amendoim — MS residuo)
Equacgéo (1): DIVMS g/kg MS: 1000 x

MS silagem amendoim
Onde: DIVMS, Digestibilidade in vitro da matéria seca; MS silagem de
amendoim, Matéria seca da silagem de amendoim; MS residuo, Matéria seca do

residuo apos incubagao.

. (FDN silagem amendoim — FDN residuo)
Equacao (2): DIVFDN g/kg MS:1000 X

FDN silagem amendoim
Onde: DIVFDN, Digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro; FDN,
Fibra em detergente neutro da silagem de amendoim; FDN residuo, Fibra em

detergente neutro do residuo apos incubacao.

2.5Extracao, purificacao e sequenciamento de DNA

A terceira aliquota do extrato aquoso referente apenas as silagens com 60 d de
fermentacao foi utilizada para a extracdo do DNA para avaliacdo da diversidade
microbiana. A extracdo do DNA seguiu um método manual, protocolo desenvolvido
internamente pela Neoprospecta Microbiome Technologies® (Floriandpolis-SC,
Brasil), através de solugdes tampdes e beads magnéticas.

Para o processo de sequenciamento utilizando-se o MiSeq Sequencing System
(Nlumina Inc., USA), com a amplificacdo de primers da regidao V3-V4 do gene rDNA
16S, 341F (5-CCTACGGGRSGCAGCAG-3’) (Wang & Qian, 2009) e 806R (5'-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’) (Caporaso et al., 2012), pelo sequenciamento
paired-end, com kits V3 de 600 ciclos. As sequéncias foram analisadas por meio do
pipeline Sentinel.

No pipeline Sentinel os arquivos fastQ foram avaliados quanto a qualidade
Phred (QP) usando o programa FastQC v.0.11.8 (Andrews, 2010). As reads foram
submetidas ao Cutadapt (REF) para a remoc&o de primers para regido V3-V4 do gene
rDNA 16S, 341F. Para a identificagdo de taxons e obtencéo da tabela de “Amplicon
Sequence Variant” (ASV), a pipline do DADA2 foi empregada utilizando as reads com
os primer de amplificacdo removidos. Também foram calculados os indices de a-
diversidade e de B-diversidade. Para isso, a base de referéncia para procarioto, de
Silva 138.1, foi utilizada (McLaren & Callahan, 2021). As andlises de abundancia de
taxons, de alfa e beta diversidade foram realizada a nivel de género com o modulo
Marker-gene Data Profiling (MDP) do Microbiome Analyst (Dhariwal et al., 2017;
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Chong et al., 2020). Para isso, foram empregadas as configuragdes padréo, exceto
para a contagem minima de utilizadas ASVs. Foi utilizado como valor minimo de
contagem, 50 reads. Isso significa que ASVs com menos que esse valor, nao foram

consideradas nas analises seguintes.

2.6 Analises estatisticas

Todas as variaveis foram submetidas ao teste de Shapiro-Wilk para verificagéo
da normalidade dos dados e ao teste de Levene para verificacdo da homogeneidade
de variancia. Os dados referente as populagées microbianas foram transformados
para a base logaritmica (Log10). Todas as variaveis foram submetidas a anélise de
variancia (ANOVA) e foram analisadas pelo procedimento PROC MIXED do SAS®
versao 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, 2010).

Os dados referentes aos valores de pH, CHOs, N-NHs e populagdes
microbianas (ENT, BAL, LEV e FUN) foram analisados seguindo o delineamento em
blocos casualizados, com arranjo fatorial 2 x 3 x 4, considerando-se a idade de
rebrotacgo, o tipo de inoculante, o periodo de fermentag¢do, bem como suas interagdes
como efeitos fixos no modelo matematico, o bloco e o erro experimental como efeitos

aleatorios, de acordo com o modelo:

Yijklm, p + Ri + INj + Pk + (R x IN x P) ijk + Bl + eijkim

Onde: Yijklm, variavel resposta no bloco Bl submetido a rebrota R, no inoculante
IN e no periodo P; u, média geral; Bl, efeito de bloco, Bl, 1, 2, 3 e 4; R, efeito da rebrota,
i, 1 e 2;IN, efeito do inoculante, j, 1, 2 e 3; P, efeito do periodo, k, 1, 2,3 e 4; (R x IN
x P), efeito das interagcdes entre R, IN e P, ijk; eijklm, erro residual aleatério associado
com a unidade experimental no bloco Bl submetido a rebrota Ri, no inoculante INj e
no periodo Pk.

As variaveis referentes aos 60 d apds ensilagem: acidos organicos, composicao
quimica e digestibilidade in vitro foram analisados seguindo o delineamento em blocos
casualizados, com arranjo fatorial 2 x 3, no qual a idade de rebrotacéo, o tipo de
inoculante e suas interacdes foram considerados efeitos fixos no modelo matematico,
o bloco e o erro experimental foram considerados efeitos aleatérios, de acordo com o
seguinte modelo:
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Yijim, u + Ri + INj + (R x IN) ij + Bl + eijlm

Onde: Yijlm, variavel resposta no bloco I submetido a rebrota R, no inoculante
IN; p, média geral; B, efeito de bloco, Bl, 1, 2, 3 e 4; R, efeito da rebrota, i, 1 e 2; IN,
efeito do inoculante, j, 1, 2 e 3; (R x IN), efeito das interacdes entre R e IN, ij; eijlm,
erro residual aleatério associado com a unidade experimental no bloco I submetido

a rebrota Ri e no inoculante IN;.

As médias dos efeitos individuais e suas interagbes foram comparadas
utilizando-se os testes F de Fischer e de Tukey-Kramer. A matriz de covariancia foi
escolhida através do critério de Akaike corrigido (AICC). Todos os procedimentos
estatisticos foram conduzidos utilizando-se 0,05 como nivel critico de probabilidade
para o erro tipo .

Para avaliagdo dos dados de diversidade microbiana as comparagdes que
apresentaram significancia estatistica na ANOVA, foi usado o teste Tukey para
realizar as comparacdes pareadas usando a funcao glht {mulicomp (Bretz et al.,
2011)} em ambiente R (R Core Team, 2018). Um estudo de abundancia diferencial
dos taxons foi realizado, usando o Microbiome Analyst no ambiente R, para a
obtencdo do objeto com formato adequado para o pacote phyloseq, seguido das
analises de acordo com a pipline (McMurdie & Holmes, 2013). Com isso, ASVs que
tiveram log2(fator de corregcéo) > 1,5 ou < 1,5 e P-valor < 0,05 foram consideradas
com abundancia diferencial entre as condicbes comparadas e destacadas no volcano
plot. Nas comparacbes das idades de rebrotacdo um P-valor mais restringente foi
empregado (0,001).

RESULTADOS
As plantas de amendoim forrageiro apresentavam teor de MS antes do

emurchecimento de 18,97% + 0,21 e 21,79% * 0,34, para as idades de rebrota 40 e
80 d, respectivamente. A caracterizacdo do amendoim forrageiro nas duas idades de
rebrota, antes da ensilagem é mostrada na Tabela 3.
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Tabela 3. Produtividade por area, composi¢cao quimica e populagdes microbianas de
plantas de amendoim forrageiro colhidas aos 40 d e 80 d apds rebrota (n = 4),
submetidas ao emurchecimento, médias seguidas de desvio padréo (+ DP).

ltem? |dade de rebrotacao®
40 d 80d

Produtividade MN (t/ha) 17,50 £ 0,54 31,20 £ 0,77
Produtividade MS (t/ha) 3,32 +£0,32 6,80 £ 0,49
pH 6,37 £ 0,13 6,08 £ 0,04
Matéria seca (g/kg MN) 444,05 + 1,38 446,02 + 4,40
Matéria mineral (g/kg MS) 112,39 £ 0,67 98,13 +0,38
Matéria organica (g/kg MS) 887,62 £ 0,67 901,87 £0,38
Proteina bruta (g/kg MS) 247,69 £ 0,85 207,98 £+ 0,51
Extrato etéreo (g/kg MS) 16,82 +0,40 14,13+0,16
FDNcp (g/kg MS) 435,50 +2,13 452,97 £2,75
Fibra em detergente acido (g/kg MS) 246,30 + 1,01 248,26 £ 1,21
NIDA (g’kg MS) 8,0+0,12 6,5 +0,35
Lignina (g/kg MS) 71,15+0,38 80,86 +£0,38
Carboidratos soluveis em agua (g/kg MS) 31,2 +0,55 27,4 +£0,32
Digestibilidade in vitro da matéria seca (g/kg MS) 565,45 £2,42 598,34 + 1,85
Digestibilidade in vitro da FDN (g/kg MS) 492,64 + 1,37 534,12 £2,53
Enterobactérias (Log ufc/g forragem) 6,94 + 0,23 6,75+ 0,19
Bactérias acido laticas (Log ufc/g forragem) 5,40 £ 0,49 4,94 +0,44
Leveduras (Log ufc/g forragem) 5,64 £ 0,25 5,54 £0,25
Fungos filamentosos (Log ufc/g forragem) 6,01 £0,33 5,00 £ 0,33

aProdutividade MN, Produtividade de matéria natural (antes do emurchecimento);
Produtividade MS, Produtividade de matéria seca (antes do emurchecimento); FDNcp,
Fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina; NIDA, Nitrogénio
insoluvel em detergente acido; Digestibilidade in vitro da FDN, Digestibilidade in vitro
da fibra em detergente neutro; ufc, Unidade formadora de col6nia; °40 d, Amendoim
colhido apds 40 dias de rebrotacdo; 80 d, Amendoim colhido apdés 80 dias de
rebrotagao.
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4.3 Perfil fermentativo

Houve efeito (P<0,05) da interagédo | x R x P sobre N-NHs e LEV. O pH e o teor
de CHOs foram afetados pelas interacées R x | (P=0,009) e | x P (P=0,002). Houve
efeito de interacdo | x P sobre as populagdes de BAL (P<0,001) e FUN (P=0,042). O
teor de MS foi afetado apenas pelo fator inoculante (P=0,022). Houve efeito de
rebrotacdo (P=0,033) e periodos de fermentacéo (P<0,001) sobre o teor de PB das
silagens, enquanto que a populacao de ENT foi afetada por inoculante (P=0,001) e
por periodos de fermentagéo (P<0,001) (Tabela 4).

Tabela 4. Significancia (P-valores) dos efeitos testados e do erro padrdo da média
(EPM) para as variaveis do perfil fermentativo de silagens de amendoim forrageiro
colhidos aos 40 e 80 d de rebrotacéo (R), tratados com inoculantes microbianos (I),
em diferentes periodos de fermentagao (P) (3, 14, 30 e 60 d).

ltem@ P-valor EPM
Rebrotacdo Inoculante Periodo Rxl RxP [IxP : TDI g
MS 0,356 0,022 0,065 0,929 0,967 0,999 0,999 3,405
PB 0,033 0,288 <0,001 0,496 0,249 0446 0,440 2,393
pH <0,001 <0,001 <0,001 0,009 0,134 <0,001 0,086 0,041
CHOs <0,001 <0,001 <0,001 0,017 0,757 0,002 0,693 1,389
N-NH; 0,063 0,754 <0,001 0,019 <0,001 <0,001 <0,001 1,438
ENT 0,201 0,002 <0,001 0,938 0,719 0,160 0,911 0,262
BAL <0,001 <0,001 <0,001 0,059 0,168 <0,001 0,656 0,065
LEV 0,111 0,003 <0,001 0,087 0,458 <0,001 0,041 0,112
FUN 0,009 0,002 <0,001 0,196 0,445 0,042 0,094 0,169

aMS, Matéria seca; PB, Proteina bruta; CHOs, Carboidratos soluveis em agua; N-NHs,
Nitrogénio amoniacal; ENT, Enterobactérias; BAL, Bactérias éacido laticas; LEV,
Leveduras; FUN, Fungos filamentosos. Probabilidade de efeito de rebrotagdo (R),
inoculante (1), periodo de fermentacao (P) e de interagéo entre Rcom | (R x I), R com
P(RxP),lcomP(IxP)eRcomlcomP (R x| x P).

Os desdobramentos das interagdes foram realizados para as variaveis que
foram afetadas. A interacdo R x | x P foi desdobrada fixando-se a interagdo R x P.
Dessa forma, para a rebrotacdo 40 d, observou-se menor teor de N-NHs para a
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silagem inoculada com ISO aos 3 dias de fermentacao, em relacdo ao CONT. No
entanto, aos 14 dias de fermentagdo, as silagens inoculadas com IC e CONT
apresentaram menor teor de N-NHs. Aos 30 dias de fermentacdo as silagens nao
diferiram entre si, enquanto aos 60 dias, as silagens inoculadas apresentaram menor
teor de N-NHs (Figura 1a). Para a rebrotacao de 80 d, as silagens nao diferiram quanto
ao teor de N-NHs nos dias 3, 14 e 30 de fermentacao, com médias de 13,38, 15,50 e
25,12 g de N-NHs/kg nitrogénio total, respectivamente. Aos 60 dias de fermentacéo, a
silagem inoculada com ISO apresentou menor teor de N-NH3z em relagdo a silagem
CONT e a silagem inoculada com IC (Figura 1b).
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4

3 1 30 60

Periodo fermentagéo (dias)
Figura 1. Concentracdes de nitrogénio amoniacal (N-NHs) de silagens de amendoim
forrageiro colhidos aos 40 d (a) e 80 d (b) de rebrotacdo em fungdo de inoculante
dentro de cada periodo de fermentacdo. CONT, Controle (sem inoculante); ISO, Cepa
AV14.17 — Lactiplantibacillus pentosus; IC, Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4
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(Lallemand®, Brasil). Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey
(P<0,05).

O pH das silagens inoculadas com ISO e IC apresentaram menores valores de
pH em comparagdao ao CONT, em ambas as idades de rebrotagao (Figura 2a). Aos
60 d de fermentacdo a silagem IC apresentou menor pH menor que o do controle
(Figura 2b). Quanto aos CHOs residuais, foi observado menor valor na silagem
inoculada com ISO em ambas as idades de rebrotacdo (Figura 2c¢). No ultimo dia de
fermentacao, foram observados menores teores de CHOs residuais nas silagens ISO
e IC comparados a silagem CONT (Figura 2d).
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Figura 2. Valores de pH (a, b) e teores de carboidratos solUveis em agua residuais (c,
d) em funcéo de inoculantes microbianos dentro de cada rebrotacdo e em funcao de
inoculantes microbianos dentro de cada periodo de fermentacdo. MS, Matéria seca;
CONT, Controle (sem inoculante); ISO, Cepa AV14.17 — Lactiplantibacillus pentosus;
IC, Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®, Brasil). Médias com letras distintas
diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).
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A silagem inoculada com ISO apresentou menor teor de MS em relagéo a

controle (Figura 3a). Foi registrado maior teor de PB na silagem de amendoim
forrageiro colhido aos 80 d rebrotagao (Figura 3b), bem como menores valores de PB
aos 30 e 60 dias de fermentacao (Figura 3c).
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Figura 3. Teores de matéria seca em fungéo do efeito de inoculante microbiano (a) e

de proteina bruta em fungao de idade de rebrotacao (b) e periodo de fermentagéo (c)
de silagens de amendoim forrageiro. MN, Matéria natural; MS, Matéria seca; CONT,
Controle (sem inoculante); ISO, Cepa AV14.17 — Lactiplantibacillus pentosus; |C,
Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®, Brasil). Médias com letras distintas
diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).
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A populacédo de LEV variou de 3 a 5 log ufc/g forragem nas silagens colhidas
aos 40 d de rebrotacdao. Aos 60 dias de fermentagdo, as silagens inoculadas
apresentaram menores populacées de LEV (< 4 log ufc/g forragem) em relacéo a
silagem CONT (Figura 4a), enquanto que aos 80 d de rebrotacao, verificou-se menor
populagdo desses microrganismos na silagem inoculada com ISO, aos 60 d de

fermentacao (Figura 4b).
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Figura 4. Populagbes de leveduras de silagens de amendoim forrageiro colhidos aos
40 d (a) e 80 d (b) de rebrotacdo em funcao de inoculantes dentro de cada periodo de
fermentacdo. Log ufc, Unidade logaritmica na base 10; CONT, Controle (sem
inoculante); 1SO, Cepa AV14.17 — Lactiplantibacillus pentosus; 1C, Inoculante
comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®, Brasil). Médias com letras distintas diferem entre
si pelo teste Tukey (P<0,05).
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O desdobramento da interacdo | x P para a contagem de BAL mostrou
populacées semelhantes entre as silagens avaliadas a partir de 30 d de fermentagéo
(Figura 5a). Foi observado maior populacéo de BAL (Figura 5b) e de FUN (Figura 6a)
para a silagem de amendoim forrageiro colhido aos 40 d de rebrotacdo. Aos 60 dias
de fermentagao, foi registrado menor populagdo de FUN na silagem IC, em relagéo a
CONT, néo tendo sido detectado FUN na silagem ISO, que reduziu acentuadamente

sua populagao, do fechamento a abertura do silo (Figura 6b).

(a) (b)
BCONT =2ISO mIC
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Perddo fermentacdo (dias) Idade de rebrotagéo

Figura 5. Populacdes de bactérias acido laticas (BAL) de silagens de amendoim
forrageiro em fungcdo de inoculantes microbianos dentro de cada periodo de
fermentacao (a) e em fungéo de idade de rebrotacéo (b). Log ufc, Unidade logaritmica
na base 10; CONT, Controle (sem inoculante); 1SO, Cepa AV14.17 -
Lactiplantibacillus pentosus; IC, Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®,

Brasil). Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).
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Figura 6. Populacdes de fungos filamentosos de silagens de amendoim forrageiro em
funcao de idade de rebrotacéao (a), e em funcao de inoculantes microbianos dentro de
cada periodo de fermentacao (b). Log ufc, Unidade logaritmica na base 10; CONT,
Controle (sem inoculante); ISO, Cepa AV14.17 — Lactiplantibacillus pentosus; |C,
Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®, Brasil). Médias com letras distintas
diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Observou-se menor populacao de ENT nas silagens inoculadas (Figura 7a), em
relagdo ao CONT. Além disso, a populagdo desses microrganismos foi reduzida

acentuadamente até os 60 dias de fermentagéo (Figura 7b).
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Figura 7. Populacbes de enterobactérias de silagens de amendoim forrageiro em
funcao de inoculantes microbianos (a) e em fungédo de periodos de fermentacao (b).
Log ufc, Unidade logaritmica na base 10; CONT, Controle (sem inoculante); ISO, Cepa
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AV14.17 — Lactiplantibacillus pentosus; |C, Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4
(Lallemand®, Brasil). Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey
(P<0,05).

A concentracdo de acido latico das silagens aos 60 dias de fermentacao
(P>0,05) néao foi afetada por nenhum dos fatores estudados, cuja média foi de 40,12
g’kg MS. No entanto, observou-se efeito de inoculante microbiano sobre a
concentracao de acido acético (P=0,005) e sobre a relacédo acido latico/acido acético
(P=0,014) (Tabela 5). A silagem ISO produziu mais alta concentragdo de acido
acético, em relacéo as silagens IC e controle. Nao foi detectado a presenca de acido
butirico nas silagens avaliadas.

Tabela 5. Teores de acidos organicos da silagem de amendoim forrageiro colhido aos
40 e 80 dias apos rebrotacao, aditivado com inoculantes microbianos aos 60 dias apds

ensilagem.
Rebrotacao? Inoculante® P-valor®
Média EPMc
CONT ISO IC I R | x R
Acido latico (g/kg MS®)
40d 41,27 34,70 50,46 42,14
2,324 0,215 0,388 0,435
80d 33,43 39,17 41,67 38,09
Média 37,35 36,94 46,06
Acido acético (g/kg MS)
40d 13,64 25,86 15,66 18,39
1,640 0,005 0,101 0,879
80d 11,03 20,52 10,28 13,94
Média 12,34b  23,19a 12,97b
Relacgao latico/acético
40d 3,15 1,36 3,95 2,82
0,583 0,014 0,142 0,378
80d 3,58 1,97 7,59 4,38
Média 3,36ab 1,66b 5,77a

240 d, Amendoim colhido apés 40 d de rebrotacao; 80 d, Amendoim colhido apés 80
d de rebrotacéo; *Inoculante: CONT, controle (sem inoculante), ISO, Cepa AV14.17 —
Lactiplantibacillus pentosus, 1C, Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®,
Brasil); °EPM, Erro padrdo da média; 9P-valor, Probabilidade de efeitos para

inoculante (1), rebrotacao (R) e interagdo | com R (I x R); MS, Matéria seca; Médias
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seguidas por letras minusculas distintas nas linhas diferem entre si pelo teste Tukey
(P<0,05).

4.4 Diversidade microbiana

Observou-se variacdo na abundancia relativa da comunidade de
microrganismos nas silagens e na forragem antes da ensilagem. ApdGs a ensilagem,
ocorreu diminuicdo do numero de géneros bacterianos, como também maior
predominancia de alguns géneros como Enterobacter e Lactiplantibacillus. Em ambas
as idades de rebrotacao (40 d e 80 d), as silagens inoculadas com ISO apresentaram
maior abundancia relativa para o género Lactiplantibacillus, em comparacdo aos
demais inoculantes avaliados (Figura 8a), seguido do género Enterobacter.

As silagens de amendoim forrageiro aos 40 d rebrotacao controle e inoculadas
com IC, apresentaram abundancia relativa mais diversificada, com maior ocorréncia
dos géneros Lactiplantibacillus, Enterobacter, Sphingomonas, Allorhizobium,
Pediococcus, Weissella e Lactococcus, enquanto que as silagens de amendoim
forrageiro aos 80 d rebrotagdo controle e inoculada com IC apresentaram maior
predominancia do género Enterobacter, seguido de menor predominancia do género
Lactiplantibacillus (Figura 8a).

Em relacdo ao efeito de inoculante, independente da idade de rebrotacéo, a
maior abundancia relativa do género Lactiplantibacillus também foi verificada para as
silagens inoculadas com ISO, enquanto que nas silagens controle e inoculadas com
IC houve predominancia do género Enterobacter (Figura 8b). Ao se avaliar a
abundancia relativa em funcao da idade de rebrotacao, verificou-se que nas silagens
colhidas aos 80 d rebrotacao, houve predominéncia do género Enterobacter (Figura
8c). Entretanto, a presengca dos géneros Lactiplantibacillus, Pediococcus,
Enterococcus e de Lacticaseibacillus foram semelhantes em ambas as idade de
rebrotacao.
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Figura 8. Abundancia relativa da comunidade microbiana em nivel de género revelada
por amplificacdo do gene 16S rDNA de alto rendimento antes (DO, planta) e apds
ensilagem do amendoim forrageiro, em funcao de inoculantes microbianos dentro das
idades de rebrotacdo 40 d e 80 d apos ensilagem (a), em funcdo do efeito de
inoculante (b) e em funcdo da idade de rebrotacdo (c). CONT, Controle (sem
inoculante); 1SO, Cepa AV14.17 — Lactiplantibacillus pentosus; 1C, Inoculante
comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®, Brasil).

Analises de alto rendimento pela amplificacdo das regides V3-V4 do gene 16S
rDNA das silagens de amendoim forrageiro foram usadas para detectar a diversidade
bacteriana das silagens aos 60 dias de fermentagdao. Nao houve efeito (P>0,05) para
as analises de a-diversidade com base nos indices de Shannon e de Chao1 (Figura
9). O indice de a-diversidade da comunidade bacteriana, indice de Shannon variou de
1,80 a 3,22. O estimador de riqueza da comunidade bacteriana, indice de Chaof1,
variou de 63,75 a 69,95. Também nao houve efeito (P>0,05) para as analises de [3-
diversidade com base nas coordenadas principais (PCoA), com variagdo em cada eixo
de 29,30% e 34,20%, e variacao total de 63,50% (Figura 10).
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p-value: 0.78576; [ANOVA] F-value: 047277

(b)

p-value: 0.68882; [ANOVA] F-value: 0.38865

(c)
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p-value: 0.17267; [1-test] statistic: 1.4693
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Figura 9. Analise de a-diversidade da comunidade bacteriana com base no indice de
Shannon (a, b, c) e Chao1 (d, e, f) em nivel de género revelada por amplificacao e
sequenciamento do gene 16S rDNA de alto rendimento em silagens de amendoim
forrageiro, em fung&o de inoculantes microbianos dentro das idades de rebrotacao 40
d e 80 d apéds ensilagem (a, d), em funcao do efeito de inoculante (b, €) e em funcao
da idade de rebrotacao (c, f). CONT, Controle (sem inoculante); ISO, Cepa AV14.17
— Lactiplantibacillus pentosus; 1C, Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®,

Brasil).
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[PERMANOVA] F-value: 1.4817; R-squared: 0.55251; p-value < 0.13
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Figura 10. Andlise de coordenadas principais (PCoA) da comunidade bacteriana a
nivel de género para silagem de amendoim forrageiro. Cores distintas conforme a
legenda da figura indicam a dispersédo dos tratamentos experimentais. 40d-CONT,
silagem de amendoim controle aos 40 d rebrotacao; 40d-IC, silagem de amendoim
com inoculante comercial aos 40 d rebrotacdo; 40d-1SO, silagem de amendoim com
isolado AV14.17- Lactiplantibacillus pentosus; 80d-CONT, silagem de amendoim
controle aos 80 d rebrotacao; 80d-1C, silagem de amendoim com inoculante comercial
aos 80 d rebrotacdo; 80d-ISO, silagem de amendoim com isolado AV14.17-

Lactiplantibacillus pentosus.

A abundancia diferencial de taxons foi afetada (P<0,05) pelos inoculantes
avaliados em ambas as idades de rebrota (Figura 11). A silagem IC aos 40 d rebrota
apresentou maior abundancia diferencial de tdxons para a familia Lactobacillaceae
com predominio do género Pediococcus em comparagao a silagem controle (Figura
10ab). Resultados semelhantes também foram observados nas silagens aos 40 d
rebrota para os inoculantes ISO vs. CONT, que além de maior predominancia do
género Pediococcus, também ocorreu maior predomindncia do género
Lactiplantibacillus (Figuras 11cd). A predominancia de taxons da familia
Lactobacillaceae com maior ocorréncia do género Pediococcus também foi verificada
para as silagens de amendoim aos 80 d rebrota para os inoculantes ISO e IC

comparado ao controle (Figuras 11).
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Figura 11. Estudo da abundancia diferencial de taxons (ASVs) de silagens de
amendoim forrageiro em funcao do efeito de inoculante dentro da idade de rebrotacao.
Volcano plot para juncao das contagens das ASVs em funcao da comparacao entre
inoculante comercial (IC) vs controle (CONT, sem inoculante) (a, ¢) e comparacao
entre cepa AV14.17 Lactiplantibacillus pentosus (ISO) vs CONT (e, g) aos 40 d e aos
80 d rebrotacgao, respectivamente. Com pontos de corte superiores a (log2(FC) 21,5 e
P-valor <0.001) e pontos de corte inferiores (log2(FC) <1,5 e P-valor <0.001). O
destaque dos géneros e familias com diferenca significativa (positiva ou negativa) em
cada comparacao, entre IC vs CONT (b, d) e entre ISO vs CONT (f, h) aos 40 d e 80

d rebrotacdo, respectivamente.

A predomindncia da abundancia diferencial de téxons da familia
Lactobacillaceae com maior ocorréncia do género Pediococcus também foi verificada
ao se avaliar os efeitos de inoculantes, independente da idade de rebrota (Figura 12),
seguido de menor predominio da familia Enterobacteriacea e menor ocorréncia do
género Kluyvera. Ao se comparar a abundancia diferencial de taxons entre as silagens
40 d e 80 d verificou-se que em ambas as idades de rebrota houve predominio dos
filos Proteobacteria, Firmicutes e Bacterioidota, com maior ocorréncia dos géneros
Kluyvera, Lactiplantibacillus,  Bartonella, = Sphingomonas, Enterobacter e

Secundilactobacillus (Figura 13).
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Figura 12. Estudo da abundancia diferencial de taxons (ASVs) de silagens de
amendoim forrageiro em funcao do efeito de inoculante. Volcano plot para juncédo das
contagens das ASVs em fungdo da comparagao entre inoculante comercial (IC) vs
controle (CONT, sem inoculante) (a) e comparacdo entre cepa AV14.17
Lactiplantibacillus pentosus (ISO) vs CONT (c). Com pontos de corte superiores a
(log2(FC) 21,5 e P-valor <0.001) e pontos de corte inferiores (log2(FC) <1,5 e P-valor
<0.001). O destaque dos géneros e familias com diferenca significativa (positiva ou
negativa) em cada comparacao, entre IC vs CONT (b) e entre ISO vs CONT (d).
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Figura 13. Estudo da abundéancia diferencial de taxons (ASVs) de silagens de
amendoim forrageiro aos 40 d e 80 d apds rebrotacdo. Volcano plot para juncéo das
contagens das ASVs em diferentes tratamentos e controles aos 40 d comparados com
a juncao das contagens das ASVs em diferentes tratamentos e controles aos 80 d
rebrotacao (a). Com pontos de corte superiores a (log2(FC) 21,5 e P-valor <0.001) e
pontos de corte inferiores (log2(FC) <1,5 e P-valor <0.001). O destaque dos géneros
e filos que tiveram sua abundancia alterada (positiva ou negativa) com 40 d e 80 d

rebrotacao (b).

4.5 Composicao quimica

Nao houve efeito (P>0,05) de interacéo | x R sobre as variaveis da composicao
quimica da silagem de amendoim forrageiro aos 60 dias de fermentacao, bem como
nao houve efeito (P>0,05) de inoculante e de idade de rebrotacédo sobre os teores de
MS, PB, EE, FDNcp, hemicelulose e lignina, com médias de 436,60, 208,02, 12,84,
431,84, 166,65 e 73,27, respectivamente. Foi observado efeito de inoculante (P=0,01)
e de idade de rebrotacao (P<0,001) sobre o teor de FDA. A silagem CONT apresentou
menor teor de FDA comparada a silagem inoculada com IC. Além disso, a silagem de
amendoim forrageiro colhido aos 40 d rebrotacdo apresentou menor teor de FDA.
Houve efeito de idade de rebrotacao sobre os teores de MM (P=0,003), MO (P=0,003)
e NIDA (P<0,001). Maior teor de MM foi verificado na silagem de amendoim forrageiro
aos 40 d rebrota e menor teor de MO na silagem aos 80 d rebrotacdo. A silagem de
amendoim forrageiro aos 80 d rebrotacao apresentou menor teor de NIDA. O teor de
celulose foi afetado apenas pelo inoculante (P<0,001), com maior teor para a silagem
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inoculada com ISO, seguida pela silagem inoculada com IC e pela silagem CONT

(Tabela 6).

Tabela 6. Composicao quimica de silagens de amendoim forrageiro, colhidos aos 40

d e 80 d apos rebrotagéo, aditivado com inoculantes microbianos e armazenados por

60 dias.
Rebrota? Inoculante® P-valord
Média EPMe
CONT ISO IC I R I x R
Matéria seca (g/kg MN®)
40d 439,18 438,01 417,64 431,61
7,006 0,282 0,426 0,986
80d 451,84 44572 427,19 441,59
Média 44551 441,86 422,42
Matéria mineral (g/kg MS')
40d 104,01 103,77 106,65 104,81A
1,073 0,524 0,003 0,777
80d 99,63 97,07 99,27  98,96B
Média 101,82 100,42 102,96
Matéria organica (g’kg MS)
40d 895,99 896,23 893,35 895,19B
1,073 0,524 0,003 0,777
80d 900,37 902,93 900,73 901,34A
Média 898,18 899,58 897,04
Proteina bruta (g/kg MS)
40d 204,38 201,65 211,67 205,90
1,589 0,099 0,103 0,436
80d 207,78 210,23 212,44 210,15
Média 206,08 205,94 212,05
Extrato etéreo (g/kg MS)
40 d 13,37 13,06 12,12 12,85
0,270 0,559 0,986 0,522
80d 12,68 13,02 12,82 12,84
Média 13,03 13,04 12,47
FDNcp? (g/kg MS)
40d 421,51 431,38 439,67 430,85
5,614 0,710 0,993 0,572
80d 44257 418,06 437,85 432,84
Média 432,04 424,72 438,76

Fibra em detergente acido (g/’kg MS)
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40d 233,91 243,17 250,02 242,37B
1,990 0,011 <0,001 0,274
80d 250,16 256,41 255,82 254,13A
Média 242,04b 249,79ab 252,92a
Celulose (g/kg MS)
40d 156,52 175,26 167,75 166,51
2,853 <0,001 0,840 0,527
80d 171,51 191,51 187,31 183,44
Média 164,01c 183,38a 177,53b
Hemicelulose (g’kg MS)
40d 170,13 171,76 170,82 170,90
0,600 0,485 0,588 0,571
80d 176,05 165,54 14560 162,40
Média 173,09 168,65 158,21
NIDA" (g/kg MS)
40d 9,02 8,56 8,94 8,84A
0,266 0,553 <0,001 0,924
80d 7,21 6,65 6,78 6,88B
Média 8,11 7,60 7,86
Lignina (g/kg MS)
40d 77,39 75,42 74,76 75,86
1,673 0,088 0,101 0,289
80d 78,66 69,70 64,31 70,69
Média 78,08 72,26 69,54

240 d, Amendoim colhido apés 40 d de rebrotacao; 80 d, Amendoim colhido apds 80

d de rebrotacéo; PInoculante: CONT, Controle (sem inoculante), ISO, Cepa AV14.17

— Lactiplantibacillus pentosus, IC, Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®,

Brasil); °EPM, Erro padrdo da média; 9P-valor, Probabilidade de efeitos para

inoculante (1), rebrotagao (R) e interacdo | com R (I x R); ®MN, Matéria natural; ‘MS,

Matéria seca; 9FDNcp, Fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina;

hNIDA, Nitrogénio insollivel em detergente éacido; Médias seguidas por letras

maiusculas distintas nas colunas diferem entre si pelo teste F de Fischer (P<0,05).

Médias seguidas por letras minusculas distintas nas linhas diferem entre si pelo teste
Tukey (P<0,05).
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4.6 Digestibilidade in vitro

Verificou-se efeito apenas de idade de rebrotagédo (P=0,015) sobre a DIVMS da
silagem de amendoim forrageiro, com maior valor para a silagem de amendoim
forrageiro colhido aos 80 d rebrotacdo. Nao houve efeito de rebrotacdo (P=0,114),
inoculante (P=0,849) e de interacdo | x R (P=0,479) para a DIVFDN, com valor médio
de 502,41g/kg MS.

Tabela 7. Coeficientes de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra
em detergente neutro (DIVFDN) de silagens de amendoim forrageiro, colhido aos 40
d e 80 d de rebrotacdo, tratadas com inoculantes microbianos, armazenadas por 60

dias.
Rebrotacao? Inoculante® . P-valor®
Média EPM°
CONT ISO IC I R | x R
DIVMS (g/kg MS®)
40d 545,81 546,10 558,59 550,17B
6,419 0,192 0,015 0,554
80d 593,77 569,36 603,84 588,99A
Média 569,79 557,73 581,22
DIVFDN (g/kg MS)
40d 464,62 499,69 489,69 484,56
9,579 0,849 0,114 0,479
80d 537,33 521,71 501,76 520,27
Média 500,98 510,54 495,73

240 d, Amendoim colhido apos 40 d rebrotacao; 80 d, Amendoim colhido apés 80 d
rebrotacdo; Plnoculante: CONT, Controle (sem inoculante), 1SO, Cepa AV14.17 —
Lactiplantibacillus pentosus, |IC, Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®,
Brasil); °EPM, Erro padrdo da média; 9P-valor, Probabilidade de efeitos para
inoculante (I), rebrotacao (R) e interacdo | com R (I x R); ®MS, Matéria seca; Médias
seguidas por letras maiusculas distintas nas colunas diferem entre si pelo teste F de
Fischer (P<0,05).
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DISCUSSAO
4.1 Perfil fermentativo

O teor de MS da silagem de amendoim forrageiro (436,60 g MS/kg MN) n&o foi
afetado pela idade de rebrotacdo (40 d e 80 d), e esta de acordo com a recomendacao
proposta por McDonald et al. (1991) (> 300 g MS/kg MN). O menor teor de PB na
silagem de 40 d de rebrotagdo comparada aquela de 80 d, bem como o menor valor
deste componente no ultimo dia de fermentacéo, possivelmente se deve a uma maior
atividade proteolitica nessas silagens (Li et al., 2017; Kung Junior et al., 2018). A
maioria das transformacgdes das frages de nitrogénio advinda da proteina verdadeira
ocorre devido a atividade enzimatica da planta e as atividades microbianas. A
conversdao de nitrogénio proteico em aminoacidos livres e peptideos ocorre pela
atuacao enzimatica das plantas, enquanto a producao de aminas biogénicas, acido
butirico e aménia sao resultantes da atividade proteolitica de enzimas microbianas
(Pordevic et al., 2019).

Condicbes adequadas de acidificacdo sao essenciais para preservar a massa
ensilada e inibir a atuacdo de microrganismos indesejaveis (Woolford & Sawczyc,
1984; McDonald et al., 1991). No entanto, a medida que a MS aumenta acima de 40
a 45%, o pH da silagem aumenta, devido a agua metabdlica disponivel para o
crescimento de bactérias do &cido latico se tornar limitante em decorréncia do
aumento de MS da silagem (Whiter & Kung, 2001). Destaca-se que a matéria seca da
leguminosa usada no presente estudo encontra-se na faixa acima reportada. O valor
de pH € um dos indicadores para o processo de ensilagem, sua interpretacdo nao
deve ser feita de forma isolada, mas sim considerando os outros fatores em conjunto
e que influenciam o processo fermentativo. Em silagens de leguminosas, o pH
normalmente se estabiliza com valores mais altos (pH > 4,5) quando comparado ao
das silagens de gramineas (pH < 4,5) (Kung Junior et al., 2018). No entanto, o menor
pH da silagem ISO em ambas as idades de rebrota, bem como nas silagens
inoculadas aos 60 dias de fermentacao, poderia sugerir uma maior producao de acido
latico nessas silagens, e portanto, maior acidificagdo da massa, fato este nao
observado no nosso estudo.

Leguminosas forrageiras apresentam como uma das caracteristicas limitantes
para ensilagem, baixo teor de CHOs (< 80 g/kg MS), que é insuficiente para produzir
silagens com pH préximo de 4,0, como ocorre para a silagem de milho (Heinritz et al.,
2012). Além disso, leguminosas apresentam elevada capacidade tampao e baixo teor
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de MS no momento da colheita (Ferreira et al., 2012). Mesmo ao realizar o
emurchecimento do material e aumentar o teor de MS, o teor de CHOs e a capacidade
tampao ainda sao fatores limitantes para produzir silagem de qualidade ao comparar
com silagens de milho ou de sorgo (Heinritz et al., 2012). Apesar das limitagdes que
a ensilagem de leguminosas apresenta, o inoculante ISO foi mais eficiente em
fermentar os CHOs em &acidos organicos. Esse resultado pode estar relacionado a
elevada capacidade de crescimento que a cepa AV14.17 possui, 0 que resultou em
rapida acidificacao em ambas as idades de rebrota, inclusive com maior producao de
acido aceético.

Conforme avanco dos dias apds ensilagem o teor de CHOs diminuiu devido ao
consumo pelas BAL. Ainda, durante todo o periodo de fermentacdo, a silagem
inoculada com a cepa AV14.17 apresentou menor teor de CHOs residuais 0 que
sugere sua capacidade de crescimento e eficiéncia em utilizar CHOs disponivel.
Resultados semelhantes também foram verificados por Li et al. (2020), ao avaliarem
a dindmica das comunidades microbianas e o perfil fermentativo em silagem de alfafa
aos 7, 14, 28 e 56 dias apds ensilagem. Os autores observaram que a reducao mais
acentuada de CHOs foi verificada aos 56 dias apos ensilagem, com destaque para as
silagens inoculadas com Lactiplantibacillus plantarum.

As concentragdes de N-NHs encontradas no presente estudo estao abaixo de
120 g N-NHas/kg nitrogénio total, registrado por Kung Junior et al. (2018), para silagens
de leguminosas com 45-55% de MS, indicando que houve consideravel atividade
proteolitica nas silagens avaliadas. A atividade proteolitica, além de resultar em
silagens de menor qualidade, também contribui para menor disponibilidade de
nitrogénio proteico a nivel de rimen (Copani et al., 2016; He et al., 2020). Apesar de
ter sido observado efeito de inoculante sobre esta variavel, nas silagens de amendoim
forrageiros de ambas idades, biologicamente, pode-se inferir que as diferengas séo
pouco expressivas, uma vez que os valores numéricos sao muito proximos.

Carvalho et al. (2016) verificaram baixa atividade proteolitica (64,55 g N-NHs/kg
nitrogénio total) em silagem de amendoim forrageiro tratada com inoculante
microbiano, colhido aos 100 dias de rebrota. Os autores justificaram a baixa protedlise
devido a rapida acidificacdo da massa ensilada, adequado teor de MS, producéo de
acidos organicos e inibicao da atividade proteolitica da planta e de microrganismos

indesejaveis.
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A maior populagdo de BAL nas silagens de 40 d em relagdo a de 80 d de
rebrotacdo provavelmente decorre da maior populacdo desse grupo microbiano na
forragem no momento da ensilagem (5,64 x 4,94 log ufc/g), embora possa-se inferir
que ambas forragens apresentaram populagdes de BAL da ordem de 5 log ufc/g,
estabelecido por Muck (1996) como adequado para minimizar as perdas por
fermentacao no silo. Aos 30 e 60 dias de fermentacgéo, silagens de ambas idades,
independentemente do uso de inoculantes, apresentaram populagcées semelhantes
desse grupo bacteriano, superiores a 8 log ufc/g forragem. A populacéo de BAL na
planta forrageira encontra-se em baixo numero, e aumento entre a colheita e a
ensilagem. Devido a reativagcdo de células dormentes e ndo cultivaveis de BAL
durante o processamento (McDonald et al., 1991).

Muck et al. (2018) recomendam o uso de inoculantes microbianos compostos
por BAL para reduzir perdas de MS e estabilizar o pH da massa ensilada, através da
producgéo de acido latico. As BAL competem com a microbiota epifitica da forrageira
ensilada e aumentam a eficiéncia de fermentacao, o que resulta em uma silagem de
melhor qualidade e com menores perdas de valor nutritivo. De acordo com Zielinska
et al. (2015), esses aditivos sao predominantes para uso na produgéo de silagem,
pois, além de inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis (enterobactérias,
clostridios, leveduras e fungos filamentosos), também apresentam efeitos benéficos
tanto na fermentacdo quanto na eficiéncia de armazenamento de alimentos
conservados na forma de silagem.

A menor populacdo de ENT nas silagens inoculadas com ISO e IC
provavelmente se deve a rapida acidificacdo da massa ensilada nessas silagens, que
também resultou em menor teor de N-NHs, conforme ja reportado, pois as
enterobactérias sao intolerantes ao pH acido, sendo praticamente inibidas em pH <
4,5 (Kung Junior et al., 2015). As ENT competem com BAL por substratos, como
também sdo capazes de fermentar glicose e acido latico; além de produzir &cido
acético, 2,3-butanodiol e etanol, também podem deaminar e descarboxilar
aminoacidos (Pahlow et al., 2003; Fabiszewska et al., 2019). A redugéo desse grupo
microbiano na silagem reflete a presengca combinada de boas condigcbes de
ensilabilidade, incluindo disponibilidade de nutrientes e agua, eficiente conversao
destes nutrientes em produtos da fermentagédo e baixo pH pelas BAL e, também,
temperaturas moderadas (Pahlow et al., 2003).
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Os inoculantes foram efetivos na reducdo da populagdo de leveduras nas
silagens com 40 d de rebrotacdo e, apenas a silagem ISO apresentou menor
populacdo de LEV em silagem com 80 d de rebrotacdo, provavelmente pelas
condicbes prevalecentes na massa ensilada. As LEV desempenham um papel
importante na fermentagdo da silagem. Esses microrganismos sdo capazes de
crescer em um amplo intervalo de pH, causam mais danos a qualidade da silagem
durante a fase de abertura do silo; ao metabolizar acido latico e gerar didxido de
carbono e agua, promovem aumento do pH, diminuicdo da acidez e da estabilidade
aerdbia da silagem e permitem a atuagao de outros microrganismos deterioradores
(Avila & Carvalho, 2020).

A populacao de FUN abaixo de 2 log ufc/g silagem ndo compromete a qualidade
da silagem (Borreani et al., 2018). No nosso estudo, aos 60 dias de fermentagao, todas
as silagens avaliadas apresentaram contagens abaixo deste valor. Porém, em
contagens acima de 5 log ufc/g silagem, esses microrganismos promovem baixa
estabilidade aerdbia da silagem, além da silagem pode apresentar micotoxinas,
contaminando o leite e prejudiciais a saude animal e humana (Fabiszewska et al.,
2019).

O teor médio de acido latico de 40,11 g/kg MS encontra-se na faixa (20-40 g/kg
MS) proposta por Kung Junior et al. (2018) como adequada para silagem de
leguminosas de alta matéria seca, na América do Norte. Isto pode explicar os baixos
valores de pH, elevadas popula¢gées de BAL, baixa concentracdo de N-NHs, baixas
populacées de ENT e de FUN, e auséncia de fermentacéo clostridica. Proporcéao
latico/acético maior que 3:1 indica que ocorreu fermentagdo homolética, enquanto
relacao inferior a 3:1 indica que ocorreu fermentacao heterolatica (Zhang et al., 2020).
Assim, pode-se inferir que ocorreu fermentacdo predominantemente homolatica nas
silagens CONT e inoculada com IC, e fermentagéo heterolatica na silagem I1SO, cujos
valores médios dessa relacao foram 3,36; 5,77 e 1,66, respectivamente.

A espécie Lactiplantibacillus pentosus é uma bactéria heterolética facultativa,
capaz de fermentar hexoses e pentoses como fonte de substrato. Essa espécie de
BAL pode fermentar glicose através da via Embden-Meyerhof-Parnas e fermentar
xilose, ribose, desoxirribose e outras pentoses através da via da fosfocetolase (Pahlow
et al., 2003; Cubas-Cano et al., 2018). A depender da disponibilidade de substratos,
essa cepa produz além do acido latico, acido acético, ao utilizar a via da fosfocetolase,

o que resulta em fermentacao heterolatica, e, consequentemente reduz a recuperacao
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de MS comparado com uma fermentagcdo homolatica (McDonald et al., 1991; Carvalho
et al., 2021).

O maior conteudo de acido acético (23,19 g/kg MS) na silagem tratada com
ISO, pode explicar a menor relagdo acido latico:acido acético dessas silagens, bem
como proporcionar ganhos em estabilidade aerobia dessas silagens, comparado a
silagens que possuem maior relagcao acido latico:acido acético (Kung Junior et al.,
2018). Para silagens de leguminosas de alta MS, Kung Junior et al. (2018)
estabeleceram como referéncia valores de acido acético de 5-20 g/kg MS. Devido a
nao deteccdo de acido butirico nas silagens de amendoim forrageiro investigadas
neste estudo, associado ao baixo teor de N-NHs verificado nas silagens de amendoim
em ambas as idade de rebrota, sugere-se que nao houve indicios de fermentacao
clostridica. Clostridios sao bactérias anaerdbias obrigatérias com capacidade de
esporular. Porém, em condigdes de baixa umidade (< 700 g H2O/kg MN), ocorrida no
presente estudo, devido ao emurchecimento, a atuagéo clostridica é reduzida ou
inexistente, permitindo que as BAL produzam &cido latico suficiente para estabilizar a
fermentacao da silagem (Muck, 2010; Zielinska et al., 2015).

A ocorréncia de fermentagéo por clostridios € indesejavel, pois estes competem
com as BAL por fontes de substrato, e sdo capazes de esporular e de produzir
micotoxinas, que € o0 caso das espécies de clostridios Clostridium perfringens e
Clostridium botulinum. Além de consumir acido latico, esse grupo microbiano degrada
a fracao proteica do alimento ao converter o nitrogénio da proteina verdadeira em
acido butirico, aminas, peptideos, aminoéacidos livres e amo6nia. Como consequéncia
o pH da silagem aumenta, pois o0 acido butirico € um acido fraco, ndo contribui para a
acidificacao da massa ensilada, e produz gas na forma de di6xido de carbono, o que
resulta na perda de carbono do material ensilado e reduz a recuperacao de MS bem
como o valor nutritivo da silagem (Ohshima & McDonald, 1978; Zheng et al., 2016).

4.2 Diversidade microbiana das comunidades bacterianas avaliadas

A técnica de sequenciamento de alto rendimento MigSeq lllumina através da
amplificagdo e sequenciamento do gene 16S rDNA fornece informagdes mais
detalhadas das comunidades bacterianas quando comparado com as técnicas
convencionais (Ni et al., 2018).

A variacdo da abundancia relativa ao se comparar amostras antes da
ensilagem com aquelas de suas respectivas silagens ja era esperado. A microbiota
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epifitica da planta no campo varia em fung&o das caracteristicas ambientais, como
exemplo do clima, solo, temperatura, adubo e estagio de colheita; esses fatores atuam
em conjunto e influenciam diretamente a populacado bacteriana epifitica da planta
(Leandro et al., 2019; Ren et al., 2020). Porém, apés a ensilagem, devido as condigbes
do meio mudarem drasticamente, é normal que ocorra variagdo da abundancia
relativa, com predominancia de géneros bacterianos mais adaptados as condigdes de
anaerobiose e meio acido que o processo fermentativo proporciona (Muck et al., 2018;
Ali et al., 2020).

A maior abundancia relativa do género bacteriano Lactiplantibacillus, verificada
nas silagens inoculadas com ISO em ambas as idades de rebrotacao (40 d e 80 d),
pode ser devido a capacidade da cepa AV14.17-Lactiplantibacillus pentosus
predominar na massa ensilada e dominar as demais populacdées microbianas
epifiticas, o que naturalmente elevou a abundancia desse género bacteriano em
particular. Apesar da andlise de diversidade microbiana ndo ter sido realizada até o
nivel de espécie, com base nos resultados de perfil fermentativo e contagem de
populacées microbianas pode-se inferir que o aumento da abundancia relativa do
género Lactiplantibacillus nas silagens inoculadas com ISO seja devido a atuacéo
efetiva da cepa AV14.17-Lactiplantibacillus pentosus, caracterizada como BAL
heterofermentativa facultativa, capaz de fermentar uma gama de substratos, que além
do acido latico, também produz acido acético, fatores esses que contribuem
efetivamente para que a cepa AV14.17 apresente maior capacidade de adaptagéo e
predominancia em condi¢cbes distintas, 0 que pode ter contribuido para que outras
espécies de BAL se desenvolvessem (Cubas-Cano et al., 2018; Silva et al., 2020).

Enquanto que a abundéancia relativa de Lactiplantibacillus aumentou nas
silagens inoculadas com ISO, a abundancia relativa de Enterobacter diminuiu. As
enterobactérias sdo microrganismos anaerobios facultativos, ndao formadores de
esporos, sua presenca na silagem € indesejavel, pois além de consumirem CHOs,
competem diretamente com as BAL por fontes de substratos, produzem &cido acético
e N-NHs e consomem o acido latico, o que dificulta ainda mais a acidificagdo da massa
ensilada (Pahlow et al., 2003; Wang et al., 2019). Por outro lado, a abundéancia de
Enterobacter nas silagens controle e inoculada com IC foram elevadas quando
comparada com as silagens inoculadas com ISO, o que poderia indicar que mesmo
com a inoculagédo de BAL, durante a ensilagem ndo ha garantias de que o inoculante
ird predominar sobre a microbiota epifitica do material ensilado (Tian et al., 2021).
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Além da presenca de BAL do género Lactiplantibacillus, também verificou-se a
presenca de outros géneros de BAL como Pediococcus, Weissella e Lactococcus. A
presenca desses géneros é desejavel, principalmente no inicio do processo
fermentativo pois esses microrganismos sao capazes de se desenvolverem em
condi¢coes microaerdfilicas, com faixa de pH mais elevada ( > 4,5), e, na medida que
aumenta a acidez do meio, esses géneros sao dominados por Lactiplantibacillus, que
sdo mais acido tolerantes e dominam os ultimos estagios do processo fermentativo
(Ni et al., 2018; Ogunade et al., 2018).

Resultados semelhantes também foram observados por Ogunade et al. (2018),
qgue ao avaliarem a diversidade microbiana em silagens de alfafa, verificaram maior
predominancia dos géneros Pediococcus e Lactococcus nos primeiros 15 dias apés
ensilagem e predominancia de Lactiplantibacillus nas silagens avaliadas ap6s 60 dias
de fermentacdo. Eikmeyer et al. (2013) também constataram predominancia dos
géneros de Pediococcus, Lactococcus, Leuconostoc e Weissella em silagens de
gramineas aos 14 dias apés ensilagem, e maior predominancia de Lactiplantibacillus,
aos 56 dias apoOs ensilagem. Assim, a maior abundancia de Lactiplantibacillus nas
silagens inoculadas com ISO poderia explicar sua qualidade fermentativa superior em
relacdo aos outros tratamentos, em ambas as idades de rebrota do amendoim
forrageiro nas silagens avaliadas neste estudo.

Apesar das anadlises de a-diversidade e B-diversidade ndo apresentarem
diferengas significativas, as variagbes observadas nos indices de Shannon e de
Chao1, como também a disperséo entre os tratamentos, em fungdo de cada eixo da
analise de PCoA, indicam que ocorreu variacao da comunidade microbiana avaliada.
Além disso, a variacdo da comunidade microbiana, mesmo sem a identificacao de
diferengas significativas, pode implicar em diferengas na qualidade da silagem (Ni et
al., 2017, 2018; Tian et al., 2021). Geralmente, em condicdes de campo, as
comunidades microbianas sao variaveis na prépria cultura e quando colhida, o
ecossistema microbiano é perturbado, conforme bactérias mais adaptaveis comecam
a predominar (Ni et al., 2017). A auséncia de diferencas significativas com base nos
indices ecoldgicos descritos nas analises de a-diversidade e B-diversidade podem
indicar que a aplicacao de inoculantes nao foi capaz de alterar a equabilidade da
distribuicdo dos géneros bacterianos de BAL nos tratamentos avaliados, ocorrendo
apenas um maior predominio de alguns géneros de BAL em detrimento de outros, e
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que a maioria desses géneros bacterianos ja estavam presentes na prépria microbiota
epifitica da planta de amendoim forrageiro (Leandro et al., 2019; Zhao et al., 2021).

O indice de Shannon mede a equabilidade de distribuicdo de abundancias, ou
seja, estima o grau de incerteza em prever que um dado género ou espécie pertencera
a um individuo (tratamento/inoculante) escolhido ao acaso, enquanto que o indice de
Chao1 estima o numero de géneros ou espécies raras dentro de uma amostra (Tian
et al., 2021). Logo, se a maioria dos géneros amostrados pelos indices de Chao1 e
de Shannon forem similares entre as amostras estudadas, ndo serdo identificadas
diferencgas significativas entre os tratamentos avaliados (Li et al., 2018).

Apesar da analise de PCoA ndo mostrar diferenca significativa, € evidente que
a aplicacao dos tratamentos promoveu variagdes na [3-diversidade das estruturas da
comunidade bacteriana em nivel de género (Ali et al., 2020). Como a analise de [3-
diversidade é calculada em funcdo de indices ecoldgicos ndo paramétricos, a
depender da dispersao das amostras, a nao identificacao de diferencgas significativas
torna-se comum, pois a B-diversidade € a mudanca ecoldgica de diversidade de
espécies em um gradiente ambiental e compara a distancia das amostras entre si, e
para que ocorra uma mudanca drastica das espécies de um dado ambiente, fatores
determinantes na ecologia microbiana devem ser afetados, como exemplo da
concentracdo de nutrientes, competicdo, presenca de substancias inibidoras
(bacteriocinas), pH, atividade de agua (Aw), dentre outros (Zhao et al., 2021).

Com base na andlise de abundéncia diferencial entre taxons, é evidente que o
inoculante ISO contribuiu efetivamente para melhorias das caracteristicas
fermentativas das silagens de amendoim forrageiro, devido a predominancia de
taxons de bactérias dos géneros Pediococcus e Lactiplantibacillus, ambas
pertencentes a familia Lactobacillacea, como também a medida que esses taxons
aumentaram, houve reducao significativa dos taxons de Kluyvera, pertencentes a
familia Enterobacteriaceae. Esses resultados corroboram com aqueles das contagens
de populagdes microbianas e da abundancia relativa. Durante o periodo de ensilagem,
quando o meio aerdbio é alterado para anaerdbio, € normal a transicdo de filos de
Proteobacteria para Firmicutes. Em ambiente anaerdbio, Firmicutes possuem a
capacidade de sintetizar enzimas hidroliticas acidas, logo, condicdes anaerdbias e de
meio acido contribuem para o crescimento do filo Firmicutes (Yang et al., 2019). A
transic&o do filo Proteobacteria para Firmicutes também foi observado por Yang et al.
(2019) que demonstraram abundancia elevada do filo Proteobacteria em capim-
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elefante cv. Napier in natura, e, conforme o prolongamento da fermentagédo, houve

aumento do filo Firmicutes e diminui¢ao do filo Proteobacteria.

4.3Composicao quimica e digestibilidade in vitro

As alterac¢des observadas nos teores de MM e MO nas silagens de amendoim
forrageiro podem ser atribuidas a idade de rebrotagdo a colheita. O amendoim
forrageiro colhido aos 40 d rebrotacdo apresentava menor altura e menor
massa/volume comparado aquele colhido aos 80 d rebrotagao, e isto possivelmente
contribuiu para maior contaminagao de solo no material colhidos aos 40 d rebrotacao,
contribuindo para diminuir a MO e aumentar a MM (Paulino et al., 2012).

O maior teor de FDA na silagem de amendoim colhido aos 80 d rebrotacao,
provavelmente se deve ao fato de que com o avanco da maturacao, as relacoes entre
folha/peciolo/caule s&do modificadas, sendo natural o aumento da fragdo fibrosa
(Paulino et al., 2012; Dordevic et al., 2021). O maior teor de NIDA verificado na silagem
de amendoim colhido aos 40 d rebrotacao possivelmente esteja relacionado com o
maior teor proteico verificado nessa idade, por ocasido da colheita; o periodo de
emurchecimento pode ter contribuido para o aumento do teor de NIDA aos 40 d
rebrotagéo.

A reducéao no teor de CEL observada nas silagens CONT independentemente
da idade de rebrotacdo pode ser atribuida a hidrolise acida causada pelos acidos
organicos produzidos durante a fase fermentativa, o que também justifica o menor teor
de FDA dessas silagens, ao reduzir a estrutura recalcitrante da fracao lignocelulésica,
como também pela agédo de celulases, provenientes de atividade microbiana (Possenti
et al., 2010; Yang et al., 2019). Possentti et al. (2010) avaliaram as caracteristicas
fermentativas de silagem de amendoim forrageiro e também relataram reducao da
fracao fibrosa. Os autores observaram reducéo significativa do teor da HEM e da CEL,
e também diminuicdo do teor de FDA das silagens avaliadas.

A silagem de amendoim forrageiro colhido aos 80 d rebrotacdo apresentou
maior DIVMS em comparacgéo aos 40 d rebrota, provavelmente devido ao seu maior
conteudo celular e menor teor de NIDA comparado a silagem de amendoim forrageiro
colhido aos 40 d rebrotacao (Ferreira et al., 2012). Apesar de leguminosas forrageiras
apresentarem maior lignificacdo dos componentes fibrosos do que gramineas, ha
efeito de compensacéao por altas taxas de degradacéo por conterem maior contetdo

celular e mais fracao fibrosa potencialmente digestivel, e de forma contraria, aumento
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no teor de NIDA pode contribuir para decréscimos em digestibilidade da silagem (Van
Soest, 1994; Paulino et al., 2009; Fernandes et al., 2017).

CONCLUSOES
A idade de rebrotagdo influencia a composicdo quimica da silagem de

amendoim forrageiro e na abundancia relativa de sua comunidade microbiana, sem
comprometer seu valor nutritivo. Portanto, com base na MS produzida, recomenda-se
a colheita desta leguminosa para ensilagem aos 80 d de rebrotacdo, associada ao uso
de inoculante microbiano.

O uso de inoculante microbiano melhora a qualidade da silagem de amendoim
forrageiro, reduzindo o pH, a atividade proteolitica e inibindo o crescimento de
enterobactérias, leveduras e de fungos filamentosos. Além disso, a cepa AV14.17
contribuiu para aumentar a abundancia relativa de bactérias do género
Lactiplantibacillus, com reducao do género Enterobacter, o que indica potencial de
uso dessa cepa como inoculante microbiano, porém, faz-se necessaria a avaliagéo

com outras plantas forrageiras e ensilagem em larga escala, em condicbes de campo.
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CAPITULO Il - PERFIL FERMENTATIVO E DIVERSIDADE MICROBIANA DE
SILAGEM DE SOJA, COLHIDA EM DOIS ESTAGIOS DE MATURIDADE,

TRATADAS COM INOCULANTES MICROBIANOS

Capitulo formatado de acordo com o periodico cientifico: Animal Feed Science and

Technology, exceto a disposi¢ao de tabelas e figuras.

Destaques

O inoculante reduziu a protedlise e a populacao de enterobactérias e de leveduras.

A composigao quimica e a digestibilidade foram alteradas pelo estagio de colheita.

O valor energético da silagem foi alterado pelo teor de extrato etéreo presente no

grao.

As silagens de soja colhida no estagio R6 apresentaram maior a-diversidade.

Resumo

Foram avaliados as caracteristicas fermentativas, a dindmica das comunidades
microbianas, a composi¢cao quimica e a digestibilidade in vitro da matéria seca (MS) e
da fibra em detergente neutro (FDN) de silagens de soja colhidas nos estagios R5 e
R6, tratadas com inoculantes microbianos. Foi usado o delineamento em blocos
casualizados, com dois estagios de colheita (C), trés inoculantes microbianos (I),
quatro periodos de fermentacdo (P) e quatro repeticées, arranjado em esquema
fatorial 2 x 3 x 4. Os inoculantes microbianos avaliados foram: controle (CONT, sem
inoculante); cepa AV14.17 - Lactiplantibacillus pentosus (1ISO); e inoculante comercial
(IC). Os periodos de fermentacao (P) corresponderam a 3, 14, 30 e 60 d apéds a

ensilagem. Houve efeito (P<0,05) da interagdo | x C x P sobre o conteudo de
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carboidratos soluveis em agua (CHOs) residuais e de enterobactérias (ENT). Foi
observado efeito (P<0,05) da interacdo C x P sobre as populacdes de bactérias do
acido latico (BAL), de leveduras (LEV) e fungos (FUN). O pH foi afetado (P<0,01)
apenas pelos efeitos isolados dos fatores inoculante, colheita e periodo de
fermentacdo. As silagens inoculadas apresentaram menores valores de pH
comparado ao CONT. O uso de inoculante reduziu os teores de N-NHs, as populacdes
de enterobactérias e de leveduras. A composi¢cédo quimica e a digestibilidade in vitro
das silagens foram influenciadas pelo estagio de colheita, registrando-se menor fracéo
fibrosa, maior digestibilidade e maior valor energético, na silagem de soja colhida no
estagio R6. A silagem de soja aditivada com ISO apresentou maior digestibilidade in
vitro da matéria seca, independente do estagio de colheita. A diversidade microbiana
foi afetada (P<0,05) por inoculante e estagio de colheita. As silagens de soja colhidas
no estagio R6 apresentaram maior a-diversidade, seguido de maiores valores para
indice de Shannon e indice de Chao1, respectivamente. A presenca do género
Clostridium foi identificada em todas as silagens avaliadas. O uso de inoculante
microbiano e o estagio de colheita influenciam o perfil fermentativo, a diversidade
microbiana e a composi¢cao quimica de silagens de soja. Recomenda-se a colheita da
soja no estagio R6 e o uso de inoculante microbiano por melhor perfil de fermentacao

e a digestibilidade in vitro, além de elevado rendimento de MS.

Palavras-chave: Bactérias &cido laticas; Glycine max; proteolise; 16S rDNA

Abreviacées: pH, Potencial hidrogenionico; P, Fosforo; K*, Potassio; Na*, Sodio;

H++Al*3, Acidez potencial; Al*3, Aluminio; Ca*?, Calcio; Mg*?, Magnésio; V%,

Saturacado de bases; CTC, Capacidade de troca catidonica; MO, Matéria organica; SB,
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Soma de bases; C, estagio de colheita; I, inoculantes microbianos; P, periodos de
fermentacao; CONT, controle, sem inoculante; ISO, cepa Lactiplantibacillus pentosus
-AV14.17; 1C, inoculante comercial; ufc, unidade formadora de colénia; MRS, De Man,
Rogosa e Sharpe; MS, matéria seca; PB, proteina bruta; EE, extrato etéreo; FDA, fibra
em detergente acido; FDNcp, fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e
proteina; NIDA, nitrogénio insoluvel em detergente acido; LIG, lignina;

HEM, hemicelulose; CEL, celulose; CHOs, carboidratos soltveis; N-NHs, nitrogénio
amoniacal; BAL, bactérias acido laticas; VRB, Violet Red Bile Agar; ENT,
enterobactérias;

DRBC, Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol; LEV, leveduras; FUN, fungos
filamentosos; CEUAP, Comité de FEtica em Experimentacdo Animal; UFV,
Universidade Federal de Vicosa;

DIVMS, digestibilidade in vitro da matéria seca; DIVFDN, digestibilidade in vitro da
fibra em detergente neutro; CNF, carboidratos ndo-fibrosos; CHO totais, carboidratos
totais; NDT, nutrientes digestiveis totais; DNA, &cido desoxirribonucleico; MN, matéria

natural; DP, desvio padrédo; EPM, erro padrao da média.

Introducao .
A cultura da soja [Glycine max (L.) Merril] é originéria da Asia, e com 0 processo

de globalizacdo foi disseminada para os demais continentes, sendo inicialmente
cultivada para producao de volumoso (Asekova et al., 2014). Na atualidade, a soja é
a leguminosa mais cultivada para producdo de graos, com destaque para o dleo,
usado na alimentacdo humana, e o farelo de soja, principal ingrediente utilizado na
alimentacao animal (Nkosi et al., 2016a; Muller et al., 2018; De Morais et al., 2021).
Na ultima década, houve a intensificacdo dos sistemas pecuarios, com maior

propor¢ao de alimentos concentrados como farelo de milho, farelo de trigo e farelo de
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soja em dietas de animais ruminantes (Asekova et al., 2014), o que eleva os custos
de producao. Dessa forma, a busca pela redug¢édo da dependéncia de graos, bem como
dos custos de producéo, o cultivo da soja planta-inteira para producao de silagem,
destaca-se como alternativa. A soja apresenta rendimento satisfatorio de matéria seca
(9,3 a 11,3 t/ha) quando colhida nos estagios R5 ou R6 (Acikgoz et al., 2007), elevado
teor proteico, alto valor energético, baixo teor de fibra e elevada digestibilidade da MS
(Acikgoz et al., 2007; Rosa et al., 2020; De Morais et al., 2021). Além disso, é capaz
de fixar nitrogénio atmosférico no solo e melhorar sua qualidade em sistemas de
rotacao de culturas (Ghizzi et al., 2020).

Porém, para produzir silagem de soja planta-inteira de qualidade, determinar o
ponto ideal de colheita € essencial pois, conforme a planta avanga seu estagio de
maturagdo a composicao quimica e o valor nutritivo sdo alterados (Gobetti et al., 2011;
Oliveira et al., 2016). O uso de inoculante microbiano é recomendado para favorecer
a fermentacéo, reduzir o pH e inibir a atuagéo de microrganismos indesejaveis (Kung
Junior et al., 2003a), pois a cultura da soja possui alta capacidade tampéao (400 a 500
meq NaOH/MS) e baixo teor de carboidratos soluveis em agua (CHOs) (< 80 g/kg
MS), tendo como efeitos negativos a dificuldade da acidificacdo da massa ensilada,
baixa producdo de acido latico, possibilitando a atuacdo de microrganismos
indesejaveis (Mustafa et al., 2007; Gandra et al., 2018; Rosa et al., 2018).

A investigagdo da dindmica microbiana através de técnicas moleculares de
ultima geragéo, através do sequenciamento de genes especificos (16S / 18S rDNA)
pode fornecer maiores detalhes sobre a ecologia microbiana durante o processo de
ensilagem (McAllister et al., 2018; Yang et al., 2019; Zhao et al., 2021). Assim, a
combinacao de técnicas convencionais com técnicas moleculares recentes poderia

contribuir para uma melhor compreenséo da diversidade microbiana e como os efeitos
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da inoculagdo podem alterar a qualidade da silagem de soja (Ali et al., 2020; Ren et
al., 2020).

Ni et al. (2017) investigaram as caracteristicas fermentativas e a diversidade
microbiana em silagens de soja tratadas ou n&do com um combo de inoculante
composto por Lactiplantibacillus plantarum + Pediococcus pentosaceus, com ou sem
inclusao de melacgo, e verificaram melhorias na qualidade da fermentagéo das silagens
tratadas, o que foi atribuido a maior e menor abundancia dos género Lactiplantibacillus
e Clostridium, respectivamente.

Estudos envolvendo o perfil fermentativo e a diversidade microbiana em
silagem de soja planta-inteira sdo escassos. A nossa hipdtese é que o estagio de
colheita e o0 uso de inoculantes microbianos afetam o perfil fermentativo, a composicao
quimica e a diversidade microbiana de silagens de soja. Portanto, objetivou-se avaliar
as caracteristicas fermentativas, a dindmica das comunidades microbianas, a
composicao quimica e a digestibilidade in vitro de silagens de soja, colhidas nos

estagios fenologicos RS e R6, tratadas com inoculantes microbianos.

Material e Métodos
2.1 Local experimental e cultivo da soja

O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Vigcosa (UFV), nas
dependéncias do Departamento de Zootecnia, no Laboratério de Forragicultura e
Microbiologia da Silagem. A UFV esté situada no municipio de Vigosa, Minas Gerais,
Brasil, com altitude de =649 m, latitude Sul 20°45'14” e longitude Oeste 42°52’'54”. O
clima é classificado como Cwa (clima subtropical) (Képpen, 1918), caracterizado por
verdes quentes e umidos, com invernos frios e secos, precipitacdo média anual de
1.200 mm e temperatura média anual de =21 °C (Universidade Federal de Vigosa,

2021). Os dados climaticos durante o cultivo da soja estédo dispostos na Figura 1.
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Figura 1. Dados climéticos durante o cultivo da soja de Novembro de 2018 a Margo
de 2019.

Fonte: Boletim Meteoroldgico da Universidade Federal de Vigosa (2021).

Antes do plantio foi realizada a amostragem do solo (0-20 cm profundidade) da
area experimental, para a realizacdo das analises quimicas do mesmo. O solo foi
classificado como Argiloso (Santos et al., 2013). A correcéo da acidez e da fertilidade
do solo foi realizada conforme os resultados da analise de solo e a exigéncia da cultura
da soja. As informacdes referentes as caracteristicas quimicas do solo sdo mostradas

na Tabela 1.

Tabela 1. Atributos quimicos do solo da area experimental.

pH P K+ Na H*+AI*® AR Ca*? Mg*@? SB CTC V MO

H2O  ----mg/dmB---  —oommmmmmemomeeeeee CMOle/dmB--mmmmmmmmmemmmceeeeee % a/kg

570 490 105 0,00 3,96 0,00 4,74 1,08 194 6,09 60,60 1,88

pH = Potencial hidrogenionico;

P = Fosforo;
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K* = Potéassio;

Na+ = Sodio;

H++Al*3 = Acidez potencial;

Al*3 = Aluminio;

Ca*? = Célcio;

Mg*2 = Magnésio;

V% = Saturacdo de bases;

CTC = Capacidade de troca catidnica;
MO = Matéria organica;

SB = Soma de bases.

A soja INTACTA RR2 PRO™ (Monsanto®, Goiania-GO, Brasil) foi cultivada em
uma area de 500 m2. O preparo do solo foi realizado através de aracéo, seguido de
gradagem. O plantio foi realizado de forma manual, em linhas, espagadas de 0,5 m,
com distribuicdo de 15 sementes/m linear, a 3 £ 5 cm de profundidade (populacao
média de 300.000 plantas/ha; taxa de semeadura + 40 kg sementes/ha). A adubagéo
foi realizada no momento do plantio com aplicacao de 20 kg N/ha, 120 kg P20Os/ha e
40 kg K20/ha, utilizando-se o adubo comercial N-P-K (8-28-16) (Fertilizantes
Heringer®, Manhuagu-MG, Brasil). A adubacgéao e os tratos culturais foram realizados
conforme recomendagdes do Manual de cultivo agricola (52 Aproximacao) para o

estado de Minas Gerais (Ribeiro et al., 1999).

2.2 Delineamento experimental, colheita e ensilagem
Foi usado o delineamento em blocos casualizados, com dois estagios de

colheita (C), trés inoculantes microbianos (l), quatro periodos de fermentacao (P) e



78

quatro repeticbes por tratamento, arranjado em esquema fatorial 2 x 3 x 4. As
colheitas (C) foram realizadas nos estagios fenolégicos R5 e R6. Os inoculantes
microbianos (l) foram compostos por: controle (CONT, sem inoculante); cepa AV14.17
- Lactiplantibacillus pentosus (ISO); e inoculante comercial (IC). Os periodos de
fermentacao (P) foram: 3, 14, 30 e 60 d apds a ensilagem.

As parcelas experimentais no campo foram arranjadas conforme descrito por
Gomes et al. (2019). A colheita da soja foi realizada nos estagios R5 e R6, ap6s 90 e
110 d apos plantio, respectivamente. A cultura foi colhida com auxilio de rogadeira
costal (FR-220, Stihl®, Sao Leopoldo-RS, Brasil), a £10 cm acima do nivel do solo.
Posteriormente, o material foi processado em maquina forrageira estacionaria (PN
Plus 2000, Nogueira®, Sao Joao da Boa Vista-SP, Brasil) em tamanhos de particulas
+1,5cm.

Foi utilizado o inoculante comercial Sil-All 4 x 4 (Lallemand®, Patos de Minas-
MG, Brasil), que é constituido por Lactiplantibacillus plantarum, Pediococcus
acidilactici, Enterococcus faecium, Lactobacillus salivarus subesp. Salivarus,
sacarose, didxido de silicio, amilase, celulase, enzima hemicelulolitica e xilanase. A
cepa AV14.17 - Lactiplantibacillus pentosus, foi previamente isolada de silagem de
alfafa (Silva et al., 2020).

O inoculante comercial foi aplicado na dosagem recomendada pelo fabricante
[1 x 10° unidade formadora de col6nia (ufc)/g forragem (5 g/t de forragem)], e diluido
em 50 mL de agua destilada. A cepa AV14.17 também foi aplicada em 1 kg de
forragem, na dosagem de 10° ufc/g forragem. O mesmo volume de &gua utilizado para
aplicacao dos inoculantes foi adicionado ao CONT. A aplicagdo dos inoculantes e da
agua sem inoculante foi realizada sequencialmente, por ordem de repeticéo, sobre as

pilhas individuais de 1 kg, em func&o de cada tratamento.
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Apoés a aplicacdo dos inoculantes, 500 g do material foi ensilado em bags de
nailon-polietileno (25,4 cm x 35,56 cm, Doug Care Equipament, Springville, CA, USA).
A condigao de anaerobiose no interior dos bags foi obtida com auxilio de uma seladora
a vacuo (Eco Vacuum-1040, Orved®, Turin, Iltalia). Dessa forma, foram
confeccionados 96 silos experimentais, que foram armazenados a temperatura
ambiente. As amostras de soja (planta, dia 0) antes da ensilagem foram coletadas e

armazenadas em sacos plasticos a -20 °C para posteriores analises.

2.3 Preparo da cepa AV14.17 para uso como inoculante

Foi utilizada a cepa AV14.17 - Lactiplantibacillus pentosus, que foi previamente
isolada da silagem de alfafa (Silva et al., 2020). Esta cepa pertence ao banco de
microrganismos do Laboratério de Forragicultura e Microbiologia da Silagem-UFV. Os
dados de sequenciamento dessa cepa estdo disponiveis no GenBank (AV14.17 -
Lactiplantibacillus pensotus / MK713801). A cepa AV14.17 foi ativada duas vezes
antes do cultivo final. Primeiro, a cepa foi retirada do estoque “ultrafreezer” (-80 °C),
descongelada, e ativada em 3 mL (1% do in6culo) de caldo De Man, Rogosa e Sharpe
(MRS) esterilizado (121 °C, 15 min) a 37 °C por 24 horas. Posteriormente, uma
segunda ativacao foi realizada, com 1% do in6culo em 5 mL de caldo MRS (37 °C/16
h). Em seguida, foi realizado o plagueamento em MRS agar para a obtencdo do
nuamero de ufc/mL.

A quantidade de caldo MRS utilizada no cultivo final foi baseada no
plagueamento prévio do inéculo apds a segunda ativagéo, considerando o numero de
células apds o crescimento por 16 h. Em seguida, o indculo foi padronizado utilizando-
se espectrofotdbmetro (630 nm) a uma densidade optica de 0,05 em 10 mL de caldo

MRS. Apds, o inoculo foi mantido a 37 °C/16 h. Com base no numero de ufc/mL, foi
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ajustada a quantidade de inéculo necessaria para atingir a taxa de aplicagdo 1 x 10°
ufc/g forragem. O inéculo foi acondicionado em tubos de falcon de 15 mL e
centrifugados a 1000 g x 10 min. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pelet

foi ressuspenso em 50 mL de agua destilada (Silva et al., 2020).

2.4  Analises da composicdo quimica, perfil fermentativo e digestibilidade in vitro

As amostras da planta e das silagens apds 3, 14, 30 e 60 d de fermentagéo
foram submetidas a secagem parcial em estufa de circulagao forgcada de ar (55 °C/72
h). Posteriormente, as amostras foram moidas em moinho de facas (R-TE-650/1,
Tecnal®, Piracicaba-SP, Brasil), com peneireira de crivo de 1 mm, para andlises da
composicao quimica.

As amostras da planta e das silagens (3, 14, 30 e 60 d apds ensilagem) foram
submetidas as analises de quantificagdo dos teores de matéria seca (MS, método
934,01) e proteina bruta (PB, N x 6,25, método 984,13). Apenas as silagens do ultimo
periodo de fermentacdo foram analisadas para quantificacdo da matéria organica
(MO, método 972,43), matéria mineral (MM, método 942,05) e extrato etéreo (EE,
método 920,39) (AOAC, 1990). Nessas amostras também foram determinados os
teores de fibra em detergente &cido (FDA), fibra em detergente neutro corrigido para
cinzas e proteina (FDNcp), nitrogénio insoluvel em detergente acido (NIDA) (Licitra et
al., 1996), lignina (LIG) (Gomes et al., 2011), hemicelulose (HEM) e celulose (CEL). A
andlise de FDNcp foi realizada utilizando-se a-amilase termoestavel sem o uso de
sulfito de sédio, e o residuo foi corrigido para cinzas e proteina (Mertens, 2002). A
hemicelulose foi obtida pela diferenca entre o FDN e o FDA, a CEL foi obtida pela

diferenca entre o FDA e LIG.
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Para a realizagdo das andlises referentes ao perfil de fermentacéo, as amostras
de 25 g da planta e das silagens apés 3, 14, 30 e 60 d de fermentacdo foram
homogeneizadas em 225 mL de solugdo de Ringer's solution estéril (Oxoid™,
Hampshire, Inglaterra) em liquidificador industrial (1 min). O extrato aquoso obtido foi
filtrado em gaze estéril de algodao e dividido em trés aliquotas: A primeira aliquota foi
usada para medicao do pH, utilizando-se potenciémetro digital (W38/Tecnal®, Sao
Paulo-SP, Brasil). Em seguida, 20 mL do extrato aquoso foi acidificado com H2SO4
1:1 (armazenados a -20 °C) para analises das concentrag¢des de carboidratos soluveis
(CHOs) pelo método colorimétrico (Nelson, 1944) e nitrogénio amoniacal (N-NHs) pelo
método fenol-hipoclorito (Okuda et al., 1965). Os acidos orgéanicos (acido latico, acido
aceético, acido butirico e acido propiénico) foram analisados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC; SPD-10 AVP, Shimadzu®, Oregon, USA), com detector
ultravioleta e comprimento de onda de 210 nm. A coluna utilizada foi C18 (fase
reserva), e utilizado o H2SO4 como fase moével, com fluxo de 1,5 mL/min, presséo da
coluna de 168 kgf e volume injetado de 20 pul (Siegfried et al., 1984).

A segunda aliquota do extrato aquoso foi destinada para quantificacdo das
populagdes microbianas. Foram realizadas diluicbes seriadas de 10" a 10°% Em
seguida, o plagueamento foi realizado em placas de Petri estéreis (método pour-plate)
em meios de cultura (Kung Junior et al., 2003b). Foi utilizado o MRS agar (De Man,
Rogosa & Sharpe, Merck®, Darmstadt, Alemanha) para o cultivo de bactérias acido
laticas (BAL) (37 °C/48 h), VRB &gar (Violet Red Bile Agar, Oxoid™, Hampshire,
Inglaterra) para o cultivo de enterobactérias (ENT) (37 °C/24 h) e DRBC agar (Dicloran
Rosa Bengala Cloranfenicol, Oxoid™, Hampshire, Inglaterra) para cultivo de

leveduras (LEV) (25 °C/72 h) e de fungos filamentosos (FUN) (25 °C/120 h). Para a



82

contagem de ufc, as placas contendo entre 25 a 250 ufc (American Public Health
Association, 2015).

As amostras previamente secas e processadas a 1 mm foram pesadas em
duplicata (0,5 g/saco) em sacos F57 (Ankom®, Technology Corp.). O ensaio da
digestibilidade in vitro foi realizado em jarras rotativas Daisyll em incubadora
(Adesogan, 2005) durante 48 h de acordo com Tilley e Terry (1963), com adaptacdes
(Holden, 1999).

O in6culo ruminal foi obtido de duas vacas Nelore (peso corporal médio 595+20
kg) fistuladas no rumen. Os procedimentos para o uso de animais seguiram as
diretrizes ARRIVE (Kilkenny et al., 2014) e a Diretriz da Unido Europeia 2010/63 para
experimentos com animais (European Union, 2010), e foram aprovados pelo Comité
de Etica em Experimentacéo Animal da UFV (Protocolo: 059/2020).

Foram avaliadas a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra
em detergente neutro (DIVFDN) das silagens de soja referente aos 60 d apos
ensilagem. As DIVMS e DIVFDN foram calculadas de acordo com as seguintes

equacoes 1 e 2:

(MS silagem soja — MS residuo)

E ao (1): DIVMS g/kg MS:1000 x
quagdo (1) 9/kg MS silagem soja

Onde: DIVMS = Digestibilidade in vitro da matéria seca; MS silagem de soja =
Matéria seca da silagem de soja; MS residuo = Matéria seca do residuo apos

incubacao.

(FDN silagem soja — FDN residuo)

E ao (2): DIVFDN g/kg MS:1000 x
quagdo (2) 9/kg FDN silagem soja
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Onde: DIVFDN = Digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro; FDN =
Fibra em detergente neutro da silagem de soja; FDN residuo = Fibra em detergente
neutro do residuo apds incubagao.

Também foram calculados com base na composi¢cdo quimica da silagem de
soja aos 60 d apos ensilagem, os carboidratos nao-fibrosos (CNF) (Hall, 2003), os
carboidratos totais (CHO totais) (Sniffen et al., 1992) e os nutrientes digestiveis totais

(NDT) (NRC, 2001), através das equacoes 3, 4 e 5, respectivamente:

Equacio (3): %CNF = 100 — (%PB + %FDNcp + %EE + %MM)

Onde: %CNF = Percentual de carboidratos ndo-fibrosos com base na matéria
seca; %PB = Percentual de proteina bruta; %FDNcp = Percentual de fibra em
detergente neutro corrigido para cinzas e proteina; %EE = Percentual de extrato
etéreo; %MM = Percentual de matéria mineral, todos os percentuais expressos com

base na matéria seca.

Equagio (4): %CHO totais = 100 — (%PB + %EE + %MM)

Onde: %CHO totais = Percentual de carboidratos totais com base na matéria
seca; %PB = Percentual de proteina bruta; %EE = Percentual de extrato etéreo; %MM
= Percentual de matéria mineral, todos 0s percentuais expressos com base na matéria

seca.

Equacgio (5): %NDT = 100 — [%CNFd + %PBd + (%EEd X 2,25) + %FDNcpd] — 70
Onde: %NDT = Percentual dos nutrientes digestiveis totais; %CNFd =
Percentual dos carboidratos ndo-fibrosos digestiveis; %PBd = Percentual de proteina

bruta digestivel; %EEd = Percentual de extrato etéreo digestivel; %FDNcpd =
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Percentual de fibra em detergente neutro digestivel; 70 = Fator de correcdo metabdlico

fecal.

2.5  Extragao, purificacdo e sequenciamento de DNA

A terceira aliquota do extrato aquoso referente apenas as silagens com 60 d de
fermentacao foi utilizada para a extragdo do DNA. A extracdo do DNA seguiu um
método manual, protocolo desenvolvido internamente pela Neoprospecta Microbiome
Technologies® (Florianopolis-SC, Brasil), através de solugdes tampbes e beads
magnéticas.

Para o processo de sequenciamento utilizando-se o MiSeq Sequencing System
(Numina Inc., USA), com a amplificagdo de primers da regido V3-V4 do gene rDNA
16S, 341F (5-CCTACGGGRSGCAGCAG-3’) (Wang & Qian, 2009) e 806R (5'-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’) (Caporaso et al., 2012). Pelo sequenciamento
paired-end, com kits V3 de 600 ciclos. As sequéncias foram analisadas por meio do
pipeline Sentinel.

No pipeline Sentinel os arquivos fastQ foram avaliados quanto a qualidade
Phred (QP) usando o programa FastQC v.0.11.8 (Andrews, 2010). As reads foram
submetidas ao Cutadapt (REF) para a remocao de primers para regido V3-V4 do gene
rDNA 16S, 341F. Para a identificacdo de taxons e obtencédo da tabela de ASV, a
pipeline do DADAZ2 foi empregada utilizando as reads com os primer de amplificacao
removidos. Para isso, a base de referéncia para procarioto, de Silva 138.1, foi utilizada
(McLaren e Callahan, 2021). As andlises de abundéancia de taxons, de alfa e beta
diversidade foram realizadas a nivel de género com o moédulo Marker-gene Data
Profiling (MDP) do Microbiome Analyst (Dhariwal et al., 2017; Chong et al., 2020). Para

isso, foram empregadas as configuragdes padrao, exceto para a contagem minima de
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utilizadas ASVs que tiveram no minimo. Foi utilizado como valor minimo de contagem,
50 reads. Isso significa que ASVs com menos que esse valor, ndo foram consideradas

nas analises seguintes.

2.6 Analises estatisticas

Todas as variaveis foram submetidas ao teste de Shapiro-Wilk para verificacao
da normalidade dos dados e através do teste de Levene verificou-se a
homogeneidade de variancia. Os dados referentes as populagdes microbianas foram
transformados para a base logaritmica (Log10). Todas as variaveis foram submetidas
a analise de variancia (ANOVA) e foram analisadas pelo PROC MIXED do SAS®
versao 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, 2010).

Os dados referentes aos valores de pH, CHOs, N-NHs e populagdes
microbianas (ENT, BAL, LEV e FUN) foram analisados seguindo o delineamento em
blocos casualizados, com arranjo fatorial 2 x 3 x 4, considerando-se o0 estagio de
colheita, tipo de inoculante, periodo de fermentacédo, bem como suas interagées como
efeitos fixos no modelo mateméatico, e bloco e o erro experimental, como efeitos

aleatorios, de acordo com o modelo:

Yijklm, g + Ci + INj + Pk + (C x IN x P) ijk + Bl + eijkim

Onde: Yijklm, variavel resposta no bloco I submetido a estagio de colheita C,
no inoculante IN e no periodo P; u, média geral; BI, efeito de bloco, BI, 1, 2, 3 e 4; C,
efeito do estagio de colheita, i, 1 € 2; IN, efeito do inoculante, j, 1, 2 e 3; P, efeito do
periodo, K, 1, 2, 3 e 4; (C x IN x P), efeito das interacdes entre C, IN e P, ijk; eijklm,
erro residual aleatério associado com a unidade experimental no bloco I submetido

a estagio de colheita Ci, no inoculante INj e no periodo Pk.
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As variaveis referentes aos 60 d apds ensilagem (acidos orgéanicos,
composi¢ao quimica e digestibilidade in vitro) foram analisados seguindo o
delineamento em blocos casualizados, com arranjo fatorial 2 x 3, no qual estagio de
colheita, tipo de inoculante e suas interagbes foram considerados efeitos fixos no
modelo matematico, e bloco e erro experimental foram considerados efeitos

aleatorios, de acordo com o seguinte modelo:

Yijim, u + Ci + INj + (C x IN) ij + Bl + eijim

Onde: Yijlm, variavel resposta no bloco Bl submetido a estagio de colheita C,
no inoculante IN; y, média geral; BI, efeito de bloco, Bl, 1, 2, 3 e 4; C, efeito do estagio
de colheita, i, 1 e 2; IN, efeito do inoculante, j, 1, 2 e 3; (C x IN), efeito das interacdes
entre C e IN, ij; eijlm, erro residual aleatério associado com a unidade experimental
no bloco Bl submetido a rebrota Ci e no inoculante IN;j.

As médias dos efeitos individuais e suas interagbes foram comparadas
utilizando-se os testes F de Fischer e de Tukey-Kramer. A matriz de covariancia foi
escolhida através do critério de Akaike corrigido (AICC). Todos os procedimentos
estatisticos foram conduzidos utilizando-se 0,05 como nivel critico de probabilidade
para o erro tipo |.

Para avaliacdo dos dados de diversidade microbiana nas comparagdes que
apresentaram significancia estatistica no teste ANOVA, foi empregado o teste Tukey
para realizar as comparagoes pareadas, usando a funcéo glht {multcomp (Bretz et al.,
2011)} em ambiente R (R Core Team, 2018). Um estudo de abundéancia diferencial
dos taxons for realizado. Para isso, o Microbiome Analyst foi empregado no ambiente
R para a obtencéo do objeto com formato adequado para o pacote phyloseq, seguido

das andlises de acordo com a pipeline (McMurdie e Holmes, 2013). Com isso, ASVs
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que tiveram log2(fator de corregao) > 1,5 ou < 1,5 e P-valor < 0,05 foram consideradas
com abundancia diferencial entre as condicbes comparadas e destacadas no volcano
plot. Nas comparagbes de estagios fenoldégicos um P-valor mais restringente foi

empregado (0,001).

Resultados
A composicdo quimica da soja antes da ensilagem, nos dois estdgios de

crescimento é mostrada na Tabela 2.

Tabela 2. Produtividade e composi¢cao quimica e microbiol6gica da soja colhida nos

estagios fenolégicos R5 e R6, antes da ensilagem (médias seguidas de desvio padrao,

+ DP).

ltem’ Estagio de colheita

R5 R6
Produtividade MN (t/ha) 21,65+0,54 28,17 +£0,97
Produtividade MS (t/ha) 5,74 +0,22 7,52 +0,31
pH 6,51 £ 0,02 6,32 £ 0,03
Matéria seca (g/kg MN) 265,23 £ 0,57 267,06 + 0,66
Proteina bruta (g/kg MS) 171,74 £ 1,03 190,70 £ 1,88
Extrato etéreo (g/kg MS) 87,44 +0,41 114,41 +0,93
FDNcp (g/kg MS) 439,05+ 1,18 422,31 +3,24
Fibra em detergente acido (g’kg MS) 278,57 +1,28 292,91 +1,40
Celulose (g/kg MS) 231,54 +1,54 219,43 +0,74
Hemicelulose (g/kg MS) 131,92 +1,02 125,76 + 0,59
NIDA (g/kg MS) 3,23 £ 0,42 2,74 + 0,65
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Lignina (g/kg MS) 60,89 +0,32 72,94 +0,77
Carboidratos soluveis (g/kg MS) 4423 +£0,80 51,84+1,05
Carboidratos totais (g/kg MS) 645,70 £+ 2,34 610,35+1,85
Carboidratos nao-fibrosos (g/kg MS) 221,63 +0,75 202,56 + 0,83
Nutrientes digestiveis totais (g/’kg MS) 642,65 + 0,43 700,42 + 0,31

Digestibilidade in vitro da matéria seca (g/kg MS) 438,43 + 0,23 498,97 £ 0,62

Digestibilidade in vitro da FDN (g/kg MS) 270,31 £ 0,56 315,54 + 0,24
Enterobactérias (Log ufc/g forragem) 5,88 £ 0,68 7,06 £ 0,23
Bactérias acido laticas (Log ufc/g forragem) 5,45 £ 0,32 5,54 £ 0,34
Leveduras (Log ufc/g forragem) 5,36 £ 0,34 5,47 £ 0,24
Fungos filamentosos (Log ufc/g forragem) 4,52 +0,44 4,04 £ 0,36

'"MN = Matéria natural;

MS = Matéria seca;

FDNcp = Fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina;
NIDA = Nitrogénio insoluvel em detergente acido;

FDN = Fibra em detergente neutro;

ufc = Unidade formadora de colbnia expresso em unidade logaritmica na base 10.

3.1 Perfil fermentativo

A significancia de P-valor e o erro padréo da média (EPM) para as variaveis de
perfil fermentativo sdo mostradas na Tabela 3. Houve efeito (P<0,05) da interagéo | x
C x P sobre CHOs e ENT. O teor de N-NHs foi afetado pelas interagdes | x C, | x P e
C x P. Houve efeito (P<0,05) da interacdo C x P sobre BAL, LEV e FUN. O pH foi

afetado (P<0,01) apenas pelos efeitos isolados dos fatores inoculante, colheita e
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periodo de fermentacao, enquanto que a populagao de leveduras foi afetada (P<0,01)

por inoculantes.

Tabela 3. Significancia (P-valores) dos efeitos testados e erro padrao da média (EPM)
para as variaveis do perfil fermentativo de silagens de soja colhidas (C) nos estagios
fenoldgicos R5 e R6, tratadas com inoculantes microbianos (I) e armazenadas por

diferentes periodos de fermentacéao (P) (3, 14, 30 e 60 d apds ensilagem).

ltem? P-valor EPM

Inoculante Colheita Periodo IxC IxP CxP IxCxP

pH <0,01 <0,01 <0,01 031 0,08 0,58 0,08 0,03
CHOs 0,26 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <O0,01 0,04 0,26
N-NHs <0,01 <0,01 <0,01 0,02 <0,01 <0,01 0,24 4,18

ENT <0,01 <0,01 <0,01 0,78 0,05 <0,01 <0,01 0,22

BAL 0,25 <0,01 <0,01 068 037 0,01 0,58 0,04
LEV <0,01 0,07 <0,01 085 0,31 <0,01 0,17 0,08
FUN 0,14 0,61 <0,01 036 0,55 <0,01 0,09 0,16

'CHOs = Carboidratos sollveis em agua;
N-NHs = Nitrogénio amoniacal;

ENT = Enterobactérias;

BAL = Bactérias acido laticas;

LEV = Leveduras;

FUN = Fungos filamentosos.
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Na Figura 2 estdo dispostos os desdobramentos da interagdo entre | x C x P
para CHOs residuais, fixando-se a interagcdo C x P, e observando-se efeito de
inoculante em cada periodo de fermentacao dentro de cada estagio fenoldgico. O teor
de CHOs residuais da silagem de soja colhida no estagio R5 diferiu entre os
inoculantes, apenas aos 14 d de fermentagado, observando-se maior teor de CHOs
residuais na silagem tratada com IC (7,22 g/kg MS) comparado as demais (Figura 2a).
No entanto, para a soja colhida no estagio R6, observou-se efeito de inoculante
apenas aos 3 d de fermentacao, com maior valor na silagem tratada com ISO (14,09

g/kg MS) (Figura 2b).

(a)
18 1 R5 estagio
16 + BECONT 2ISO aIC

Carboidratos soluveis (g/kg MS)

3 14 30 60
Periodo fermentacao (dias)

(b)
R6 estagio
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18 -
16 -
14 -
12 -
10 -

Carboidratos soluveis (g’kg MS)

o N OB 00
I | | | |

3 14 30
Periodo fermentacao (dias)
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Figura 2. Concentracbes de carboidratos soluveis em agua (CHOs) residuais de
silagens de soja em funcao de inoculantes microbianos dentro de cada periodo de
fermentacao para soja colhida nos estagios fenolégicos R5 (a) e R6 (b). MS = Matéria
seca; CONT = Controle (sem inoculante); ISO = Cepa AV14.17 — Lactiplantibacillus
pentosus; IC = Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®, Brasil). Médias com

letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Verificou-se maior populagcdo de ENT (P<0,01) (> 6 log ufc/g) no 32 dia apds
fechamento do silo, em ambos os estagios de colheita (R5 e R6), cuja populagéo foi
mais baixa com I1SO, aos 3 e 30 dias apds fechamento do silo, ndo sendo detectada
aos 60 dias de fermentagdo em silagem de plantas de soja no estagio R5 (Figura 3a).
No entanto, para a soja colhida no estagio R6, a silagem tratada com ISO apresentou

menor contagem de ENT em relagédo as demais apenas aos 60 d (Figura 3b).
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Figura 3. Populagbes de enterobactérias em silagem de soja em fungao de inoculantes
microbianos dentro de cada periodo de fermentagéo para soja colhidas nos estagios
fenolégicos R5 (a) e R6 (b); CONT = Controle (sem inoculante); ISO = Cepa AV14.17
— Lactiplantibacillus pentosus; IC = Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®,

Brasil). Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Para a varidvel N-NHs, ao se estudar a interacdo | x C, verificou-se menor
concentragcao na silagem ISO em ambos estagios de colheita (Figura 4a). O teor de
N-NHs (P<0,01) variou entre os estagios de colheita durante o periodo de fermentagéo.

Porém, aos 60 dias de fermentag&o verificou-se maior teor de N-NHs no estagio R5
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(Figura 4b). No estudo da interagéo | x P, observou-se menor concentragédo de N-NHs

para a silagem tratada com ISO, aos 30 e 60 d de fermentacao.
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Figura 4. Concentragdes de nitrogénio amoniacal (N-NHs) de silagens de soja em
fungéo de inoculantes microbianos dentro de cada estagio fenologico de colheita (R5
e R6) (a), em fungédo de estagio fenoldgico de colheita dentro de cada periodo de
fermentacao (b) e em funcédo de inoculantes microbianos dentro de cada periodo de
fermentacdo (c). CONT = Controle (sem inoculante); ISO = Cepa AV14.17 -
Lactiplantibacillus pentosus; IC = Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®,

Brasil). Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).
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A silagem tratada com ISO apresentou menor pH comparada a silagem CONT
(Figura 5a), que foi mais baixo na silagem de soja colhida no estagio R5 comparado
ao obtido em R6 (Figura 5b). Além disso, o pH variou ao longo do periodo de

fermentacao (Figura 5c).
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Figura 5. Valores de pH em fungao de inoculantes microbianos (a), estagio de colheita
(b) e periodos de fermentacdo (c) de silagens de soja. CONT = Controle (sem
inoculante); ISO = Cepa AV14.17 — Lactiplantibacillus pentosus; IC = Inoculante

comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®, Brasil); R5 e R6 = estagios fenolégicos na
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colheita. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey

(P<0,05).

As silagens inoculadas apresentaram menor populagéo de LEV (Figura 6a). As
populagbes de BAL, leveduras e de FUN, em ambos estagios de colheita foram

menores aos 60 dias de fermentagéo (Figura 6 b, c e d).
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Figura 6. Populagbes microbianas em silagem de soja aditivada com inoculante
microbiano em fungdo do efeito de inoculante para leveduras (a), interacdao entre

estagio de colheita x periodo de fermentacdo para bactérias acido laticas (b),
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interacdo entre estagio de colheita x periodo de fermentagédo para leveduras (c) e
estagio de colheita x periodo de fermentacao para fungos (d). CONT = Controle (néo
inoculado); I1ISO = Cepa AV14.17 — Lactiplantibacillus pentosus; IC = Inoculante
comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®, Brasil). Médias seguidas por letras distintas

diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Os acidos organicos das silagens aos 60 d de fermentagdo foram afetados
apenas pelo estagio de colheita, com maiores concentrac¢des de acidos latico (P<0,01)
e butirico (P=0,01), para a silagem de soja colhida em R5, e maiores concentracdes

dos acidos acético (P=0,02) e propibénico (P=0,01) no estagio R6 (Tabela 4).

Tabela 4. Efeitos de estagio de colheita e de inoculantes microbianos sobre a

concentragao de acidos organicos de silagens de soja aos 60 d de armazenamento.

Colheita Inoculante! P-valord
Média EPM?
Controle ISO IC [ C | x C

Acido latico (g/kg MS?)

RS 4,50 8,48 525 6,07A

0,62 0,24 <0,01 0,18
R6 3,09 2,78 2,71 2,86B
Média 3,79 563 3,98

Acido acético (g/kg MS)

RS 40,35 18,66 38,92 32,64B

3,43 0,51 0,02 0,08
R6 41,79 52,87 48,68 47,78A
Média 41,07 35,76 43,80

Acido propidnico (g’kg MS)

RS 18,61 10,76 13,16 14,18B 1,73 0,06 <0,01 0,32
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R6 24,09 20,84 22,60 22,52A

Média 21,35 13,30 17,88

Acido butirico (g/kg MS)

RS 28,45 25,82 29,76 28,01A

1,76 0,71 0,01 0,72
R6 21,92 18,64 17,94 19,50B
Média 25,18 22,23 23,85

'Inoculante: Controle = Sem inoculante, ISO = cepa AV14.17 — Lactiplantibacillus
pentosus, IC = Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®, Brasil); 2EPM = Erro
padrdo da média; 3P-valor = Probabilidade de efeitos para inoculante (1), colheita (C)
e interacdo | com C (I x C); “MS = Matéria seca. Médias seguidas por letras mailsculas
distintas nas colunas diferem pelo teste F de Fischer (P<0,05). Médias seguidas por

letras minusculas distintas nas linhas diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

3.2 Diversidade microbiana

A abundancia relativa da diversidade bacteriana foi influenciada pelos estagios
de colheita e inoculantes microbianos (Figura 7). Antes da ensilagem, nas plantas de
ambas maturidades, houve predominéncia dos géneros bacterianos Escherichia e
Sphigomonas e Escherichia, Sphigomonas, Aureimonas e Lactococcus, nos estagios
R5 e R6, respectivamente (Figura 7a). Nas silagens de soja, independentemente do
estagio de colheita houve presenca de bactérias do género Clostridium em todos 0s
tratamentos, seguido de menor participagdo dos géneros: Weissella,
Lactiplantibacillus, Ligilactobacillus, Enterobacter, Lactobacillus, Levilactobacillus e
Lactococcus.

Ao observar o efeito de inoculante, independentemente do estagio de colheita,

também foi detectada a presenca dos géneros bacterianos: Clostridium, Weissella,
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Lactiplantibacillus, Ligilactobacillus, Aureimonas, Enterobacter e Lactobacillus, com
propor¢cées semelhantes em cada um dos inoculantes avaliados (CONT, IC e I1SO)
(Figura 7b). Para a abundancia relativa em fungao do estagio de colheita, também foi
verificada elevada propor¢cdo de Clostridium, no estagio R5, constituindo
aproximadamente 25% do total, seguido em menor proporcdo de Weissella,
Ligilactobacillus, Enterobacter, Levilactobacillus e Pediococcus. Por outro lado, nas
silagens de soja colhidas no estagio R6 foi observada menor participagao do género

Clostridium, seguido de maior proporcao de Weissella e Ligilactobacillus (Figura 7c).
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Figura 7. Abundancia relativa da comunidade microbiana em nivel de género revelada
por amplificagdo do gene 16S rDNA de alto rendimento antes (Dia 0, planta) e apés
ensilagem da soja, em fungdo de inoculantes microbianos dentro dos estagios
fenolégicos, R5 e R6, apds ensilagem (a), em funcao do efeito de inoculante (b) e em
funcao do estagio fenoldgico de colheita (c). CONT, Controle (sem inoculante); ISO,
Cepa AV14.17 — Lactiplantibacillus pentosus; IC, Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4

(Lallemand®, Brasil).
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Com base nas analise de a-diversidade verificadas neste estudo, houve efeito
(P<0,05) para os indices de Shannon e de Chaoil em fungdo dos tratamentos
avaliados (Figura 8). As silagens de soja colhidas no estagio R6 apresentaram maior
indice de Shannon comparadas com as do estagio R5 (Figura 8c). As silagens de soja
colhidas no estagio R6 e inoculadas com ISO apresentaram maior indice de Chao1
(69 vs 52), enquanto que as silagens de soja controle, colhidas no estagio R5,
apresentaram menor indice de Chao1 (Figura 8d). De forma semelhante, em relagéo

ao efeito de estagio de maturidade, as silagens colhidas em R6 apresentaram maior

indice de Chao1, comparadas aquelas do estagio R5 (Figura 8f).
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Figura 8. Andlise de diversidade da comunidade bacteriana com base no indice de
Shannon (a, b, c) e Chao1 (d, e, f) em nivel de género revelada por amplificacao e
sequenciamento do gene 16S rDNA de alto rendimento em silagens de soja, em
fungéo de inoculantes microbianos dentro de dois estagios fenoldgicos de colheita, RS
e R6, aos 60 d apds ensilagem (a, d), em funcado do efeito de inoculante (b, €) e em
funcado da idade de rebrota (c, f). CONT, Controle (sem inoculante); 1ISO, Cepa
AV14.17 — Lactiplantibacillus pentosus; IC, Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4
(Lallemand®, Brasil). Médias seguidas por letras mintsculas distintas em cada coluna

do boxplot diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Houve efeito (P<0,01) para as andlises de B-diversidade com base nas
coordenadas de componentes principais (PCoA), com variagdo em cada eixo de
13,50% e 56,90%, e variagao total de 70,40% (Figura 9). Pode-se observar a formacéo
de grupos de tratamentos distintos, cada tratamento avaliado se distanciou dos

demais, exceto para os tratamentos CONT-R6 e IC-R6 que estao proximos entre si.

F-value: 4.0421; R-squared: 0.77108; p-value < 0.001
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Figura 9. Analise de coordenadas de componentes principais (PCoA) da comunidade
bacteriana a nivel de género para silagem de soja. Cores distintas conforme a legenda
da figura indicam a dispersao dos tratamentos experimentais. CONT-R5, silagem de
soja controle, sem inoculante colhida no estagio R5; IC-R5, silagem de soja com
Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®, Brasil) colhida no estagio R5; ISO-R5,
silagem de soja inoculada com isolado AV14.17- Lactiplantibacillus pentosus colhida
no estagio R5; CONT-R6, silagem de soja controle, sem inoculante colhida no estagio
R6; IC-R6, silagem de soja com Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®, Brasil)
colhida no estagio R6; ISO-R6, silagem de soja inoculada com isolado AV14.17-

Lactiplantibacillus pentosus colhida no estagio R6.

A abundancia diferencial de taxons foi alterada (P<0,01) em funcéo do efeito
de inoculantes na soja colhida em R5 e R6 (Figura 10). Observou-se maior
predominancia do género Pediococcus na silagem de soja inoculada com IC, no
estagio RS, seguido de diminuigdo dos géneros Lelliotia, Sphingomonas e Clostridium
(Figura 10b). Entretanto, ao comparar a abundancia diferencial de taxons entre CONT
vs ISO (Figura 10c), verificou-se maior abundancia dos géneros Pediococcus,
Lactiplantibacillus, Clostridium e Brevundimonas para a silagem CONT (Figura 10d).
Comportamento semelhante também foi verificado nas silagens de soja colhidas no
estagio R6, ao se comparar CONT vs IC e CONT vs ISO, com predominio do género

Pediococcus para a silagem CONT (Figura 10efgh).
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Figura 10. Estudo da abundéancia diferencial de taxons (ASVs) de silagens de soja em

funcéo do efeito de inoculante dentro de cada estagio fenoldgico. Volcano plot para
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juncdo das contagens das ASVs em funcao da comparagéao entre inoculante comercial
(IC) vs controle, sem inoculante (CONT) (a, c) e comparacao entre cepa AV14.17
Lactiplantibacillus pentosus (1ISO) vs CONT (e, g) nos estagios fenoldgicos R5 e R6,
respectivamente. Com pontos de corte superiores a (log2(FC) 21,5 e P-valor <0,001)
e pontos de corte inferiores (log2(FC) <1,5 e P-valor <0,001). O destaque dos géneros
e familias com diferenga significativa (positiva ou negativa) em cada comparagao,
entre IC vs CONT (b, d) e entre ISO vs CONT (f, h) nos estagios fenoldgicos R5 e R6,

respectivamente.

Ao comparar a abundancia diferencial de tdxons em fungdo do efeito de
inoculante, foi verificado diferenca (P<0,01) entre os inoculantes estudados (Figura
11a). Ao comparar CONT vs IC, observou-se aumento dos géneros Pediococcus e
Paucilactobacillus, ambos pertencentes a familia Lactobacilaceae, com diminuigéo
dos géneros Acetobacter, Atopobium e Caproiciproducens (Figura 11b). De forma
semelhante, também houve efeito (P<0,01) da abundéancia diferencial de tdxons entre
CONT vs ISO (Figura 11c), registrando-se aumento dos géneros Pediococcus,
Prevotella, Paucilactobacillus em detrimento da diminuicdo dos géneros Acetobacter,

Raoutella, Caproiciproducens e Enterobacter (Figura 11d).
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Figura 11. Estudo da abundéancia diferencial de taxons (ASVs) de silagens de soja em
fungéo do efeito de inoculante. Volcano plot para jungdo das contagens das ASVs em
funcdo da comparacdo entre inoculante comercial (IC) vs controle, sem inoculante
(CONT) (a) e comparacéo entre cepa AV14.17 Lactiplantibacillus pentosus (ISO) vs
CONT (c). Com pontos de corte superiores a (log2(FC) 21,5 e P-valor <0.001) e pontos
de corte inferiores (log2(FC) <1,5 e P-valor <0,001). O destaque dos géneros e
familias com diferencga significativa (positiva ou negativa) em cada comparacao, entre

IC vs CONT (b) e entre ISO vs CONT (d).

A abundancia diferencial de taxons diferiu (P<0,05) entre os estagios R5 e R6
(Figura 12a), com maior prevaléncia dos géneros bacterianos Prevotella,
Neoscardovia, Alopobium, Ligilactobacillus, Lentilactobacillus, Liquorilactobacillus,

Lacticaseibacillus e Leuconostoc, no estagio R5 (Figura 12b).
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Figura 12. Estudo da abundancia diferencial de taxons (ASVs) de silagens de soja em
funcéo cada estagio fenoldgico, R5 e R6. Volcano plot para juncédo das contagens das
ASVs em diferentes tratamentos e controles no estagio R5 comparados com a juncéo
das contagens das ASVs em diferentes tratamentos e controles no estagio R6 (a).
Com pontos de corte superiores a (log2(FC) 21,5 e P-valor <0,001) e pontos de corte
inferiores (log2(FC) <1,5 e P-valor <0,001). O destaque dos géneros e filos que
tiveram sua abundancia alterada (positiva ou negativa) nos estagios fenolégicos R5 e

R6 (b).

3.3 Composicdo quimica e digestibilidade in vitro

Na Tabela 5 sdo mostrados os dados da composicao quimica da silagem de
soja colhida em dois estagios de maturidade, em funcao de inoculantes microbianos,
apds 60 d de ensilagem. Houve efeito (P=0,04) de inoculante apenas para FDA. Foi
observado efeito de estagio de colheita (P<0,05) sobre as concentracbes de MS, PB,
EE, FDNcp, FDA, NIDA e CEL (Tabela 5), com mais altos valores para MS, PB e EE,
e mais baixos valores para FDNcp, FDA, NIDA e celulose, em silagens de soja no
estagio R6. Os conteudos de HEM e LIG nao foram afetados (P>0,05) pelos fatores

estudados, com valores médios de 130,63 e 72,23 g/kg MS, respectivamente.
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Tabela 5. Composi¢ao quimica da silagem de soja colhida nos estagios fenoldgicos

R5 e R6, aditivada com inoculantes microbianos aos 60 d de fermentagéo.

Colheita Inoculante! P-valor3
Média EPM?
Controle ISO IC I C | x C

Matéria seca (g/kg MN#)
R5 236,21 249,66 237,92 241,26B
3,08 0,08 <0,01 0,29
R6 264,03 267,22 265,44 265,56A

Média 250,12 258,44 251,68

Proteina bruta (g/kg MS9)
R5 177,48 172,89 181,72 177,37B
2,39 0,78 <0,01 0,09
R6 184,18 193,90 184,59 187,56A

Média 180,83 183,40 183,16

Extrato etéreo (g/kg MS)
R5 83,95 75,40 84,99 81,45B
3,57 0,55 <0,01 0,17
R6 113,37 113,18 107,14 111,23A

Média 98,66 94,29 96,06

FDNcp® (g/kg MS)
R5 44519 42426 448,97 439,47A
508 0,18 0,05 0,86
R6 426,85 411,05 423,93 420,61B

Média 436,02 417,66 436,45

Fibra em detergente acido (g/kg MS)
R5 309,35 298,75 312,75 306,95A

3,36 0,04 0,01 0,63
R6 301,59 279,29 303,74 291,87B

Média 305,47a 289,02b 303,74a
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NIDA7 (g/kg MS)

R5 3,13 3,05 2,83 3,01A

0,08 0,28 <0,01 0,33
R6 2,77 2,32 2,62 2,57B
Média 2,95 2,68 2,72

Hemicelulose (g/kg MS)
R5 135,84 125,51 136,22 132,53
2,62 0,79 045 0,35
R6 131,76 125,26 129,21 128,75

Média 130,55 128,64 132,72

Celulose (g/kg MS)
R5 232,35 229,84 238,19 233,46A
2,59 0,16 <0,01 0,53
R6 226,39 212,85 223,46 220,90B

Média 229,37 221,34 230,83

Lignina (g/kg MS)
R5 76,99 68,91 74,57 73,49
1,42 0,06 0,36 0,98
R6 75,20 66,45 71,26 70,97

Média 76,10 67,68 72,91

'Inoculante: Controle = sem inoculante, ISO = Cepa AV14.17 — Lactiplantibacillus
pentosus, IC = Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®, Brasil); 2EPM = Erro
padrdo da média; 3P-valor = Probabilidade de efeitos para inoculante (1), colheita (C)
e interagdo | com C (I x C); *“MN = Matéria natural; >°MS = Matéria seca; *FDNcp =
Fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e proteina; ‘NIDA = Nitrogénio
insoluvel em detergente acido; Médias seguidas por letras mailsculas distintas nas
colunas diferem entre si pelo teste F de Fischer (P<0,05). Médias seguidas por letras

minusculas distintas nas linhas diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).
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A Tabela 6 apresenta o valor nutritivo de silagens de soja e os efeitos de estagio
de colheita (C = R5 e R6), de inoculante (I = CONT, ISO e IC) e da interacao estagio
de colheita x inoculante, aos 60 d apds ensilagem. Verificou-se efeito de estagio de
colheita (P<0,01) sobre NDT, com maior valor (702,11) no estagio R6. Houve efeito
da interagao estagio de colheita x inoculante para CHO totais (P=0,05) e para DIVMS
(P=0,05). Destaca-se mais elevada DIVMS com ISO, em silagens de soja R5, e mais
altos valores de DIVMS de R6 em relacao a R5, com uso de todos os inoculantes. Nao
houve efeito para CNF e DIVFDN, apresentando valores médios de 213,30 e 291,14

g/kg MS, respectivamente.

Tabela 6. Valor nutritivo da silagem de soja, colhida nos estagios fenologicos R5 e R6,

tratada com inoculantes microbianos aos 60 d de fermentagéo.

Colheita Inoculante! P-valord
Média EPM?
Controle ISO IC I C | x C

Carboidratos totais (g/kg MS*)
R5 645,98Ab 663,30Aa 642,82Ab 650,70A
516 0,77 <0,01 0,05
R6 614,51Ba 606,59Bb 620,74Ba 613,94B

Média 630,25 634,94 631,78

CNFs (g/kg MS)
R5 211,93 249,65 20507 222,21

6,07 0,18 0,10 0,23
R6 198,33 205,81 207,41 203,85

Média 205,13 227,73 206,24

NDT® (g/kg MS)

RS 641,02 651,74 649,13 647,29B
7,43 0,36 <0,01 0,70
R6 694,86 716,83 694,64 702,11A
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Média 667,94 684,29 671,88

DIVMS7 (g/kg MS)
R5  404,39Bc 467,55Ba 423,49Bb 431,81
8,16 0,02 <0,01 0,05
R6  490,33Aa 493,60Aa 481,24Aa 488,38

Média 447,36 480,58 452,36

DIVFDNE (g/kg MS)
R5 273,65 283,77 269,06 27549
8,15 0,83 0,08 0,98
R6 308,45 311,16 300,75 306,78

Média 291,05 297,46 284,90

'Inoculante: Controle = sem inoculante; ISO = Cepa AV14.17 — Lactiplantibacillus
pentosus; IC = Inoculante comercial, Sil-All 4 x 4 (Lallemand®, Brasil); 2EPM = Erro
padrdo da média; 3P-valor = Probabilidade de efeitos para inoculante (1), colheita (C)
e interagdo | com C (I x C); “MS = Matéria seca; °CNF = Carboidratos nao-fibrosos;
SNDT = Nutrientes digestiveis totais; “DIVMS = Digestibilidade in vitro da matéria seca;
8DIVFDN = Digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro. Médias seguidas por
letras mailsculas distintas nas colunas diferem pelo teste F (P<0,05). Médias

seguidas por letras minusculas distintas nas linhas diferem pelo teste Tukey (P<0,05).

Discussao
3.1 Perfil fermentativo

E reconhecido que o pH em silagens de leguminosas estabiliza com valores
mais elevados, podendo atingir 4,3-4,5, quando ensiladas com 30-35% de MS (Kung
Junior et al., 2018), o0 que pode ser atribuido ao alto teor proteico e elevada capacidade
tampao dessas culturas. O pH das silagens avaliadas no presente estudo foi superior
a 5,0 o que reflete uma fermentacéo inadequada, embora valores dessa magnitude

nao sejam incomuns em silagens de leguminosas. Lima-Orozco et al. (2013) em
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trabalho de revisao, reportaram valores de pH maior que 5,0 para silagem de
diferentes espécies de leguminosas em Cuba.

A acidificacdo é essencial para a preservacdo da massa ensilada,
principalmente quando o teor de umidade € elevado, pois a acidez é capaz de prevenir
o desenvolvimento de microrganismos deterioradores, 0s quais s&0 menos tolerantes
as condigdes acidas do que as bactérias do acido latico (McDonald et al., 1991). Além
do alto teor proteico da soja planta-inteira e de sua elevada capacidade tampéao &
possivel que teores de MS e de CHOs de aproximadamente 30 e 6%,
respectivamente, abaixo daqueles valores considerados adequados para ensilagem,
conforme McDonald et al. (1991), possam ter contribuido para uma fermentagéo latica
deficiente, no nosso estudo, ndo possibilitando a estabilizagdo do pH em periodos
anteriores a 60 d de fermentagdo, que aumentou nos dois ultimos periodos de
fermentacao, atingindo o valor de 5,46, aos 60 d.

Valores de N-NH3/N total de 10-15%, para silagens de leguminosas ensiladas
com <30-35% MS, sédo considerados adequados (Kung Junior et al., 2018). Em nosso
estudo, todas as silagens avaliadas apresentaram valores inferiores ao limite superior
reportado por esses autores. Niveis de N-NHsz mais altos do que o normal, em silagens
de leguminosas Umidas, geralmente sdo resultado da atividade proteolitica de
clostridios (Kung Junior et al., 2018). E provavel que a alta abundancia do género
Clostridium, principalmente na soja colhida no estagio R5 (Figura 7c), possa ter
contribuido para uma protedlise mais intensa. Concentragées de N-NHs acima do
limite recomendado em silagens reduz o valor nutritivo da mesma, aumenta as perdas
de MS, bem como causa efeitos negativos sobre o consumo e desempenho animal

(Copani et al., 2016; Borreani et al., 2018).
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As silagens tratadas com ISO apresentaram menor concentragdo de N-NHs,
em ambos os estagios de colheita (R5 e R6), o que pode indicar efetiva atuacao da
cepa AV14.17 - Lactiplantibacillus pentosus na reducao da protedlise (Figura 4a).
Rosa et al. (2018) também verificaram menor concentracao de N-NHs em silagem de
soja tratada com inoculante microbiano.

Todas as silagens avaliadas apresentaram concentragées de &cido latico
inferiores aos valores usualmente encontrados para silagens de leguminosas (6-8%
da MS), conforme Kung Junior et al. (2018), em decorréncia das caracteristicas
prevalecentes da cultura, como alta capacidade tampao e baixos teores de MS (< 300
g/kg MS) e de CHOs (<80 g/kg MS), fatores estes que contribuem para o crescimento
de microrganismos indesejaveis na massa ensilada (Mustafa et al.,2007, Nkosi et
al.,2016b), o que pode explicar a mais alta concentragdo de acido acético e butirico
das silagens avaliadas no presente estudo, em comparagéo aos valores referéncias
de Kung Junior et al. (2018). Producbes altas de acido acético (> 30 g/kg MS)
provavelmente se devem a fermentagdes realizadas por BAL heterofermentativas e
ENT, enquanto que a presengca de acido butirico é indicativo de fermentacdes
clostridicas (Pahlow et al., 2003). Nayigihugu et al. (2002) e Nkosi et al. (2016b)
também verificaram altos teores de acido acético em silagens de soja, enquanto que
De Morais et al. (2021) verificaram elevado teor de acido butirico (> 40 g/kg MS) em
silagens de soja colhidas no estagio R6, com ou sem inoculante microbiano.

Bactérias do género Clostridium podem fermentar uma gama de substratos e,
dependendo do substrato utilizado, produzem &acido acético, acido butirico, N-NHs,
gas carbénico e também substancias que inibem o consumo de silagem, como as
aminas biogénicas: cadaverina, putrescina, histamina e tiramina (McDonald et al.,

1991; Kung Junior et al., 2018; Ogunade et al., 2018).
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Espécies do género Clostridium s&o raras em culturas forrageiras e originam-
se principalmente de contaminacao do solo e estercos (Woolford e Sawczyc, 1984;
Ogunade et al., 2018). Geralmente espécies deste género crescem em condi¢des
anaerobias no silo e sdo restritas a forragens umidas, isto é, aquelas com mais de
70% de umidade, embora o conteudo de umidade acima deste valor ndo signifique
que a fermentagéao clostridica possa ocorrer (McDonald et al., 1991).

As enterobactérias sao intolerantes ao pH acido, sendo praticamente inibidas
em pH < 4,5 (Kung Junior et al., 2015). O crescimento de ENT é suprimido e sua
detecgdo é baixa (< 2 log ufc/g) em condicbes de anaerobiose e pH abaixo de 4,5
(Pahlow et al., 2003). No presente estudo, apenas a populacdo de ENT na silagem
ISO, colhida no estagio R6, apresentou contagem abaixo deste valor, embora com pH
superior a 5,0 0 que pode sugerir que somente o0 pH ndo é capaz de inibir esse grupo
microbiano. Além de produzirem acido acético, esses microrganismos também podem
utilizar compostos nitrogenados e produzirem N-NHs, acido malico e citrico, o que
aumenta ainda mais a capacidade tampao da silagem, dificultando o abaixamento do
pH (Pahlow et al., 2003; Muck, 2010).

A diminuicdo do crescimento de LEV em funcdo do periodo de fermentagéo,
provavelmente se deve a maior produgao de acido acético, que possui capacidade
antifingica (Kung Junior et al., 2018; Avila e Carvalho, 2020). Gandra et al. (2018)
avaliaram as caracteristicas fermentativas de silagens de soja inoculadas com
Lactiplantibacillus plantarum + Propionibacterium acidipropionici e verificaram redugao
significativa (P=0,021) na contagem de LEV da silagem tratada em relacdo ao
controle.

Apesar da populagdo de BAL, em plantas de soja colhidas nos dois estagios de

colheita, ser superior aquela de 10° ufc/g de forragem preconizada por Muck (1996),
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como minimo necessario visando minimizar as perdas ao longo da fermentagcao, em
funcao da fermentagao latica na silagem, isto nao se refletiu em eficiente fermentagéo

latica no nosso estudo, em decorréncia dos fatores restritivos ja reportados.

3.2 Diversidade microbiana

As condigdes ambientais em que a planta é cultivada influencia a composicéo
da sua microbiota epifitica in natura, antes da ensilagem (Ni et al., 2017; 2018), o que
pode explicar a influéncia de estagio de colheita e de inoculante microbiano sobre a
abundancia relativa da diversidade bacteriana da soja planta-inteira antes da
ensilagem.

A abundéancia de bactérias do género Escherichia em plantas de ambos
estagios de colheita, deve ser ressaltada. Bactérias desse género sao deletérias a
saude humana e animal, e possuem distribuicdo endémica, sendo encontradas nos
mais diversos tipos de ambientes, como no solo, intestino de animais e humanos,
sendo este género bacteriano considerado o mais comum como fonte de
contaminacao em alimentos de origem animal e vegetal (Ogunade et al., 2018). Por
outro lado, o género Lactococcus, comumente encontrado em forragens in natura, é
benéfico para o processo de ensilagem, pois além de produzir acido latico, que
contribui para a acidificagcdo e conservacao da massa ensilada, tem atuagcao mais
proeminente no inicio do processo fermentativo (Zeng et al., 2020).

Com base nos resultados observados para a abundéancia relativa nas silagens
de soja, € evidente que o0 género Lactiplantibacillus ndo foi predominante, enquanto
que outros géneros bacterianos se sobressairam. Esses resultados podem ser devido
ao elevado pH (> 4,5) associado ao baixo teor de MS, e baixa produgédo de acido

latico, 0 que contribuiu para que outros géneros bacterianos se sobressaissem sobre
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a microbiota da silagem, independentemente do estagio de colheita e do uso de
inoculante microbiano (Ni et al., 2017). Em silagens em que o pH se estabiliza mais
alto (> 4,5), é comum a ocorréncia dos géneros bacterianos Leuconostoc,
Lactococcus, e, quando as condigdes de acidez ndo sdo alcangadas, também
observa-se a presenca de enterobactérias e de clostridios (Woolford e Pahlow, 1998).

Cabe destacar, também, a presenca do género Clostridium em todas as
silagens avaliadas, principalmente naquelas de plantas colhidas no estagio R5, com
abundancia de aproximadamente 25%. Espécies do género Clostridium sao raras em
culturas forrageiras e originam-se principalmente de contaminag¢ao do solo e estercos,
conforme ja reportado.

A planta em condi¢cdes de campo possui uma populagdo microbiana epifitica
equilibrada, mas quando esse ecossistema é alterado, como na ensilagem,
geralmente ocorre reducao da diversidade, devido as condi¢ées do meio anaerdbio e
acido, o que limita o desenvolvimento dos géneros anteriormente presentes na planta
in natura, fazendo com que na silagem prevalegam os géneros bacterianos resistentes
e adaptados a tais condi¢des. No entanto, em silagens mal fermentadas, a diversidade
microbiana é diversificada e com baixa abundancia de BAL (Kraut-Cohen et al., 2016).

O maior valor para o indice de Chao1, nas silagens de soja inoculadas. Isso,
sugere que o inoculante néo foi efetivo em competir com a microbiota epifitica da soja,
possibilitando a atuagdo de outros géneros bacterianos e resultando em baixa
abundancia relativa do género Lactiplantibacillus (Kraut-Cohen et al., 2016).

A presenca dos géneros Weissella, Ligilactobacillus e Levilactobacillus no
presente estudo, provavelmente explicam a alta concentragdo de &cido acético das
silagens, uma vez que esses géneros apresentam bactérias heterofermentativas

facultativas, que além de produzirem acido latico e acético, também podem
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metabolizar o &cido latico a 4cido acético, em condicdes de deficiéncia de CHOs (He
et al., 2019).

A abundancia diferencial entre taxons comprova que mesmo o inoculante ISO
tendo apresentado melhorias nas caracteristicas fermentativas nas silagens de soja,
em ambos os estagios de colheita, a sua capacidade de predominar sobre a
microbiota epifitica ndo foi alcangada, devido a sua baixa participagao na abundéancia
relativa, em decorréncia da participacao de outros géneros de BAL. A predominancia
do género Pediococcus nas silagens CONT, baseada na andlise de abundancia
diferencial entre taxons, possivelmente se deve a atuagédo de espécies dominantes
pertencentes a esse género, que constituem a microbiota epifitica da soja e se
sobressairam em relagcao demais géneros durante fermentagao espontanea da massa

ensilada (Fabiszewska et al., 2019).

3.3 Composicao quimica e digestibilidade in vitro

As alteracbes na composicdo quimica das silagens de soja, colhidas nos
estagios R5 e R6, se devem as diferencas nas propor¢des de gréaos e componentes
vegetativos (folhas, hastes e caule). Em culturas como a soja, o avango da maturacéo
proporciona aumento do valor nutritivo, devido ao desenvolvimento das vagens e
enchimento de graos, que séo ricos em proteina e energia (Asekova et al., 2014;
Gobetti et al., 2011; Oliveira et al., 2016). Isto explica os maiores teores de PB e EE e
os menores teores de FDN e FDA, em silagens de plantas colhidas no estagio R6.

O maior teor de NDT e o mais elevado coeficiente de DIVMS da silagem de
soja colhida no estagio R6, independentemente do inoculante, se deve a maior
participacao de grdos, como também os maiores teores de PB e de EE. O aumento

do teor de NDT esta diretamente associado ao maior valor energético da silagem
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colhida no estagio R6, devido ao seu maior teor de EE, que é 2,5 vezes mais
energético do que carboidratos e proteinas (Vargas-Bello-Pérez et al., 2008; Gobetti
et al., 2011; Asekova et al., 2014; Ghizzi et al., 2020).

Kawamoto et al. (2013) avaliaram a degradabilidade in situ de silagens de soja
colhidas nos estagios R6 e R7, e ndo encontraram diferencas entre os estagios de
colheita, que apresentaram valor médio de 600 g/kg, para degradabilidade efetiva da
MS. Os autores justificaram essa auséncia de efeito a presenga dos graos, que ja

estavam desenvolvidos em ambos os estagios.

Conclusoes
O perfil fermentativo, a diversidade microbiana e o valor nutritivo de silagens de

soja variam em funcao do estagio de colheita, bem como pelo uso de inoculante
microbiano, embora a fermentacdo predominante tenha sido tipicamente acética,
possivelmente devido a presenca dos géneros Weissella, Ligilactobacillus e
Levilactobacillus nas silagens. Quanto a diversidade microbiana, destaca-se a
presenca do género Clostridium em todas as silagens avaliadas, 0 que pode também
ter comprometido a fermentagdo da massa ensilada. Portanto, recomenda-se a
colheita da soja para producao de silagem no estagio R6, associado a aplicacédo de
inoculante microbiano, por promover melhorias nas caracteristicas fermentativas,
como reducao na concentracao de N-NHs e pH, melhorar a digestibilidade in vitro da

matéria seca, bem como proporcionar maior rendimento de matéria seca por area.
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CAPITULO Il - EFEITO DE Lentilactobacillus buchneri EM CANA-DE-ACUCAR
ENSILADA COMO RACAO EM MISTURA TOTAL SOBRE AS CARACTERISTICAS
FERMENTATIVAS, ESTABILIDADE AEROBIA, CONSUMO E PARAMETROS

RUMINAIS DE BOVINOS DE CORTE

Capitulo formatado de acordo com o periédico cientifico: Journal of Animal Science,

exceto a disposicao de tabelas e figuras

Resumo

Foram avaliados os efeitos da ensilagem da cana-de-aglcar exclusiva (SC) ou na
forma de racdo em mistura total (RMT), com Lentilactobacillus buchneri (LB) ou sem
(CTRL) sobre a composi¢ao quimica, perfil fermentativo e estabilidade aerdbia (EA)
(Experimento 1), consumo, digestibilidade, parametros ruminais, balanco de
nitrogénio (BN) e sintese de proteina microbiana (PMic) em bovinos de corte
(Experimento 2). A cana-de-agucar foi processada e aditivada com LB 40788 LalSil
Cana (Lallemand®, Brasil) [3 x 10° unidades formadoras de coldnia (ufc) g'; LB] ou
agua destilada [5 mL kg'; (controle, CTRL)] e ensilada. A RMT foi composta por farelo
de milho, farelo de soja, ureia e nucleo vitaminico-mineral, com relagdo volumoso:
concentrado de 30:70, base da matéria seca (MS), com ou sem LB. No experimento
1 foi usado um delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema
fatorial, sendo o primeiro fator tipo de silagem (SC ou RMT) e segundo fator inoculante
(CTRL ou LB), com cinco repeti¢cdes por tratamento, enquanto que no experimento 2
foi adotado o delineamento em quadrado latino 4 x 4, em esquema fatorial 2 x 2, para
tipo de silagem (SC ou RMT) e inoculante (CTRL ou LB). Houve efeito da interacédo

silagem x inoculante (P < 0,05) sobre carboidratos soluveis em agua (CHOs), pH,
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leveduras (LEV), bactérias acido laticas (BAL) e perdas de matéria seca (PMS). Foram
observadas menores (P < 0,05) populacbes de LEV e de BAL, bem como PMS nas
silagens RMT, tanto na auséncia como na presenga do inoculante. Silagens tratadas
com LB apresentaram valores mais baixos de pH que silagem exclusiva de cana ou
na forma de RMT. Verificou-se efeito (P < 0,001) de silagem e tendéncia (P = 0,0582)
de inoculante sobre a EA. No experimento 2, foi observado efeito (P < 0,05) de
inoculante sobre o consumo de MS e de nutrientes digestiveis totais (NDT). Observou-
se efeito (P < 0,05) de silagem sobre os consumos de matéria organica (MO), fibra
insoluvel em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp), amido,
extrato etéreo (EE) e carboidratos nao-fibrosos (CNF), com maiores valores nas dietas
a base de RMT ensilada. Foi observado maior digestibilidade aparente (P < 0,05) de
MS, MO, amido e CNF em dietas a base de RMT ensilada, bem como menores valores
de excregdo de amido fecal (P < 0,01), pH ruminal (P < 0,01) e N-NHs ruminal (P <
0,05). Foi observada maior (P < 0,05) sintese de PMic em dietas a base de RMT
ensilada. A ensilagem da cana-de-agucar na forma de RMT proporciona maior
digestibilidade de MS, MO, CNF e de amido, bem como maior eficiéncia microbiana e
menor excrecdo de amido fecal. Portanto, baseado no exposto, conclui-se pela

ensilagem da cana-de-agucar na forma RMT, com uso de inoculante microbiano.

Palavras-chave: amido digestivel, etanol, levedura, perdas, valor nutritivo

Abreviacoes: SC, silagem de cana-de-agucar; SRMT, silagem de racdo em mistura
total; LB, Lentilactobacillus buchneri; CTRL, controle; EA, estabilidade aerdbia; BN,
balanco de nitrogénio; PMic, sintese de proteina microbiana; ufc, unidades formadoras

de colbnia; CHOs, carboidratos soluveis; LEV, leveduras; BAL, bactérias acido laticas;
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RMS, recuperacdo de matéria seca; FDNcp, fibra insoluvel em detergente neutro
corrigida para cinzas e proteina; MS, matéria seca; MO, matéria organica; PMS,
perdas de matéria seca; AL, acido latico; AA, acido acético; AP, acido propidnico; UFV,
Universidade Federal de Vigosa; DP, desvio padrdo; MN, matéria natural; ENT,
enterobactérias; FUN, fungos filamentosos; MRS agar, De Man, Rogosa & Sharpe;
VRB agar, Violet Red Bile Agar; DRBC &gar, Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol
Base Agar; PCm, peso corporal médio; peso vivo (PV); NDT, nutrientes digestiveis
totais; CNF, carboidratos nédo-fibrosos; MM, matéria mineral; EE, extrato etéreo; FDA,
fiora em detergente acido; NIDA, nitrogénio insolivel em detergente acido; N,
nitrogénio; PA, purinas absorvidas; DP, derivados de purina; EfMic, eficiéncia de

sintese de proteina microbiana

Introducao

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) € uma fonte de volumoso
tradicional, utilizada na alimentagdo de ruminantes em condi¢des tropicais devido a
sua alta produtividade de MS por area (30-50 t MS ha'), com adequado valor nutritivo
na época de colheita, o que desperta interesse entre os fazendeiros (Voltolini et al.,
2012; De Carvalho et al., 2014; Silva et al., 2018). Para facilitar o manejo da cultura,
tem sido recomendado sua ensilagem visando aumentar a eficiéncia de uso da area,
evitar cortes diarios, acamamento, diminuir riscos de incéndios, bem como facilitar a
logistica e operacionalidade da fazenda (Pedroso et al., 2005; Pedroso et al., 2008;
Daniel et al., 2016).

Contudo, a ensilagem exclusiva da cana-de-agucar proporciona elevada PMS
(> 40% MS), devido ao seu alto teor de CHOs (> 400 g kg' MS) e elevada populagao

epifitica de LEV (Pedroso et al., 2008; Avila et al., 2014), resultando em alta producao
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de etanol, boa parte € volatilizado na fase aerdbia, apds a abertura do silo (McDonald
et al., 1991; Daniel et al., 2013).

Dessa forma, a fermentacéo alcodlica no processo de ensilagem da cana-de-
acucar além de ser indesejavel deve ser mitigada. Varios aditivos quimicos ou
microbianos tem sido utilizados visando inibir fermentac¢des indesejaveis e aumentar
a EA de silagens dessa cultura (Pedroso et al., 2008; Avila et al., 2014; Silva et al.,
2018). Dentre os inoculantes microbianos, o L. buchneri destaca-se como um dos
microrganismos mais pesquisados em todo mundo, em busca de reduzir a
fermentacao alcoodlica e de aumentar a estabilidade aerdbia de silagens. Arriola et al.
(2021) em estudo de meta-analise em silagens de diferentes culturas inoculadas com
L. buchneri reportaram um dos menores incrementos na estabilidade aerdbia de
silagens de cana-de-agucar (19 h). Isto, se deve provavelmente a maior preservacao
de carboidratos soluveis em agua nas silagens tratadas com L. buchneri (Rabelo et
al.,, 2019). No entanto, Gomes et al. (2021) verificaram que a cepa 40788 de L.
buchnerifoi eficaz em estender a estabilidade aerdbia de silagem de cana-de-agucar,
além de melhorar a preservacéo de nutrientes durante a fermentacao.

Em busca de melhorar o valor nutritivo da cana-de-agucar e reduzir as perdas
durante a fermentacéo, sua ensilagem na forma de RMT pode ser uma alternativa
interessante, cujo processo consiste na mistura prévia e ensilagem de todos os
ingredientes que compdem a dieta (Cao et al., 2010; Chen et al., 2016; Clemmons et
al., 2021). A confecgéo de silagem de RMT € comum em varios paises (Japao, China,
EUA, ltalia e Tailandia) e recentemente seu uso vem crescendo no Brasil (Macédo et
al., 2018; Miyaji e Nonaka, 2018; Nair et al., 2020; Dong et al., 2021; Lazzari et al.,
2021). Pesquisas demostraram que na producao de silagem de RMT pode-se utilizar

coprodutos da agroindustria e forragens de elevada umidade, contribuindo para
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reduzir perdas e aumentar a EA (Cao et al., 2011; Dong et al., 2021), bem como
melhorar a digestibilidade total dos nutrientes, principalmente do amido (Miyaji et al.,
2017). Além disso, proporciona ganhos em eficiéncia alimentar, devido a menor
emissdo de CH4, maior digestibilidade do amido e maior retengéo de energia no animal
(Miyaji e Nonaka, 2018; Subepang et al., 2019).

A nossa hipétese é que a cana-de-agucar ensilada na forma de RMT
proporciona ganhos em estabilidade aerébia e maior eficiéncia alimentar. No Brasil,
séo incipientes estudos envolvendo a avaliagdo da cana-de-agucar ensilada na forma
de RMT, bem como seu uso na alimentagéo animal. Desta forma, objetivou-se com o
presente estudo avaliar o consumo e a digestibilidade dos nutrientes em bovinos de
corte alimentados com dietas contendo cana-de-acucar ensilada ou ndo como RMT,
tratadas com L. buchneri, bem como avaliar o perfil fermentativo e a estabilidade

aeroObia dessas silagens.

Material e Métodos
Ambos os experimentos 1 e 2 foram realizados na Unidade de Ensino,

Pesquisa e Extensao em Nutricdo e Producdo de Ruminantes e as analises quimicas
no Laboratoério de Forragicultura e Microbiologia da Silagem, ambos pertencentes ao
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vicosa, Minas

Gerais, Brasil.

Uso e manejo animal
Os procedimentos para o uso e manejo dos animais utilizados neste estudo
foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da

UFV (protocolo # 032 / 2021) e também seguiram as diretrizes internacionais para
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experimentacao animal ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments)

(Kilkenny et al., 2014).

Experimento 1: Perfil fermentativo, composicao quimica e estabilidade aerdbia
de cana-de-acucar ensilada ou nao na forma de RMT, inoculada com

Lentilactobacillus buchneri

Colheita da cana-de-acucar, preparo da RMT, ensilagem e delineamento
experimental

A cana-de-acgucar foi colhida de forma manual em um canavial ja estabelecido
aos 18 meses apos rebrota em Outubro de 2020. A cana apresentou teor médio de
280 + 4,84 g MS kg matéria natural (MN)'; média + desvio padrédo (DP) e 19,5 + 1,2°
Brix. Em seguida, o material foi processado em tamanhos de particulas de £ 10 mm
em maquina forrageira estacionaria (JF-60, JF-Maquinas®, Itapira-SP, Brasil)
acoplada em tomada de poténcia do trator (Valtra / Valmet 785®, Mogi das Cruzes-
SP, Brasil).

Foi usado um delineamento inteiramente casualizado arranjado em um
esquema fatorial (2 x 2), sendo dois tipos de silagem [silagem de cana-de-agucar (SC)
e silagem de ragdo em mistura total (RMT)], com ou sem (CTRL) inoculante
microbiano (LB), com cinco repeticdes por tratamento.

Utilizou-se o inoculante comercial LalSil Cana a base de Lentilactobacillus
buchneri (LB; NCIMB 40788 Lallemand®, Aparecida de Goiéania-GO, Brasil) [3 x 10°
ufc g''; LB]. O inoculante foi diluido em 50 mL de dgua destilada e aplicado em pilhas
individuais de 10 kg MN com borrifadores manuais, sendo aplicado o mesmo volume

de agua destilada no tratamento controle. Para a confecgcdo da RMT realizou-se a



131

mistura dos ingredientes, farelo de milho, farelo de soja, ureia/sulfato de aménio (9:1),
nucleo mineral-vitaminico [(Agroceres®, Brasil) Confinatto-N210™, contendo: 200 g
kg' Ca; 24 gkg' P; 59,3 g kg’ Na; 23 gkg'S;5gkg’ Mg; 8,2 mg kg™ Co; 560 mg
kg Cu; 240 mg kg F; 28 mg kg™ I; 1.120 mg kg™ Mn; 5,6 mg kg™ Se; 1.680 mg kg
Zn; 5,6 mg kg' Se; 59.140 Ul kg Vit. A; 10.000 ufc kg™' Saccharomyces cerevisiae;
1.000 mg kg' Monensina sédica] com a cana-de-aglcar in natura. O material foi
ensilado em baldes plasticos (Jaguar Embalagens®, Jaguaritna-SP, Brasil) de 10 L
(25 cm diametro x 25 cm altura) previamente pesados (peso vazio) e compactado
manualmente, adotando-se uma densidade + 700 kg MN m3. Os baldes foram
vedados com fita adesiva 45 mm (3M-5802, Scotch®, Sumaré-SP, Brasil), pesados
(peso cheio inicial) e armazenados a temperatura ambiente até o momento da
abertura. Na Tabela 1 sdo mostrados a composigdo quimica e a populagéo de

microrganismos nos diferentes tratamentos, antes da ensilagem.

Tabela 1. Caracterizacdo da composi¢cdo quimica e microbiolégica dos tratamentos

experimentais antes da ensilagem.

ltem Tratamentos experimentais’

SC-CTRL SC-LB RMT-CTRL RMT-LB

pH 5,83 6,06 6,09 6,06

Matéria seca (g kg™' MN?) 280,36 284,15 533,33 539,59

Concentracéo (g kg' MS?®)

Matéria mineral 15,86 17,41 30,21 34,58
Matéria organica 984,14 982,59 969,79 965,42
Proteina bruta 27,80 27,45 131,49 128,66

Extrato etéreo 17,77 14,14 31,44 31,00
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Amido - - 453,50 449,80
Fibra em detergente neutro 584,19 514,49 209,82 252,16
FDNcp* 551,77 486,48 182,51 225,16

Fibra em detergente acido 258,55 259,01 93,03 111,19

NIDA® 0,35 0,31 0,54 0,59
Lignina 107,00 105,10 39,66 34,77
Carboidratos soluveis 383,74 421,84 132,38 108,45

Populagdes microbianas (Log ufc g forragem)®

Enterobactérias 5,19 5,30 5,16 5,21
Bactérias acido laticas 5,85 5,85 5,31 5,31
Leveduras 5,88 5,79 6,13 6,04
Fungos filamentosos 4,86 5,03 5,17 5,08

'SC-CTRL, Cana-de-agucar controle “sem inoculante”, e o concentrado ofertado no
momento do trato; SC-LB, Cana-de-agucar inoculada (LalSil Cana Lentilactobacillus
buchneri NCIMB 40788. Lallemand®, Brasil) e o concentrado ofertado no momento
do trato; RMT-CTRL, Racao em mistura total controle “sem inoculante”; RMT-LB,
Racédo em mistura total inoculada com LB; 2MN, Matéria natural; SMS, Matéria seca;
“FDNcp, Fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina; °NIDA,
Nitrogénio insollivel em detergente acido; 6Log ufc g forragem, Unidade logaritmica

de unidade formadora de col6nia g™ forragem.

Perfil fermentativo e estabilidade aerdbia
Amostras de 25 g da planta e das silagens ap6s 60 dias de fermentacao foram
homogeneizadas em 225 mL de solugdo de Ringer's solution estéril (Oxoid™,

Hampshire, Inglaterra) em liquidificador industrial (1 min). O extrato aquoso foi dividido
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em duas aliquotas: Uma aliquota foi usada para medi¢éo do pH, com potenciémetro
digital (W38 / Tecnal®, Sao Paulo-SP, Brasil). Apés, 20 mL do extrato aquoso foi
filtrado e acidificado com H2SO4 1:1 (armazenados a -20 °C) para posteriores analises
das concentragbes de carboidratos soluveis em agua por meétodo colorimétrico
(Nelson, 1944), amdnia, pelo método fenol-hipoclorito (Okuda et al., 1965) e acidos
organicos (acido latico, acido acético, acido butirico, acido propidnico, 1,2-propanodiol
e etanol) (Siegfried et al., 1984).

A segunda aliquota do extrato aquoso foi usada para quantificagdo das
populagdes de enterobactérias (ENT), BAL, LEV e fungos filamentosos (FUN). Foram
realizadas diluigdes seriadas 10" a 10°. Em seguida, foi realizado o plaqueamento em
placas de Petri estéreis (método pour-plate) em meios de cultura. Foi utilizado o MRS
agar (De Man, Rogosa & Sharpe, Merck®, Darmstadt, Alemanha) para o cultivo de
BAL (37 °C / 48 h), VRB agar (Violet Red Bile Agar, Oxoid™, Hampshire, Inglaterra)
para o cultivo de ENT (37 °C / 24 h) e DRBC agar (Dicloran Rosa Bengala
Cloranfenicol Base Agar, Oxoid™, Hampshire, Inglaterra) para cultivo de LEV (25 °C
/ 72 h) e de FUN (25 °C / 120 h). Para contagem das popula¢des microbianas
considerou-se o intervalo de ufc entre 25 a 250 (American Public Health Association,
2015).

Apos 60 dias de ensilagem os baldes foram abertos e pesados, uma amostra
de 2 kg de silagem retornou aos baldes que foram cobertos por uma camada de tecido
de naylon para avaliagdo da EA. Os baldes foram armazenados em sala com
temperatura ambiente constante (+ 22 °C), e no centro da massa da silagem foi
inserido um data-logger (Cryopark iMINI™  Cryopark Company Inc., VA, USA) para
mensuragao da temperatura, a cada 10 min durante sete dias. Dois data-loggers foram

distribuidos na sala para mensuragdo da temperatura ambiente. A EA foi definida
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como o numero de horas que a silagem permaneceu estavel antes da temperatura da
mesma elevar 2 °C acima da temperatura ambiente (Kung Junior et al., 2003).

As PMS foram quantificadas por diferenca de pesagem dos baldes. A
recuperacao de MS (RMS) foi calculada de acordo com Zanine et al. (2006) pela
equacdo: RMS (g kg™' de MS) = [(MVfo x MSfo) / (MSi x MSsi)] x 100 Onde: RMS (g
kg de MS): Recuperacéo de MS em porcentagem; MVfo: Massa Verde de forragem
(kg) antes da ensilagem; MSfo: MS forragem (%) antes da ensilagem; MSi: Massa da
Silagem (kg) antes da abertura dos silos; MSsi: MS da Silagem (%) na abertura dos

silos.

Experimento 2. Consumo, digestibilidade e parametros da fermentacao ruminal
em bovinos de corte recebendo cana-de-acucar ensilada ou nao como racao em

mistura total

Dietas e animais

Além da ensilagem em baldes plasticos para avaliagdo das caracteristicas
fermentativas e ensaio de EA, os ingredientes também foram ensilados 2 t' de cada
tratamento (SC-CTRL, SC-LB, RMT-CTRL e RMT-LB) em manilhas de concreto com
capacidade de 1 m3para o ensaio de consumo e digestibilidade com bovinos de corte.
Apo6s a compactacao, cada manilha foi vedada com filme plastico de polietileno dupla
face com 200 micras (Lonax, PaperPlast™, Belo Horizonte-MG, Brasil), envolta com
arame de zinco 1,24 mm (BWG18, Gerdau®, Ouro Branco-MG, Brasil) e acrescido de
10 cm de areia para protecao do filme plastico.

Foram utilizados quatro novilhos da raga Nelore, ndo-castrados, fistulados no

rumen, peso corporal médio (PCm) de 280 + 16 kg e idade média de 14 £ 2 meses no
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inicio do ensaio. Os animais foram previamente tratados com medicamentos contra
ecto e endoparasitas e alojados em baias individuais cobertas, com piso cimentado,
dispostas de comedouro e bebedouro, com ingestao voluntaria e livre acesso a agua.
Foi usado o delineamento em quadrado latino 4 x 4, com quatro animais, quatro dietas
e quatro periodos experimentais, em esquema fatorial 2 x 2 sendo dois tipos de
silagem [silagem de cana-de-agucar (SC) e silagem de racao em mistura total (RMT)],
com ou sem (CTRL) inoculante microbiano (LB). A silagem de RMT foi composta por
cana-de-agucar, farelo de milho, farelo de soja, ureia e nucleo vitaminico-mineral. A

composicao das dietas € apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Proporgéo dos ingredientes, composi¢ao quimica das dietas experimentais

e caracterizagdo microbioldgica das silagens apds 60 dias de fermentagao.

Ingredientes (% MS') Dietas experimentais?

SC-CTRL SC-LB RMT-CTRL RMT-LB

Cana-de-acgucar 29,80 29,80 29,80 29,80
Milho fuba 60,93 60,93 60,93 60,93
Soja farelo 6,09 6,09 6,09 6,09
Ureia/Sulfato aménio (9:1) 1,42 1,42 1,42 1,42
Nucleo mineral-vitaminico 1,76 1,76 1,76 1,76

Composigao quimica das dietas (g kg™' MS)

Matéria seca (g kg™ MN?3) 484,42 501,18 513,62 525,66
Matéria mineral 40,51 41,29 37,65 39,31

Matéria organica 957,97 957,20 962,35 960,69
Proteina bruta 134,14 136,14 131,88 129,68

Proteina solGvel (g kg™' PB) 52,71 56,25 67,09 68,62
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Extrato etéreo 32,28 32,62 40,31 41,35
Amido 509,44 507,53 470,42 477,13
FDNcp* 282,10 263,21 195,01 191,41
Carboidratos n&o-fibrosos 537,88 553,65 624,37 627,45

Nutrientes digestiveis totais 775,40 773,98 840,72 846,69

Carboidratos soluveis 88,54 57,21 3,35 4,21
N-NHs (g kg nitrogénio total) 7232 9 18 62,45 60,37
pH 3,12 3,19 4,33 4,55

Populagbes microbianas (Log ufc g forragem)®

Bactérias acido laticas 6,09 6,92 5,88 7,95
Leveduras 4,62 4,21 3,97 2,65
Fungos filamentosos 258 2,34 2,62 1,86

'MS, Matéria seca; 2SC-CTRL, Silagem de cana-de-agucar controle “sem inoculante”,
e concentrado ofertado no momento do trato; SC-LB, Silagem de cana inoculada
(LalSil Cana Lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788. Lallemand®, Brasil) e o
concentrado ofertado no momento do trato; RMT-CTRL, Silagem de racdo em mistura
total controle; RMT-LB, Silagem de ragdo em mistura total inoculada com LB; 3MN,
Matéria natural; “FDNcp, Fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina;
SLog ufc g forragem, Unidade logaritmica de unidade formadora de col6nia g' de

forragem.

As dietas foram formuladas para atender as exigéncias nutricionais de bovinos
zebuinos em crescimento, com ganho de 1,5 kg peso vivo (PV) dia, usando o BR-

Corte 4.0 (Valadares Filho et al., 2020), com proteina bruta (PB) de + 130 g kg' MS e
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NDT de + 770 g kg”' MS, além de minerais e vitaminas. Foi usada uma relagao
volumoso:concentrado de 30:70, na base da MS.

A duragao do ensaio de consumo e digestibilidade foi de 80 dias, dividido em
quatro periodos experimentais de 20 dias cada, sendo 14 dias (1° ao 14° dia) para
adaptacao e 6 dias (15° ao 20° dia) para coletas (Machado et al., 2016). A estimativa
do teor MS das dietas foi realizada semanalmente para ajustar o teor de MS ao longo
do ensaio experimental. As dietas foram fornecidas duas vezes ao dia, as 8h00 e

16h00.

Mensuracao do consumo, amostragem de ingredientes e sobras

As dietas foram ajustadas diariamente, o consumo foi ad libitum e as sobras
mantidas + 10% do total ofertado. Os animais foram pesados ao inicio e ao final de
cada periodo experimental para medir a variagdo de peso vivo em percentual (PV %).
A mensuracdo do consumo dos animais foi quantificada pela diferengca entre o
alimento ofertado e as sobras.

Os alimentos e as sobras foram amostrados diariamente a partir do 14° até 20°
dia de cada periodo experimental, e acondicionadas a -20 °C para posteriores
analises. As sobras foram amostradas + 10% do total de cada dia de coleta, com a
confeccao de uma amostra composta por animal e por periodo. As amostras foram
submetidas a secagem em estufa com circulacao for¢cada de ar (55 °C) por 72 h e

moidas em moinho de facas com peneira de 2 e 1 mm para posteriores analises.

Coleta total de fezes e urina
Foram realizadas coletas totais de fezes e urina do 152 ao 19° dia de cada

periodo experimental. As fezes foram coletadas em baldes plasticos de 50 L de
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capacidade, providos de tampa e devidamente identificados, os quais foram pesados
diariamente. A urina foi coletada com auxilio de sondas coletoras, que foram
acopladas aos animais, conectadas a galdes plasticos 20 L, que continham 200 mL
de uma solugcao de H2SO4 20% (v / v) (Hristov et al., 2019).

Os animais permaneceram em constante observacgao por 5 dias (120 horas).
Ao final de cada 24 h de coleta, os baldes contendo as fezes foram pesados,
homogeneizados e uma amostra de aproximadamente 250 g foi acondicionada em
bandeja de aluminio previamente pesada, posteriormente processada conforme
descrito anteriormente. Em seguida, foi realizada uma amostra composta proporcional
ao peso seco total das fezes de cada dia de coleta, sendo estas acondicionadas em
potes plasticos para posteriores analises.

Os volumes urinarios foram mensurados diariamente com a utilizagdo de
proveta graduada. Em seguida, as amostras foram armazenadas a -20 °C para
posteriores analises. A urina foi amostrada 1% sobre o total de volume urinario de
cada dia de coleta, no final de cada periodo, amostras compostas de urina foram
descongeladas, homogeneizadas e amostradas para analise de N urinario, alantoina
e acido urico para afericao do balanco de nitrogénio e sintese de proteina microbiana

(Hristov et al., 2019).

Coleta de liquido ruminal e mensuracao do pH

A coleta de liquido ruminal foi realizada no 20° dia de cada periodo
experimental. As amostras foram coletadas em cinco pontos distintos na interface
liquido-sdlido do rumen e foram filtradas em trés camadas de gaze estéril. Foram
coletadas + 250 mL de liquido ruminal em cada horario de coleta (0; 2; 4 e 6 horas

apoés alimentacado). A digesta foi retirada para separacao das fragées liquida e solida
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e medigdo do pH da fragdo liquida com auxilio de um potencidbmetro digital,
imediatamente apéds a filtragem (Deusch et al., 2017). Aproximadamente 50 mL da
fracdo liquida foi acidificada com 1 mL de H2SO4 1:1 (v / v) e armazenada a -20 °C

para posteriores andlises de N-NHs ruminal e acidos organicos.

Andlises quimicas, experimentos 1 e 2

As amostras da planta no dia da ensilagem, das silagens, de ingredientes,
dietas, fezes e sobras foram submetidas a secagem parcial em estufa de circulagao
forcada de ar (55 °C / 72 h). Posteriormente, as amostras foram moidas em moinho
de facas (R-TE-650/ 1, Tecnal®, Piracicaba-SP, Brasil), com peneireira de crivo de 1
mm, para analises da composi¢cao quimica.
As amostras foram submetidas as analises de quantificagdo dos teores de matéria
seca (MS, método 934,01), matéria organica (MO, método 972,43), matéria mineral
(MM, método 942,05), proteina bruta (PB = N x 6,25, método 984,13), extrato etéreo
(EE, método 920,39) e fibra em detergente acido (FDA, método 973,18) (AOAC,
1990). Também foram determinados os teores de fibra em detergente neutro corrigida
para cinzas e proteina (FDNcp), utilizando-se a-amilase termoestavel sem o uso de
sulfito de sdédio (Mertens, 2002), nitrogénio insoluvel em detergente acido [(NIDA)
(Licitra et al., 1996)], lignina [(LIG) (Gomes et al., 2011)] e proteina soluvel em tampé&o
borato-fosfato (Licitra et al., 1996).

Os teores de carboidratos ndo-fibrosos (CNF) foram estimados pela férmula:
100 - [(proteina bruta (PB) - PB da ureia + ureia) + FDNcp + extrato etéreo + cinzas]
(Detmann e Valadares Filho, 2010). O céalculo do NDT foi realizado conforme proposto
pelo Nutrient Requirements of Beef Cattle (NRC, 2001). Foi realizada analise de amido

conforme Silva et al. (2019). Foram determinados os consumos de MS, MO, PB,
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FDNcp, EE, CNF, NDT e o consumo de amido, bem como suas respectivas
digestibilidades, exceto para NDT (Mertens e Grant, 2020).

A concentragdo de N-NHs do fluido ruminal foi avaliada pelo método fenol-
hipoclorito (Okuda et al., 1965). Os acidos organicos do rumen (lactato, acetato,
propionato e butirato) foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC; SPD-10 AVP, Shimadzu®, Oregon, USA), com detector ultravioleta em 210
nm. A coluna utilizada foi C18 (fase reserva), e utilizado o H2SO4 como fase movel,
com fluxo de 1,5 mL min', pressdo da coluna de 168 kgf e volume injetado de 20 pl
(Siegfried et al., 1984).

A urina foi analisada quanto a concentragdo de nitrogénio (N) e derivados de
purina (alantoina e acido urico) (Chen e Gomes, 1992). Derivados de purina (DP) e
volume total de urina foram utilizados para estimar as purinas absorvidas e a sintese
de proteina microbiana no rumen. Os derivados de purinas foram obtidos pela
multiplicagéo de cada um pelo volume total urinario (Barbosa et al., 2011).

As purinas absorvidas (PA) foram calculadas pela formula:

PA = [DP — (0,301 PC®75)] / 0,80,
Onde: PC = peso corporal; 0,301 PC%’5 = excrecdo enddgena de DP; 0,80 =

recuperacao de PA. A sintese de N microbiano (NMic) foi determinada pela férmula:

NMic = [(70 x PA) /(0,93 x 1000 x 0,137)];
Onde: 70 = concentracao de N nas purinas; 0,93 = digestibilidade das purinas;
0,137 = taxa média de N-RNA pelo N-total para bactérias ruminais (Barbosa et al.,

2011).
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O balanco de N (BN) foi obtido por diferenca entre N total ingerido e N total

excretado nas fezes e urina (Hristov et al., 2019). O BN foi determinado pela férmula:

BN = NI — (N fezes + N urina);
Onde: NA = NI — N fezes; NI = N ofertado — N sobras; Onde: NR = nitrogénio
retido; NI = nitrogénio ingerido; N fezes = nitrogénio nas fezes; N urina = nitrogénio na

urina; N ofertado = nitrogénio ofertado; N sobras = nitrogénio sobras.

Andlises estatisticas, experimentos 1 e 2

Todos os dados foram avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk para verificagao da
normalidade e homogeneidade. Os dados referentes ao experimento 1 foram
analisados de acordo com o delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 2. Os dados da avaliagdo microbiologica foram transformados para a base
logaritmica na base dez (Log ufc). O modelo incluiu os efeitos fixos de silagem,

inoculante e da interagéo silagem x inoculante, de acordo com o seguinte modelo:

Yijk =p +ai + BJ + (ap) ij + eijk

Onde: Yijk = variavel dependente, y = média geral, ai = efeito fixo da i-ésima
silagem, Bj = efeito fixo do i-ésimo inoculante, (ap) ij = interagdo entre silagem e
inoculante, e eijk = erro aleatério residual.

Os dados referente ao experimento 2 foram analisados de acordo com o
delineamento experimental em quadrado latino 4 x 4, arranjado em esquema fatorial
2 x 2, com quatro tratamentos e quatro periodos experimentais, conforme o seguinte

modelo:
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Yijk =+ Si+ Ij + (S*I) ij + AK + Pl + eijxl

Em que: Yijk = variavel resposta; yu = constante geral; Si = efeito da silagem i
(efeito fixo); Ij = efeito de inoculante j (efeito fixo); S*lij = efeito de interacao entre a
silagem e o inoculante ij (efeito fixo); Ak = efeito do animal k (efeito aleatério); Pl =
efeito do periodo experimental | (efeito aleatério); eijkl = erro aleatorio residual.

Os dados referentes as medigdes do rumen (0, 2, 4 e 6 h apds alimentacao)
como o pH ruminal, &cidos orgénicos e N-NHs ruminal foram analisados como
medidas repetidas no tempo, com efeito fixo para tempo de amostragem e interagéo
entre dieta x tempo.

Todos os resultados foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste F de Fisher, utilizando-se o PROC MIXED do SAS 9.4 (SAS
Institute Inc., Cary, NC, 2010). A matriz de covariancia foi escolhida através do critério
de Akaike corrigido (AICC). Todos os procedimentos estatisticos foram conduzidos
utilizando-se diferencas de P<0,05 e tendéncias entre P>0,05 a P<0,10, como niveis

criticos de probabilidades para o erro tipo |.

Resultados
Experimento 1

Houve efeito da interacdo silagem x inoculante (P < 0,05) sobre CHOs, pH,
LEV, BAL e perdas (Tabela 3). Registrou-se menor teor de carboidratos soluveis
residuais em silagens de RMT do que em SC, com ou sem inoculante. Silagens
tratadas com LB apresentaram valores mais baixos de pH que o CTRL, enquanto os
valores foram mais baixos na SC do que na RMT, com ou sem inoculante. Foram
observadas menores (P < 0,05) populacées de LEV e BAL, bem como PMS nas
silagens RMT, tanto na auséncia como na presenca do inoculante. Na silagem

exclusiva de cana foi registrado menor PMS no material tratado com LB (Tabela 3).
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Tabela 3. Perfil fermentativo e perdas de silagens de cana-de-agucar (SC) e silagens

de racdo em mistura total a base de cana (RMT), com ou sem inoculante microbiano.

Silagem P-valor®
Inoculante’ EPM?
SC RMT I S | xS

Carboidratos sollveis residuais (g kg™' MS#)

CTRL 79,71Aa 3,59Ab 7,59 <0,0001 <0,0001 <0,0001
LB 21,79Ba 3,81Ab

pH
CTRL 3,39Ab 4,28Aa 0,11 <0,0001 <0,0001 0,0102
LB 3,17Bb 4,16Ba

Leveduras (Log ufc g forragem)®
CTRL 4,46Aa 3,84Ab 0,21 0,0100 0,0002 0,0368

LB 4,30Aa 2,55Bb

BAL® (Log ufc g'' forragem)
CTRL 6,44Ba 5,78Bb 0,22 <0,0001 0,9419 0,0015

LB 8,15Aa 7,47Ab

Perdas (g kg' MS)
CTRL 212,58Aa 42,35Ab 18,55 0,0199 <0,0001 0,0249

LB 110,99Ba 40,12Ab

'Inoculante, CTRL (controle, sem uso de aditivo); LB, Inoculante comercial (LalSil
Cana Lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788. Lallemand®, Brasil); 2EPM, Erro
padrdo da média; 2P-valor, Probabilidade de efeitos para inoculante (1), Silagem (S) e
interagdo | com S (I x S); “MS, Matéria seca; 5Log ufc g forragem, Unidade

logaritmica de unidade formadora de colénia g' de forragem; ®BAL, Bactérias acido
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laticas; Médias seguidas por letras distintas maiusculas nas colunas e minusculas nas

linhas diferem entre si pelo teste F de Fischer (P < 0,05).

Nao houve efeito de nenhum dos fatores estudados (P > 0,05) sobre o conteudo
de N-NHas, com valor médio de 64,99 + 12,02 g kg™" nitrogénio total, bem como sobre
as populacdes de fungos filamentosos, com valor médio de 2,37 + 0,74 Log ufc g
silagem. N&o foi detectada a presenca de enterobactérias.

Em relacdo a composicéo quimica das silagens, verificou-se efeito da interacao
silagem x inoculante (P < 0,05) sobre os teores de MO, MM, EE, FDNcp e FDA (Tabela
4). A SC apresentou mais alto teor de MO que RMT, com e sem inoculante; o resultado
para MM foi o inverso. Foram registrados mais altos teores de EE nas RMT que na
SC, sem ou com inoculante. Comportamento inverso foi observado para os teores de

FDNcp e FDA (Tabela 4).

Tabela 4. Composicao quimica das silagens de cana-de-agucar (SC) e silagens de

ragdo em mistura total a base de cana (RMT), com ou sem aplicagdo de inoculante

microbiano.
Silagem P-valor®
Inoculante’ EPM?
SC RMT I S | x S

Matéria organica (g kg™' MS*)
CTRL 979,60Ba 969,78Ab 1,38 0,2287 <0,0001 0,0173
LB 982,20Aa 968,84Ab

Matéria mineral (g kg™' MS)

CTRL 20,40Ab 30,22Aa 1,38 0,2287 <0,0001 0,0173

LB 17,80Bb 31,16Aa
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Extrato etéreo (g kg' MS)
CTRL 17,68Ab 27,45Ba 1,67 0,4423 <0,0001 0,0365

LB 15,57Ab 31,80Aa

FDNcp® (g kg™' MS)
CTRL 616,66Aa 187,29Ab 46,04 <0,0001 <0,0001 <0,0001

LB 538,13Ba 173,50Bb

FDAS (g kg™ MS)
CTRL 341,34Aa 88,70Ab 27,13 0,0271 <0,0001 0,0012

LB 312,63Ba 95,42Ab

'Inoculante, CTRL (controle, sem aditivo); LB, Inoculante comercial (LalSil Cana
Lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788. Lallemand®, Brasil); 2EPM, Erro padrao da
média; 3P-valor, Probabilidade de efeitos de inoculante (I), Silagem (S) e interacgéo |
com S (I x S); “MS, Matéria seca; SFDNcp, Fibra em detergente neutro corrigida para
cinzas e proteina; °FDA, Fibra em detergente &cido; Médias seguidas por letras
distintas maiusculas nas colunas e minasculas nas linhas diferem entre si pelo teste

F de Fischer (P < 0,05).

Foi observado efeito (P < 0,05) de silagem e de inoculante sobre o teor de MS,
enquanto que os teores de PB e de NIDA foram afetados (P< 0,01) apenas por silagem
(Tabela 5). Mais alto teor de MS foi obtido com RMT ou com LB, enquanto mais alto

teor de PB e mais baixo teor de NIDA foi obtido com RMT.
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Tabela 5. Composicdo quimica das silagens de cana-de-agucar (SC) e silagens de
racdo em mistura total a base de cana (RMT), com ou sem aplicacao de inoculante

microbiano.

Silagem P-valor3
Inoculante! Média EPM?
SC SRMT S | x S

Matéria seca (g kg™' MN#)

CTRL 231,95Bb 519,18Aa 375,56B

31,82 0,0264 <0,0001 0,0813
LB 258,88Ab 522,84Aa 390,87A
Média 245,42b 521,01a

Proteina bruta (g kg™' MS5)

CTRL 34,04 120,92 77,48

10,16 0,0614 <0,0001 0,4638
LB 29,18 118,70 73,94
Média 31,61b 119,81a

NIDAS (g kg MS)

CTRL 0,36 0,24 0,30

0,02 0,7572 0,0087 0,9999
LB 0,37 0,26 0,32
Média 0,36a 0,25b

'Inoculante, CTRL (controle, sem aditivo); LB, Inoculante comercial (LalSil Cana
Lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788. Lallemand®, Brasil); °EPM, Erro padréo da
média; 3P-valor, Probabilidade de efeitos para inoculante (1), Silagem (S) e interagao
| com S (I x S); “MN, Matéria natural; SMS, Matéria seca; 6NIDA, Nitrogénio insollvel
em detergente acido; Médias seguidas por letras distintas maiusculas nas colunas e
mindsculas nas linhas diferem entre si pelo teste F de Fischer (P < 0,05; P > 0,05; P

<0,10).
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Verificou-se efeito (P < 0,001) de silagem sobre a EA registrando-se maior valor
na silagem de RMT (156,73 vs 39,24 h). Também, foi verificado tendéncia (P = 0,0582)
de inoculante sobre esta variavel, com mais alto valor para LB. As temperaturas
maximas das silagens de diferentes formas foram afetadas (P < 0,001) pelo fator
silagem (Tabela 6), com mais baixo valor para RMT.

Foi observado efeito (P < 0,05) da interacao silagem x inoculante sobre o pH e
populacéo de leveduras das silagens ap0s a exposi¢cao aerdbia (Tabela 6). Ao avaliar
o efeito de inoculante dentro de silagem, observou-se menor pH na SC nao tratada.
Encontrou-se mais alta populagéo de LEV na silagem CTRL, independentemente da
forma de ensilagem da cana-de-agucar. A silagem CTRL também apresentou FUN,
porém nao houve efeito (P > 0,05) dos fatores estudados, com valor médio de 2,5 +
0,28 Log ufc g' silagem, entretanto, néo foi detectada presenga deste microrganismo

nas silagens inoculadas.

Tabela 6. Estabilidade aerdbia e populagées microbianas das silagens de cana-de-
acucar (SC) e silagens de ragdo em mistura total a base de cana (RMT), com ou sem

inoculante microbiano apds sete dias de exposicao aerdbia.

Silagem P-valor®
Inoculante’ Média EPM?
SC RMT I S I xS

Estabilidade (h)

CTRL 34,41 145,46 89,94B

14,37 0,0582 <0,0001 0,4250
LB 44,07 168,00  106,03A
Média 39,24b 156,73a

Temperatura maxima (°C)

CTRL 40,65Aa 29,12Ab 34,89 1,84 0,2767 <0,0001 0,0909
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LB 41,64Aa 24,83Bb 33,24
Média 41,15a 26,97b
pH
CTRL 3,30Bb 4.58Aa
0,19 0,1162 0,2354 0,0074
LB 4,71Aa 4,16Aa

Leveduras (Log ufc g forragem)*

CTRL 6,53Aa 7,82Aa
0,39 0,0179 0,8960 <0,0001
LB 5,25Ba 4,08Bb

'Inoculante, CTRL (controle, sem aditivo); LB, Inoculante comercial (LalSil Cana
Lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788. Lallemand®, Brasil); 2EPM, Erro padrao da
média; 3P-valor, Probabilidade de efeitos para inoculante (1), Silagem (S) e interagao
| com S (I x S); “Log ufc g forragem, Unidade logaritmica de unidade formadora de
colonia por g' de forragem; Médias seguidas por letras distintas mailsculas nas
colunas e minusculas nas linhas diferem entre si pelo teste F de Fischer (P < 0,05; P

> 0,05; P < 0,10).

Experimento 2

Na Figura 1 sdo mostrados os consumos médios de nutrientes das dietas. Foi
observado efeito (P < 0,05) de inoculante sobre os consumos de MS, CNF e NDT,
expressos em kg/dia, registrando-se maiores valores nas silagens inoculadas. Foi
observada tendéncia (P = 0,0518) de efeito de silagem sobre o consumo de MS, com
maior valor para a dieta contendo SC. Observou-se efeito de silagem sobre os
consumos de MO, FDNcp, amido, EE e CNF. Mais altos consumos de MO, FDNcp e
amido e mais baixos consumos de EE e CNF foram observados para SC. Observou-

se tendéncia (P = 0,0727) de silagem sobre o consumo de NDT. O consumo de MS
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em percentual de peso corporal e de PB n&o foram afetados (P > 0,05) pelos fatores

estudados, nem pela interacao destes, apresentando valores médios de 2,04 % e 0,97

kg dia!, respectivamente.
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Figura 1. Consumos de matéria seca (A) efeito de inoculante (l), matéria seca (B)

efeito de silagem (S), matéria orgéanica (C), fibra em detergente neutro corrigido para

cinzas e proteina (FDNcp; D), FDNcp em relacao ao percentual de peso corporal (E),

amido (F) efeito de |, amido (G) efeito de S, extrato etéreo (H), carboidratos nao-

fibrosos (CNF; |) efeito de I, CNF (J) efeito de S, nutrientes digestiveis totais (NDT; K)

efeito de | e NDT (L) efeito de S de bovinos de corte alimentados com silagens de

cana-de-agucar (SC) e silagens de racdo em mistura total a base de cana (RMT), com

ou sem inoculante microbiano; P-valor, Probabilidade de efeitos para inoculante (l),

Silagem (S) e interagdo | com S (I x S); Médias seguidas por letras distintas

mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas diferem entre si pelo teste F de

Fischer (P < 0,05; P > 0,05; P < 0,10).
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As digestibilidades aparentes dos nutrientes foram afetadas (P < 0,05) apenas
por silagem (Figura 2), exceto PB, FDNcp e EE, cujos valores médios foram 75,06%,

41,08% e 83,91%, respectivamente.
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Figura 2. Digestibilidades aparentes totais da matéria seca (MS; A), matéria organica
(MO; B), amido (C), carboidratos nao-fibrosos (CNF; D), excre¢cdao de amido fecal em
kg dia”' (E) e em percentual da matéria seca fecal (F) de bovinos de corte alimentados
com silagens de cana-de-acucar (SC) e silagens de racao em mistura total a base de

cana (RMT), com ou sem inoculante microbiano; P-valor, Probabilidade de efeitos



152

para inoculante (1), Silagem (S) e interacao | com S (I x S); Médias com letras distintas

diferem entre si pelo teste F de Fischer (P < 0,05).

Foi observado efeito (P < 0,01) de inoculante (Figura 3A) e de silagem (Figura
3B) sobre o pH ruminal, registrando-se menor valor com a silagem LB (6,40) e com a
silagem RMT (6,42). A concentragcdo de aménia ruminal foi afetada apenas por
silagem, com mais baixo valor para RMT (Figura 3B). Na Figura 4 é mostrado o

comportamento do pH e da aménia ruminal antes e apds a alimentagao dos animais.
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Figura 3. Valores de pH ruminal (A) em funcao do efeito de inoculante (1), pH ruminal
(B) em fungé@o do efeito de silagem (S) e N-NHs ruminal (B) de bovinos de corte
alimentados com silagens de cana-de-agucar (SC) e silagens de ragdo em mistura
total (RMT), com ou sem aplicacdo de inoculante microbiano; P-valor, Probabilidade
de efeitos para |, S e interacdo | com S (I x S); Médias com letras distintas diferem

entre si pelo teste F de Fischer (P < 0,05).
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Figura 4. pH (A) e N-NHs ruminal (B) ao longo do tempo (0, 2, 4 e 6h) apo6s alimentagéo

em bovinos de corte alimentados com silagens de cana-de-agucar (SC) e silagens de

racdo em mistura total (RMT), com ou sem inoculante microbiano; P-valor,

Probabilidade de efeito de tempo (H); Médias com letras distintas diferem entre si pelo

teste F de Fischer (P < 0,05).

Foi observado efeito (P < 0,05) de silagem sobre sintese de nitrogénio

microbiano (NMic), sintese de proteina microbiana (PMic) e eficiéncia de sintese de

proteina microbiana (EfMic), com maiores valores para a dieta contendo silagem de

RMT (Figura 5).
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Figura 5. Nitrogénio microbiano (A), sintese de proteina microbiana (PMic) (B) e

eficiéncia de PMic em relacdo aos nutrientes digestiveis totais (NDT) (C) de bovinos
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de corte alimentados com silagens de cana-de-agucar (SC) e silagens de racdo em
mistura total a base de cana (RMT), com ou sem aplicacao de inoculante microbiano;
P-valor, Probabilidade de efeitos para inoculante (I), Silagem (S) e interagao | com S

(I x S); Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste F de Fischer (P < 0,05).

N&o houve efeito para BN (P > 0,05) pelos fatores estudados, obtendo-se
valores médios de 155,25 g dia™', 37,82 g dia!, 55,36 g dia™', 117,14 g dia!, 62,06 ¢
dia', 0,50 e 0,38, para N ingerido, N fecal, N urinario, N absorvido, N retido, N

absorvido:N retido e N retido:N consumido, respectivamente (Tabela 7).

Tabela 7. Balango de nitrogénio (N) de bovinos de corte alimentados com silagens de
cana-de-agucar (SC) e silagens de ragao em mistura total a base de cana (RMT), com

ou sem aplicagéo de inoculante microbiano.

Silagem P-valor®
Inoculante! EPM?
SC RMT I S I xS

N ingerido (g dia™)

CTRL 159,10 150,12
8,50 0,9161 0,3785 0,8620
LB 162,50 149,28

N fecal (g dia™)

CTRL 38,41 35,67
2,01 0,6595 0,2810 0,7192
LB 41,25 35,97

N urinério (g dia™)

CTRL 55,93 54,27
2,84 10,8885 0,5706 0,3311
LB 52,63 58,63

N absorvido (g dia™)
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CTRL 120,69 114,44
7,74 10,9823 0,5863 0,9478
LB 121,25 113,32

N retido (g dia™)

CTRL 64,76 60,17
7,58 0,9462 0,4547 0,7010
LB 68,61 54,69

N absorvido:N retido

CTRL 0,53 0,43
0,04 0,5098 0,1881 0,8032
LB 0,56 0,49

N retido:N consumido

CTRL 0,40 0,33
0,03 0,6820 0,3351 0,8391
LB 0,42 0,37

'Inoculante, CTRL (controle); LB, Inoculante comercial (LalSil Cana Lentilactobacillus
buchneri NCIMB 40788. Lallemand®, Brasil); 2EPM, Erro padrdo da média; 3P-valor,

Probabilidade de efeitos para inoculante (1), Silagem (S) e interagdo | com S (I x S).

Discussao
Experimento 1

O menor teor de CHOs residual da silagem de RMT provavelmente se deve ao
menor teor de CHOs (120 g kg™' MS) da silagem RMT, comparado ao da cana-de-
acgucar (400 g kg'' MS), antes da ensilagem. O menor teor de CHOs residual verificado
na SC-LB indica que LB foi efetivo em consumir o substrato disponivel e acidificar o
material ensilado comparado a SC-CTRL. O teor de CHOs residual na silagem é um
indicativo importante, como fator inicial no processo de deterioracao aerdbia (Borreani
et al.,, 2018). Apds exposicdo da silagem ao oxigénio, leveduras e outros
microrganismos deterioradores iniciam a deterioracao aerébia da silagem, utilizando

esses carboidratos como fonte de substrato. Tanto na cana-de-acucar ensilada
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exclusiva ou como RMT, o inoculante proporcionou menor pH, o que pode indicar sua
melhor eficiéncia na producao de acidos organicos e no abaixamento do pH. No
entanto, essa rapida diminuicdo do pH, devido a altas taxas de crescimento de BAL,
podera acidificar o meio, com valores de pH abaixo de 3,80 e inibir o crescimento de
BAL, contribuindo para atuacdo de LEV acidofilas que continuam crescendo e
produzindo etanol (Wang et al., 2020).

A cana-de-agucar naturalmente apresenta elevada populagéo epifitica de LEV
e quando ensilada sem aditivos, além da alta populagdo desses microrganismos
apresenta também alto teor de etanol (Pedroso et al., 2008; Avila et al., 2014). No
nosso estudo, a menor populagdo de LEV na silagem de RMT tratada com LB pode
indicar uma melhor eficiéncia do inoculante no controle desse grupo microbiano, uma
vez que na silagem exclusiva de cana-de-agucar, a populacao tenha sido semelhante
entre silagem tratada e ndo tratada. E importante destacar, que a populacdo de LEV
reduziu 1,42; 1,49; 2,29 e 3,49 log de ufc g', em relagdo a sua populacgio inicial
(Tabela 1), nos tratamentos SC-CTRL, SC-LB, RMT-CTRL e RMT-LB,
respectivamente, possivelmente devido a produgcdo de compostos antifungicos (acido
acético e bacteriocinas) (Danner et al., 2003; Heinl e Grabherr, 2017), favorecendo
assim melhor controle desses microrganismos.

Resultados semelhantes também foram observados por Wang et al. (2020),
que ao avaliarem as caracteristicas fermentativas, a diversidade microbiana e a EA,
em silagens de cana-de-agucar inoculadas com uma espécie de BAL
heterofermentativa obrigatéria Lentilactobacillus hilgardii (LH), observaram aumento
do teor de acido acético nas silagens inoculadas, maior predominancia de LH sobre a
diversidade microbiana das silagens inoculadas e menor abundancia de LEV dos

géneros Kazachstania spp., Candida spp., Pichia spp., e Wickerhamomyces spp.
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Tendo em vista que LEV sdo microrganismos capazes de crescer em uma
ampla faixa de pH (= 3,0 < 6,0), sdo necessarias estratégias para sua inibicdo, como
0 uso de inoculantes microbianos que sejam capazes de produzir acido acético na
massa ensilada (Woolford e Pahlow, 1998). Além disso, as LEV sé&o iniciadoras do
processo de deterioragao aerobia, capazes de utilizar CHOs e 4cido latico como fonte
de substrato, produzindo etanol, CO: e 4gua, o que gera calor, eleva o pH da silagem,
e possibilita a proliferacdo de bacilos e bactérias aerdbias ndo tolerantes a acidez
(Borreani et al., 2018), tendo como consequéncias elevadas perdas de MS e
diminuicdo do valor nutritivo da silagem (Danner et al., 2003; Avila et al., 2014; Avila
e Carvalho, 2020).

A maior taxa de crescimento de BAL nas silagens inoculadas, comparada com
as silagens controle, ja era esperada, indicando a efetividade de LB em modular as
comunidades microbianas, bem como predominar sobre a microbiota epifitica dos
materiais ensilados (Arriola et al., 2021).

A maior populagéo de BAL na silagem de cana exclusiva, controle ou inoculada,
provavelmente se deve as condi¢des de ensilabilidade diferentes, como teor de MS,
atividade de agua (Aw), presenca de ureia, minerais e de monensina sodica, fatores
esses que podem influenciar o desenvolvimento de BAL (Carvalho et al., 2021), uma
vez que a silagem de RMT tinha somente 30% de cana (base MS) na sua composicao.

A menor perda de MS na silagem exclusiva de cana-de-agucar tratada com LB
(110,99 g kg' MS) provavelmente estd associada a uma maior efetividade do
inoculante em converter CHOs em &cidos organicos (com destaque para os acidos
latico e acético), que inibem a atuagdo de LEV e, consequentemente, reduzem as
PMS (Oude-Elferink et al., 2001; Gomes et al., 2021). Gomes et al. (2021), ao

avaliarem silagem de cana-de-agucar aditivada com L. buchneri, L. hilgardii ou combo
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(L. buchneri + L. hilgardii) também verificaram menores perdas de MS no material
tratado. Em silagem de cana-de-acgucar sem aditivos, € comum ocorrer elevadas PMS
(> 300 g kg-1 MS) (Pedroso et al., 2008; Daniel et al., 2013), pois, além do etanol, as
LEV produzem COz2, com liberacao de agua e calor no interior do silo, gerando perdas
de carbono, o que resulta em elevadas PMS (McDonald et al., 1991). E interessante
destacar a baixa PMS da silagem de RMT, com ou sem LB, que foi inferior a 50 g kg
' MS. Esse resultado corrobora com aqueles obtidos por Macédo et al. (2018), em
silagem de RMT composta por palma forrageira, capim-buffel e alimentos
concentrados, que também verificaram baixas PMS (5,0 vs 12,50 g kg MS).

Em relagdo ao valor de pH de silagens inoculadas com LB podem apresentar
aumento de 0,1 a 0,2 unidades de pH e PMS 1-2% superior, quando comparadas as
silagens com fermentagdo homolatica, devido a producdo de acido acético, 1,2-
propanodiol e converséo de parte do acido latico em acido acético (Oude-Elferink et
al., 2001; Heinl e Grabherr, 2017). Assim, esses efeitos sdo compensados pelo
prolongamento da EA e reducéo das populacdes de FUN e de LEV, o que resulta em
menores PMS (Kung Junior et al., 2018).

O teor médio de N-NH3 de 65 g N-NHs kg nitrogénio total, observado no
presente estudo, esta abaixo do valor maximo aceitavel para silagens de gramineas
bem preservadas (< 100 g N-NHs kg™ nitrogénio total) (Kung Junior et al., 2018),
indicando baixa atividade proteolitica da fragdo nitrogenada. Possivelmente, rapida
acidificacdo da massa ensilada, adequado teor de MS, ambiente anaerdbio,
satisfatoria produgédo de acidos organicos e pH na faixa ideal justifiguem estes
resultados. Gomes et al. (2021) também verificaram baixa atividade proteolitica em

silagem de cana-de-agucar, com valor médio de 62,60 g N-NH3s kg™ nitrogénio total.
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A populagao média de fungos, de 2,37 log ufc g, foi proxima aos 2,0 log ufc g
1 forragem reportados por Borreani et al. (2018) como valor abaixo do qual a qualidade
da silagem ndo é comprometida. O fato de nao ter sido detectada a presenca de
enterobactérias nas silagens avaliadas é um bom indicativo, pois esse grupo
microbiano é indesejavel em silagens devido a competicdo com as BAL por substratos
(McDonald et al., 1991). A rapida acidificacdo é essencial para a inibicado de
enterobactérias que poderao crescer até que a condigdo de um pH baixo, seja atingida
(Pahlow et al., 2003). Portanto, a redugcéo ou auséncia de enterobactérias na silagem
é devido as boas condi¢des de ensilabilidade, como os produtos da fermentacao e
baixo pH e, também, temperaturas moderadas (Pahlow et al., 2003).

A diferenga na composi¢cao quimica das silagens avaliadas ja era esperada,
pois s&o materiais com composi¢ao quimica distintas, isto é, silagem exclusiva de
cana-de-agucar ou na forma de RMT. O aumento dos teores de FDNcp das silagens
comparados aos seus respectivos valores antes da ensilagem, se deve ao consumo
de carboidratos soluveis em agua durante a fermentagao das silagens. Pedroso et al.
(2008) reportaram reducgbes de até 70% no teor de CHOs, seguido de aumento
proporcional nos constituintes da fracdo fibrosa (celulose, hemicelulose e lignina).
Pedroso et al. (2005) também verificaram elevagao dos teores de FDN em silagem de
cana-de-agUcar (400,90 a 700,30 g FDN kg' MS), apds 120 dias de armazenamento,
e atribuiram ao desaparecimento da fracao soluvel.

Em silagens de cana-de-agucar com predominio de fermentacdo alcodlica,
quantidades consideraveis de MS e de energia sdo perdidas quando a cana €
conservada por fermentagdo natural. Durante a fase aerdbia, a maioria dos acidos

organicos e etanol sédo volatilizados na atmosfera, o que resulta em silagem com
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aumento da concentragdo da fracdo fibrosa, com baixo valor nutritivo e baixa EA (Avila
et al., 2014; Daniel et al., 2019).

A maior estabilidade aerébia na silagem de RMT possivelmente decorre da
menor populagéo de LEV nessa silagem, seguido de baixos teores de CHOs residuais,
presenca de acido acético, conforme ja reportado, uma vez que esses microrganismos
sdo considerados os iniciadores do processo de deterioracdo aerdbia. Mais altas
estabilidades também foram reportadas em silagens de RMT por Chen et al. (2016) e
Bueno et al. (2020). A EA em silagens de cana é variavel (= 20 < 150 h) e depende de
varios fatores, como o aditivo utilizado, se quimico ou microbiano, maturidade de
colheita, processamento, compactagao, vedagao e teor de CHOs dentre outros fatores
(Silva et al., 2018; Daniel et al., 2019; Gomes et al., 2021).

O tempo de EA da SC (39,24 h) verificado neste estudo foi similar aos
verificados em outros trabalhos com silagens de cana-de-agtcar (Avila et al., 2014;
Silva et al., 2018). Devido a maior disponibilidade de CHOs residual na SC,
possivelmente 0 metabolismo das leveduras e o processo de deterioragdo foi mais
intenso, 0 que justifica os maiores picos de elevacdo da temperatura maxima
verificados na SC em comparagcdo a RMT (Pedroso et al., 2008; Kung Junior et al.,
2018; Daniel et al., 2019).

Conforme verificado na tendéncia observada de LB sobre a EA nos tratamentos
avaliados, a maior EA nas silagens inoculadas com LB é resultado do efeito que esse
inoculante apresenta devido sua capacidade de elevar a EA (Danner et al., 2003;
Gomes et al., 2021), conforme verificado neste estudo. A menor populagdo de LEV
apds exposicao aerdbia, nas silagens inoculadas com LB, comprova a capacidade
que esta espécie de BAL possui de fermentar agucares em acido latico, como também

acido acético, que atua com efeito fungistatico sobre microrganismos indesejaveis
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(fungos filamentosos e leveduras) e promove melhorias na EA (Danner et al., 2003;
Silva et al., 2018; Daniel et al., 2019; Arriola et al., 2021).

Quando o armazenamento da silagem de RMT ocorre por alguns meses, as
populagdes de microrganismos indesejaveis tendem a baixar, devido a estabilizagao
da massa ensilada e producédo equilibrada de acidos organicos, o que melhora ainda
mais a EA de RMT ensilada (Nishino et al., 2004; Cao et al., 2010). Enquanto a
deterioracao aerébia da RMT nao ensilada ocorre em um ou dois dias, a resisténcia
da RMT ensilada pode atingir sete ou mais dias, mesmo no verao, onde o calor pode
afetar a velocidade das reagdes bioquimicas e microbiolégicas (Wang e Nishino, 2013;

Daniel et al., 2019).

Experimento 2

O maior consumo de MS e de NDT nas silagens tratadas com LB pode ser
devido as melhores caracteristicas fermentativas que estas silagens apresentaram
(maior populagédo de BAL e menores PMS), bem como menores concentragbes de
FDNcp em relacdo as silagens ndo inoculadas. O baixo acumulo de compostos
hipofagicos (N-NHs, aminas biogénicas e butirato) em silagens inoculadas pode ter
refletido no aumento do consumo de MS em silagens inoculadas (Allen, 2020). Além
disso, a reducéo da fragéo fibrosa das silagens, em resposta a inoculagao com LB,
pode ter favorecido o consumo de MS (Allen, 2020; Arriola et al., 2021). Destaca-se,
também, possivel interacao (efeito probidtico) entre essas bactérias e o ambiente
ruminal (Muck, 2013; Heinl e Grabherr, 2017; Rabelo et al., 2019).

Por outro lado, a tendéncia de maior consumo de MS na dieta contendo silagem
exclusiva de cana-de-acucar nao refletiu em diferencas no consumo de NDT das

dietas, 0 que pode sugerir que os animais alimentados com RMT ensilada atenderam
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suas exigéncias energéticas com menor consumo de MS. De fato, a silagem de RMT
proporcionou consumo diario de MS de 0,37 kg inferior a dieta contendo SC. Em
confinamentos em escala comercial, uma redugdo mesmo que pequena, como a
verificada neste estudo, pode ser benéfica do ponto de vista financeiro e, a depender
das condigdes da dieta, o animal poderia reduzir seu consumo em até 1 kg MN dia™’
(Ferraretto et al., 2018; Michelotti et al., 2021).

Considerando que o milho é o principal ingrediente energético utilizado em
dietas de ruminantes, além dos custos elevados com a alimentacdo, reduzir a
excrecao de amido fecal através da melhor utilizagcdo do milho dietético, ao aplicar
alternativas que otimizem o amido digestivel, implicara em menores custos devido ao
aumento da eficiéncia alimentar (Michelotti et al., 2021). Nesse contexto, no nosso
estudo, dietas a base RMT ensilada proporcionaram menor excrec¢ao fecal e melhor
utilizacdo do amido.

A maior digestibilidade de MS, MO, CNF e amido nas dietas a base RMT
ensilada, provavelmente se deve ao fato de que durante o processo de ensilagem
ocorre a protedlise da matriz amido-proteina (prolaminas) que revestem os granulos
de amido no milho, conhecidas como zeinas (Hoffman et al., 2011), bem como pela
solubilizagdo das prolaminas em acidos organicos e pela atividade enzimatica
bacteriana e de enzimas do proprio grdo, 0 que aumenta a disponibilidade e
digestibilidade de amido no trato gastrointestinal dos animais, seguido de aumentos
de eficiéncia alimentar e de digestibilidade total da dieta (Silva et al., 2020).

Respostas semelhantes tem sido reportadas na literatura para silagens de
grédos umidos ou reidratados de milho ou sorgo, como também para RMT ensilada
(Hoffman et al., 2011; Ferraretto et al., 2014; Miyaji et al., 2017; Lazzari et al., 2021).

A atividade microbiana € considerada a principal contribuinte para a protedlise das
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prolaminas, seguido da atuag&o de enzimas vegetais ativas. Portanto, a ensilagem de
RMT contendo gréaos de milho ou de sorgo processados contribui de forma efetiva
para diminuir a concentragdo de prolaminas e aumentar a disponibilidade do amido
no sistema digestivo (Junges et al., 2017; Miyaji e Nonaka, 2018).

Assim, a menor excrecao de amido fecal verificada nesse estudo para a RMT
ensilada é justificada pelo ganho em digestibilidade do amido. Logo, com a maior
disponibilidade do amido no trato gastrointestinal do animal, menos amido foi
excretado nas fezes, 0 que € desejavel, pois além de aumentar a eficiéncia alimentar,
também reduz os custos de alimentacdo (Ferraretto et al., 2014; Miyaji e Nonaka,
2018; Michelotti et al., 2021).

Dietas com alta excreg¢édo de amido fecal implica em seu menor aproveitamento
no rumen, com maior escape de amido no intestino, pois as enzimas do animal néo
conseguem quebrar os granulos de amido envoltos pelas prolaminas e também maior
escape de amido para o intestino pode acarretar em problemas digestivos pelo
acumulo de &cidos organicos e causar inflamacéao intestinal no animal (Ferraretto et
al., 2018; Harmon e Swanson, 2020). Ao melhorar a digestibilidade da dieta, além de
reduzir as perdas de energia fecal, consegue-se aumentar a disponibilidade de
energia para o animal e consequentemente aumentar a retengéo de energia e a
eficiéncia alimentar (Subepang et al., 2019; Bueno et al., 2020; Lazzari et al., 2021).

Embora tenha sido detectado efeito de inoculante e de silagem sobre o pH
ruminal, destaca-se que os valores observados no presente estudo estdo na faixa que
proporcionam maximo crescimento microbiano com riscos minimos de disturbios
metabdlicos, como a acidose ruminal (Nagaraja e Titgemeyer, 2007). Por outro lado,

a diminuicdo do pH ao longo do tempo, apos alimentagédo, se deve a ingestdo de
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carboidratos prontamente fermentesciveis, que favorece a producdo de acidos
organicos e diminui¢ao do pH ruminal (Harmon e Swanson, 2020).

A menor concentracao de N-NHs ruminal na dieta a base de RMT ensilada
encontra-se abaixo dos 5 mg N-NHs dL', considerado com valor minimo para o
crescimento microbiano, com intervalo aceitavel de 5 a 30 mg N-NHs dL' para que
ocorra maximizacao da sintese PMic (Satter e Slyter, 1974). Nair et al. (2020)
avaliaram silagem de RMT com ou sem L. buchneri sobre o desempenho e parametros
ruminais de bovinos de corte e verificaram que a concentragdo média de NHs-N
ruminal foi de 4,97 + 2,44 mg dL™".

O balanco de N similar entre as dietas, provavelmente se deve ao consumo de
PB semelhante entre as mesmas, bem como ao fato destas serem isonitrogenadas.
Isto sugere que a fragcdo nitrogenada da RMT ensilada n&o foi alterada durante o
processo de fermentagdo. Esses resultados corroboram com aqueles reportados por
Yanti et al. (2019) ao avaliarem o balanco de N em ovelhas fistuladas no rumen,
alimentadas com dietas compostas de silagem de RMT com diferentes aditivos. Nair
et al. (2020) também néo verificaram alteragao no balanco de N em bovinos de corte
confinados alimentados com silagem de RMT a base de milho, com ou sem inoculante
microbiano.

A maior sintese de NMic e PMic na dieta a base de RMT ensilada pode ser
devido a disponibilidade sincrona entre maior aporte de energia advindo de
carboidratos rapidamente fermentesciveis, com adequado teor proteico degradavel no
rumen (Firkins et al., 2007; Hall e Huntington, 2008). Resultados semelhantes também
foram verificados por Yani et al. (2015), em estudos com ovinos alimentados com

dietas a base de RMT ensilada.
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Em dietas com adequado teor proteico, 0 aumento da degradabilidade ruminal
do amido é associado a melhoria no desempenho animal (producéo de carne ou de
leite), em virtude do maior aporte energético para o animal, com aumento da sintese
de NMic e consequente maior fluxo de proteina microbiana para o intestino (Owens e
Bergen, 1983; Firkins et al., 2007). Contudo, em dietas com menor disponibilidade de
amido ruminal degradado, observa-se menor fluxo de NMic para o intestino. Logo,
menor quantidade de amido degradado no rumen pode limitar o crescimento
microbiano (Matthews et al., 2019; Harmon e Swanson, 2020).

Clemmons et al. (2021), em estudo com novilhas leiteiras da raga holandesa,
utilizando mesma dieta na forma de RMT in natura ou RMT ensilada, verificaram que
o grupo alimentado com RMT ensilada apresentou melhor desempenho comparado
ao controle, devido a RMT ensilada proporcionar fluxo continuo de nutrientes no trato
digestivo das novilhas, diminuicdo da flutuacdo do pH ruminal e menor variacao
microbiana, devido a intervalos diferentes entre consumo de volumoso e concentrado,
assim, o uso de RMT ensilada pode maximizar a sintese de proteina microbiana e

manter o ambiente ruminal estavel, diminuindo a ocorréncia de acidose ruminal.

Conclusoes
O inoculante microbiano usado foi efetivo em inibir o crescimento de LEV,

reduzir perdas de matéria seca e da fracao fibrosa, tanto na cana-de-agucar ensilada
exclusiva ou na forma de RMT, bem como favorecer a estabilidade aerdbia nas
silagens avaliadas. No ensaio com animais, as silagens inoculadas com LB
proporcionaram maiores consumos de MS e de nutrientes digestiveis totais. A
ensilagem da cana-de-acucar na forma de RMT mostra-se uma alternativa
interessante, pois proporciona maior digestibilidade de MS, MO, CNF e de amido, bem

como maior eficiéncia microbiana € menor excrecdo de amido fecal. Portanto,
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baseado no exposto, conclui-se pela ensilagem da cana-de-agucar na forma RMT,
com uso de aditivo, pois também facilita a logistica operacional de alimentacao dos

animais.

Agradecimentos
Os autores externam seus agradecimentos ao Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldégico (CNPq), a Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), a Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) e ao Instituto Nacional de Ciéncia e

Tecnologia em Ciéncia Animal (INCT-CA) por todo o apoio e suporte financeiro.

Conflito de interesse
Os autores declaram que ndo ha conflito de interesse.

Referéncias

Allen, M. S. 2020. Review: Control of feed intake by hepatic oxidation in ruminant
animals: integration of homeostasis and homeorhesis. Animal. 14:55-64.
doi:10.1017/S1751731119003215.

AOAC. 1990. Official Methods of Analysis. 15th ed. Arlington, Virginia, USA.

American Public Health Association. 2015. Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods. 5th ed. (Y. Salfinger and M. Lou Tortorello,
editors.). American Public Health Association (APHA), Washington, DC, USA.

Arriola, K. G., A. S. Oliveira, Y. Jiang, D. Kim, H. M. Silva, S. C. Kim, F. X. Amaro, I.
M. Ogunade, H. Sultana, A. A. Pech Cervantes, L. F. Ferraretto, D. Vyas, and A. T.
Adesogan. 2021. Meta-analysis of effects of inoculation with Lactobacillus buchneri,
with or without other bacteria, on silage fermentation, aerobic stability, and
performance of dairy cows. J. Dairy Sci. 104:7653—7670. doi:10.3168/jds.2020-
19647.

Avila, C. L. S., and B. F. Carvalho. 2020. Silage fermentation—updates focusing on
the performance of micro-organisms. J. Appl. Microbiol. 128:966—984.
doi:10.1111/jam.14450.

Avila, C. L. S., B. F. Carvalho, J. C. Pinto, W. F. Duarte, and R. F. Schwan. 2014.
The use of Lactobacillus species as starter cultures for enhancing the quality of sugar
cane silage. J. Dairy Sci. 97:940-951. doi:10.3168/jds.2013-6987.



167

Barbosa, A. M., R. F. D. Valadares, S. C. Valadares Filho, D. S. Pina, E. Detmann,
and M. I. Ledo. 2011. Endogenous fraction and urinary recovery of purine
derivativesobtained by different methods in nellore cattle. J. Anim. Sci. 89:510-519.
doi:10.2527/jas.2009-2366.

Borreani, G., E. Tabacco, R. J. Schmidt, B. J. Holmes, and R. E. Muck. 2018. Silage
review: Factors affecting dry matter and quality losses in silages. J. Dairy Sci.
101:3952—-3979. doi:10.3168/jds.2017-13837.

Bueno, A. V. I., G. Lazzari, C. C. Jobim, and J. L. P. Daniel. 2020. Ensiling total
mixed ration for ruminants: A review. Agronomy. 10:1-18.
doi:10.3390/agronomy10060879.

Cao, Y., Y. Cai, T. Hirakubo, H. Fukui, and H. Matsuyama. 2011. Fermentation
characteristics and microorganism composition of total mixed ration silage with local
food by-products in different seasons. Anim. Sci. J. 82:259-266. doi:10.1111/j.1740-
0929.2010.00840.x.

Cao, Y., T. Takahashi, K. I. Horiguchi, and N. Yoshida. 2010. Effect of adding lactic
acid bacteria and molasses on fermentation quality and in vitro ruminal digestion of
total mixed ration silage prepared with whole crop rice. Grassl. Sci. 56:19-25.
doi:10.1111/j.1744-697X.2009.00168.x.

Carvalho, B. F., G. F. C. Sales, R. F. Schwan, and C. L. S. Avila. 2021. Criteria for
lactic acid bacteria screening to enhance silage quality. J. Appl. Microbiol. 130:341-
355. doi:10.1111/jam.14833.

De Carvalho, F. A. L., M. A. A. Queiroz, J. G. da Silva, and T. V. Voltolini. 2014.
Caracteristicas fermentativas na ensilagem de cana-de-agucar com manigoba.
Cienc. Rural. 44:2078-2083. doi:10.1590/0103-8478cr20131471.

Chen, L., G. Guo, X. Yuan, J. Zhang, J. Li, and T. Shao. 2016. Effects of applying
molasses, lactic acid bacteria and propionic acid on fermentation quality, aerobic
stability and in vitro gas production of total mixed ration silage prepared with oat-
common vetch intercrop on the Tibetan Plateau. J. Sci. Food Agric. 96:1678—-1685.
doi:10.1002/jsfa.7271.

Chen, X. B., and M. J. Gomes. 1992. Estimation of microbial protein supply to sheep
and cattle based on urinary excretion of purine derivatives: an overview of the
technical details. In: International Feed Research Unit. Rowett Research Institute,
Aberdeen, UK. p. 21. Available from: https://www.researchgate.net/profile/M-Gomes-
2/publication/265323654 _Estimation_of_Microbial_Protein_Supply_to_Sheep_and_C
attle Based on_Urinary_Excretion_of Purine_Derivatives_-
_An_Overview_of Technical Details/links/557579bc08aeb6d8c0195f72/Estimation-o

Clemmons, B. A., M. T. Henniger, and P. R. Myer. 2021. Data of bacterial community
dynamics resulting from total rumen content exchange in beef cattle. BMC Res.
Notes. 14:21-23. doi:10.1186/s13104-021-05726-1.

Daniel, J. L. P., T. F. Bernardes, C. C. Jobim, P. Schmidt, and L. G. Nussio. 2019.
Production and utilization of silages in tropical areas with focus on Brazil. Grass
Forage Sci. 74:188-200. doi:10.1111/gfs.12417.

Daniel, J. L. P., F. A. Jacovaci, D. Junges, M. C. Santos, J. R. Lima, I. A. Anjos, M.
G. A. Landell, P. Huhtanen, and L. G. Nussio. 2016. Fibre digestibility and its



168

relationships with chemical and morphological traits in thirty-two sugarcane varieties.
Grass Forage Sci. 72:545-555. doi:10.1111/gfs.12254.

Daniel, J. L. P., K. Weif3, L. Custodio, A. S. Neto, M. C. Santos, M. Zopollatto, and L.
G. Nussio. 2013. Occurrence of volatile organic compounds in sugarcane silages.
Anim. Feed Sci. Technol. 185:101-105. doi:10.1016/j.anifeedsci.2013.06.011.

Danner, H., M. Holzer, E. Mayrhuber, and R. Braun. 2003. Acetic Acid Increases
Stability of Silage under Aerobic Conditions. Appl. Environ. Microbiol. 69:562—-567.
doi:10.1128/AEM.69.1.562-567.2003.

Detmann, E., and S. C. Valadares Filho. 2010. On the estimation of non-fibrous
carbohydrates in feeds and diets. Arq. Bras. Med. Veterinaria e Zootec. 62:980-984.
doi:10.1590/s0102-09352010000400030.

Deusch, S., A. Camarinha-Silva, J. Conrad, U. Beifuss, M. Rodehutscord, and J.
Seifert. 2017. A structural and functional elucidation of the rumen microbiome
influenced by various diets and microenvironments. Front. Microbiol. 8:1-21.
doi:10.3389/fmicb.2017.01605.

Dong, Z., S. Wang, J. Zhao, J. Li, Q. Liu, Y. Bao, and T. Shao. 2021. Evaluating
fermentation quality, in vitro digestibility and aerobic stability of a total mixed ration
ensiled with different additives on Tibet plateau. Anim. Biosci. 34:223-232.
doi:10.5713/ajas.19.0972.

Ferraretto, L. F., W. . Silva Filho, T. Fernandes, D. H. Kim, and H. Sultana. 2018.
Effect of ensiling time on fermentation profile and ruminal in vitro starch digestibility in
rehydrated corn with or without varied concentrations of wet brewers grains. J. Dairy
Sci. 101:4643—-4649. doi:10.3168/jds.2017-14329.

Ferraretto, L. F., K. Taysom, D. M. Taysom, R. D. Shaver, and P. C. Hoffman. 2014.
Relationships between dry matter content, ensiling, ammonia-nitrogen, and ruminal
in vitro starch digestibility in high-moisture corn samples. J. Dairy Sci. 97:3221-3227.
doi:10.3168/jds.2013-7680.

Firkins, J. L., Z. Yu, and M. Morrison. 2007. Ruminal Nitrogen Metabolism:
Perspectives for Integration of Microbiology and Nutrition for Dairy. J. Dairy Sci.
90:1-16. doi:10.3168/jds.2006-518.

Gomes, A. L. M., A. V. |. Bueno, M. P. Osmari, J. Machado, L. G. Nussio, C. C.
Jobim, and J. L. P. Daniel. 2021. Effects of Obligate Heterofermentative Lactic Acid
Bacteria Alone or in Combination on the Conservation of Sugarcane Silage. Front.
Microbiol. 12:1-9. doi:10.3389/fmicb.2021.643879.

Gomes, D. |, E. Detmann, S. de C. Valadares Filho, R. S. Fukushima, M. A. de
Souza, T. N. P. Valente, M. F. Paulino, and A. C. de Queiroz. 2011. Evaluation of
lignin contents in tropical forages using different analytical methods and their
correlations with degradation of insoluble fiber. Anim. Feed Sci. Technol. 168:206—
222. doi:10.1016/j.anifeedsci.2011.05.001.

Hall, M. B., and G. B. Huntington. 2008. Nutrient synchrony: Sound in theory, elusive
in practice1. J. Anim. Sci. 86:287-292. doi:10.2527/jas.2007-0516.

Harmon, D. L., and K. C. Swanson. 2020. Review: Nutritional regulation of intestinal
starch and protein assimilation in ruminants. Animal. 14:17-28.



169

doi:10.1017/S1751731119003136.

Heinl, S., and R. Grabherr. 2017. Systems biology of robustness and flexibility:
Lactobacillus buchneri —A show case. J. Biotechnol. 257:61-69.
doi:10.1016/j.jbiotec.2017.01.007.

Hoffman, P. C., N. M. Esser, R. D. Shaver, W. K. Coblentz, M. P. Scott, A. L. Bodnar,
R. J. Schmidt, and R. C. Charley. 2011. Influence of ensiling time and inoculation on
alteration of the starch-protein matrix in high-moisture corn. J. Dairy Sci. 94:2465-
2474. doi:10.3168/jds.2010-3562.

Hristov, A. N., A. Bannink, L. A. Crompton, P. Huhtanen, M. Kreuzer, M. McGee, P.
Noziere, C. K. Reynolds, A. R. Bayat, D. R. Yanez-Ruiz, J. Dijkstra, E. Kebreab, A.
Schwarm, K. J. Shingfield, and Z. Yu. 2019. Invited review: Nitrogen in ruminant
nutrition: A review of measurement techniques. J. Dairy Sci. 102:5811-5852.
doi:10.3168/jds.2018-15829.

Junges, D., G. Morais, M. H. F. Spoto, P. S. Santos, A. T. Adesogan, L. G. Nussio,
and J. L. P. Daniel. 2017. Short communication: Influence of various proteolytic
sources during fermentation of reconstituted corn grain silages. J. Dairy Sci.
100:9048-9051. doi:10.3168/jds.2017-12943.

Kilkenny, C., W. Browne, I. Cuthill, M. Emerson, and D. Altman. 2014. Improving
Bioscience Research Reporting: The ARRIVE Guidelines for Reporting Animal
Research. Animals. 4:35-44. doi:10.3390/ani4010035.

Kung Junior, L., R. D. Shaver, R. J. Grant, and R. J. Schmidt. 2018. Silage review:
Interpretation of chemical, microbial, and organoleptic components of silages. J.
Dairy Sci. 101:4020—4033. doi:10.3168/jds.2017-13909.

Kung Junior, L., C. C. Taylor, M. P. Lynch, and J. M. Neylon. 2003. The effect of
treating alfalfa with Lactobacillus buchneri 40788 on silage fermentation, aerobic
stability, and nutritive value for lactating dairy cows. J. Dairy Sci. 86:336—343.
doi:10.3168/jds.S0022-0302(03)73611-X.

Lazzari, G., A. C. O. Poppi, J. Machado, A. V. |. Bueno, A. L. M. Gomes, C. C. Jobim,
and J. L. P. Daniel. 2021. Effects of protein source and lipid supplementation on
conservation and feed value of total mixed ration silages for finishing beef cattle. J.
Anim. Sci. 99:1-13. doi:10.1093/jas/skab032.

Licitra, G., T. M. Hernandez, and P. J. Van Soest. 1996. Standardization of
procedures for nitrogen fractionation of ruminant feeds. Anim. Feed Sci. Technol.
57:347-358. doi:10.1016/0377-8401(95)00837-3.

Macédo, A. J. da S., E. M. Santos, G. G. L. de Araujo, R. L. Edvan, J. S. de Oliveira,
A. F. Perazzo, W. C. C. dos S. S3, and D. M. Pereira. 2018. Silages in the form of
diet based on spineless cactus and buffelgrass. African J. Range Forage Sci.
35:121-129. doi:10.2989/10220119.2018.1473494.

Machado, M. G., E. Detmann, H. C. Mantovani, S. C. Valadares Filho, C. B. P.
Bento, M. . Marcondes, and A. S. Assuncéao. 2016. Evaluation of the length of
adaptation period for changeover and crossover nutritional experiments with cattle
fed tropical forage-based diets. Anim. Feed Sci. Technol. 222:132—-148.
doi:10.1016/j.anifeedsci.2016.10.009.



170

Matthews, C., F. Crispie, E. Lewis, M. Reid, P. W. O'Toole, and P. D. Cotter. 2019.
The rumen microbiome: a crucial consideration when optimising milk and meat
production and nitrogen utilisation efficiency. Gut Microbes. 10:115-132.
doi:10.1080/19490976.2018.1505176.

McDonald, P., A. R. Henderson, and S. J. E. Heron. 1991. The biochemistry of
silage. 2nd ed. Aberystwyth: Chalcombe Publications, Marlow, Bucks, UK.

Mertens, D. R. 2002. Gravimetric determination of amylase-treated neutral detergent
fiber in feeds with refluxing in beakers or crucibles: Collaborative study. J. AOAC Int.
85:1217-1240. doi:10.1093/jaoac/85.6.1217.

Mertens, D. R., and R. J. Grant. 2020. Digestibility and Intake. In: K. J. Moore, M.
Collins, C. J. Nelson, and D. D. Redfearn, editors. Forages. 7th ed. Wiley. p. 609—
631. Available from: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/9781119436669.ch34

Michelotti, T. C. de A., R. A. da Silva, J. H. Carneiro, R. B. Navarro, |. Q. de
Carvalho, E. M. de Paula, L. F. Ferraretto, M. Caetano, D. P. D. Lanna, and R. de
Almeida. 2021. Effect of ensiling time on apparent total tract starch digestibility in
Southern Brazilian dairy herds. Sci. Agric. 78:1-20. doi:10.1590/1678-992x-2019-
0096.

Miyaji, M., H. Matsuyama, and K. Nonaka. 2017. Effect of ensiling process of total
mixed ration on fermentation profile, nutrient loss and in situ ruminal degradation
characteristics of diet. Anim. Sci. J. 88:134—-139. doi:10.1111/asj.12610.

Miyaji, M., and K. Nonaka. 2018. Effects of altering total mixed ration conservation
method when feeding dry-rolled versus steam-flaked hulled rice on lactation and
digestion in dairy cows. J. Dairy Sci. 101:5092-5101. doi:10.3168/jds.2017-13802.

Muck, R. E. 2013. Recent advances in silage microbiology. Agric. Food Sci. 22:3—15.
doi:10.23986/afsci.6718.

Nagaraja, T. G., and E. C. Titgemeyer. 2007. Ruminal Acidosis in Beef Cattle: The
Current Microbiological and Nutritional Outlook. J. Dairy Sci. 90:17-38.
doi:10.3168/jds.2006-478.

Nair, J., N. Huaxin, E. Andrada, H.-E. Yang, E. Chevaux, P. Drouin, T. A. McAllister,
and Y. Wang. 2020. Effects of inoculation of corn silage with Lactobacillus hilgardii
and Lactobacillus buchneri on silage quality, aerobic stability, nutrient digestibility,
and growth performance of growing beef cattle. J. Anim. Sci. 98:1-20.
doi:10.1093/jas/skaa267.

Nelson, N. 1944. A Photometric Adaptation of the Somogyi Method for the
Determination of Glucose. J. Biol. Chem. 153:375-380. doi:10.1016/S0021-
9258(18)71980-7.

Nishino, N., H. Wada, M. Yoshida, and H. Shiota. 2004. Microbial counts,

fermentation products, and aerobic stability of whole crop corn and a total mixed
ration ensiled with and without inoculation of Lactobacillus casei or Lactobacillus
buchneri. J. Dairy Sci. 87:2563-2570. doi:10.3168/jds.S0022-0302(04)73381-0.

NRC. 2001. Nutrient requeriments of dairy cattle. 8th ed. National Academy Press,
Washington, DC, USA.

Okuda, H., S. Fujii, and Y. Kawashima. 1965. A direct colorimetric determination of



171

blood ammonia. Tokushima J. Exp. Med. 12:11-23. Available from:
https://www.cabdirect.org/cabdirect/abstract/19661405652

Oude-Elferink, S. J. W. H., E. J. Krooneman, J. C. Gottschal, S. F. Spoelstra, F.
Faber, and F. Driehuis. 2001. Anaerobic conversion of lactic acid to acetic acid and
1,2-propanediol by Lactobacillus buchneri. Appl. Environ. Microbiol. 67:125-132.
doi:10.1128/AEM.67.1.125-132.2001.

Owens, F. N., and W. G. Bergen. 1983. Nitrogen Metabolism of Ruminant Animals:
Historical Perspective, Current Understanding and Future Implications. J. Anim. Sci.
57:498-518. doi:https://doi.org/10.2527/animalsci1983.57Supplement_2498x.

Pahlow, G., R. E. Muck, F. Driehuis, S. J. W. H. Oude-Elferink, and S. F. Spoelstra.
2003. Microbiology of Ensiling. In: D. R. Buxton, R. E. Muck, and J. H. Harrison,
editors. Silage Science and Technology. Vol. 10. Agronomy M. American Society of
Agronomy, Crop Science Society of America, Soil Science So- ciety of America,
Madison, WI 53711 , USA. p. 31-93. Available from:
http://doi.wiley.com/10.2134/agronmonogr42.c2

Pedroso, A. D. F., L. G. Nussio, D. R. S. Loures, S. D. F. Paziani, J. L. Ribeiro, L. J.
Mari, M. Zopollatto, P. Schmidt, W. R. S. Mattos, and J. Horii. 2008. Fermentation,
losses, and aerobic stability of sugarcane silages treated with chemical or bacterial
additives. Sci. Agric. 65:589-594. doi:10.1590/S0103-90162008000600004.

Pedroso, A. de F., L. G. Nussio, D. R. S. Loures, S. de F. Paziani, J. L. Ribeiro, L. J.
Mari, M. Zopollatto, P. Schmidt, W. R. S. Mattos, and J. Horii. 2008. Fermentation,
losses, and aerobic stability of sugarcane silages treated with chemical or bacterial
additives. Sci. Agric. 65:589-594. doi:10.1590/S0103-90162008000600004.

Pedroso, A. de F., L. G. Nussio, S. de F. Paziani, D. R. S. Loures, M. S. Igarasi, R.
M. Coelho, I. H. Packer, J. Horii, and L. H. Gomes. 2005. Fermentation and epiphytic
microflora dynamics in sugar cane silage. Sci. Agric. 62:427—432.
doi:10.1590/S0103-90162005000500008.

Rabelo, C. H. S., C. J. Harter, C. L. da S. Avila, and R. A. Reis. 2019. Meta-analysis
of the effects of Lactobacillus plantarum and Lactobacillus buchneri on fermentation,
chemical composition and aerobic stability of sugarcane silage. Grassl. Sci. 65:3—12.
doi:10.1111/grs.12215.

SAS Institute Inc., Cary, NC, U. 2010. Statistical Analysis Systems User’s Guide.

Satter, L. D., and L. L. Slyter. 1974. Effect of ammonia concentration on rumen
microbial protein production in vitro. Br. J. Nutr. 32:199-208.
doi:10.1079/BJN19740073.

Siegfried, V. R., H. Ruckemann, and G. Stumpf. 1984. Eine HPLC-methode zur
bestimmung organischer sauren in silagen. Landwirtsch Forsch. 37:298-304.

Silva, B. de C., L. A. Godoi, S. de C. Valadares Filho, D. Zanetti, P. D. B. Benedeti,
and E. Detmann. 2019. A suitable enzymatic method for starch quantification in
different organic matrices. MethodsX. 6:2322-2328. doi:10.1016/j.mex.2019.09.040.

Silva, B. de C., M. V. C. Pacheco, L. A. Godoi, H. M. Alhadas, J. M. V. Pereira, L. N.
Renno, E. Detmann, P. V. R. Paulino, J. P. Schoonmaker, and S. de C. Valadares
Filho. 2020. Reconstituted and ensiled corn or sorghum grain: Impacts on dietary



172

nitrogen fractions, intake, and digestion sites in young Nellore bulls. W. Ma, editor.
PLoS One. 15:€0237381. doi:10.1371/journal.pone.0237381.

Silva, L. D., O. G. Pereira, T. C. Silva, E. S. Leandro, R. A. Paula, S. A. Santos, K. G.
Ribeiro, and S. C. Valadares Filho. 2018. Effects of Lactobacillus buchneri isolated
from tropical maize silage on fermentation and aerobic stability of maize and
sugarcane silages. Grass Forage Sci. 73:660-670. doi:10.1111/gfs.12360.

Subepang, S., T. Suzuki, T. Phonbumrung, and K. Sommart. 2019. Enteric methane
emissions, energy partitioning, and energetic efficiency of zebu beef cattle fed total
mixed ration silage. Asian-Australasian J. Anim. Sci. 32:548-555.
doi:10.5713/ajas.18.0433.

Valadares Filho, S. de C., S. A. Lopes, M. L. Chizzotti, F. A. de S. Silva, G. S.
Martins, L. B. Fialho, M. A. A. M. Cabral, and L. O. M. Silva. 2020. BR-CORTE 4.0.
Formulacéo dietas, predicao desempenho e analise econdmica zebuinos puros e
cruzados. Available from: www.brcorte.com.br

Voltolini, T. V., J. G. da Silva, W. E. de L. Silva, J. M. L. do Nascimento, M. A. A.
Queiroz, and A. R. de Oliveira. 2012. Valor nutritivo de cultivares de cana-de-agucar
sob irrigacédo. Rev. Bras. Saude e Producédo Anim. 13:894-901. doi:10.1590/s1519-
99402012000400001.

Wang, C., and N. Nishino. 2013. Effects of storage temperature and ensiling period
on fermentation products, aerobic stability and microbial communities of total mixed
ration silage. J. Appl. Microbiol. 114:1687—-1695. doi:10.1111/jam.12200.

Wang, T., K. Teng, Y. Cao, W. Shi, Z. Xuan, J. Zhou, J. Zhang, and J. Zhong. 2020.
Effects of Lactobacillus hilgardii 60TS-2, with or without homofermentative
Lactobacillus plantarum B90, on the aerobic stability, fermentation quality and
microbial community dynamics in sugarcane top silage. Bioresour. Technol.
312:123-135. doi:10.1016/j.biortech.2020.123600.

Woolford, M. K., and G. Pahlow. 1998. The silage fermentation. Microbiol. Fermented
Foods. 73-102. doi:10.1007/978-1-4613-0309-1_3.

Yani, S., K. Ishida, S. Goda, S. Azumai, T. Murakami, M. Kitagawa, K. Okano, K.
Oishi, H. Hirooka, and H. Kumagai. 2015. Effects of utilization of local food by-
products as total mixed ration silage materials on fermentation quality and intake,
digestibility, rumen condition and nitrogen availability in sheep. Anim. Sci. J. 86:174—
180. doi:10.1111/asj.12263.

Yanti, Y., S. Kawai, and M. Yayota. 2019. Effect of total mixed ration silage
containing agricultural by-products with the fermented juice of epiphytic lactic acid
bacteria on rumen fermentation and nitrogen balance in ewes. Trop. Anim. Health
Prod. 51:1141-1149. doi:10.1007/s11250-019-01798-1.

Zanine, A. D. M., E. M. Santos, D. D. J. Ferreira, O. G. Pereira, and J. C. C. de
Almeida. 2006. Efeito do farelo de trigo sobre as perdas, recuperag¢do da matéria
seca e composicao bromatolégica de silagem de capim-mombaca. Brazilian J. Vet.
Res. Anim. Sci. 43:803. doi:10.11606/issn.1678-4456.bjvras.2006.26560.



173

CONCLUSOES GERAIS

A idade de rebrota influencia a composi¢ao quimica da silagem de amendoim,
a abundancia relativa de sua populagdo microbiana, sem comprometer seu valor
nutritivo. Portanto, com base na matéria seca produzida recomenda-se a colheita
desta leguminosa para ensilagem, aos 80d de rebrota, associada ao uso de inoculante
bacteriano. O uso de inoculante microbiano melhora a qualidade da silagem de
amendoim forrageiro, reduzindo o pH, a atividade proteolitica e inibindo o crescimento
de enterobactérias, leveduras e fungos filamentosos. Além disso, a cepa AV14.17
contribuiu para aumentar a abundancia relativa de Lactiplantibacillus, com redugéao do
género Enterobacter, indica potencial de uso dessa cepa como aditivo microbiano,
porém faz-se necessario a avaliagdo com outras forrageiras e em condi¢cées de
campo, ensilagem em larga escala.

O perfil fermentativo, a diversidade microbiana, a composicdo quimica e a
digestibilidade in vitro da matéria seca de silagens de soja variam em fungédo do
estagio de colheita, bem como pelo uso de inoculante microbiano, embora a
fermentacdo predominante tenha sido tipicamente acética, possivelmente devido a
presenca dos géneros Weissella, Ligilactobacillus e Levilactobacillus nas silagens.
Destaca-se a presenca do género Clostridium em todas as silagens avaliadas, o que
pode também ter comprometido a fermentagdo da massa ensilada. Portanto,
recomenda-se a colheita da soja para producéo de silagem no estagio R6, associado
a aplicacdao de inoculante microbiano, por promover melhorias em algumas
caracteristicas fermentativas, como concentracdo de N-NHs e pH e melhorar a
digestibilidade in vitro da matéria seca, bem como proporcionar maior rendimento de
matéria seca por area.

O inoculante usado foi efetivo em inibir o crescimento de leveduras, reduzir
perdas de matéria seca e da fragéo fibrosa tanto na cana-de-agucar ensilada exclusiva
ou na forma de racdo em mistura total (RMT), bem como favorecer a estabilidade
aeroObia nas silagens avaliadas. No ensaio com animais, as silagens inoculadas com
Lentilactobacillus buchneri proporcionaram maiores consumos de matéria seca e de

nutrientes digestiveis totais.

A ensilagem da cana-de-acucar na forma de RMT mostra-se uma alternativa
interessante, pois proporciona maior digestibilidade de matéria seca, matéria

organica, carboidratos nao-fibrosos e de amido, bem como maior eficiéncia
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microbiana e menor excre¢do de amido fecal. Portanto, baseado no exposto, conclui-
se pela ensilagem da cana-de-acgucar na forma RMT, com uso de aditivo, pois além
dos pontos acima reportados, a ensilagem de cana como RMT podera facilitar a

logistica operacional de alimenta¢ao dos animais.



	Tese UFV
	080d2af8eb2a3ca5793977fbec48a18f0a5841d9e02131756325131148c42bb3.pdf
	Perfil fermentativo e diversidade microbiana em silagens de leguminosas e avaliação de cana-de-açúcar ensilada como ração em mistura total na alimentação de bovinos de corte: 


