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RESUMO

A variabilidade climatica impbe desafios para o crescimento do pasto no Brasil, impactando
diretamente a alimentacdo dos rebanhos, e a ensilagem se destaca como uma estratégia eficaz para
conservar as forragens, mantendo seu valor nutritivo e garantindo a disponibilidade de alimento
durante periodos de escassez. O primeiro experimento teve como objetivo investigar os efeitos da
inoculacdo com Lentilactobacillus buchneri (Lb) isoladamente, ou em combinacdo com
Lentilactobacillus hilgardii (Lh) sobre o perfil fermentativo, a sucessdo bacteriana e flngica, a
composicado quimica, perdas de matéria seca e estabilidade aerdbia das silagens do sorgo planta-
inteira, ensiladas durante 20, 60 e 100 dias. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, arranjado em esquema fatorial 3x3, com trés periodos de fermentagéo (20, 60 e 100
dias apos ensilagem) e trés aditivos microbianos (Controle, ndo inoculado; inoculante comercial a
base de Lb, e outro inoculante comercial, composto por Lh com Lb), com cinco repeti¢cdes por
tratamento. As varidveis avaliadas foram perfil fermentativo, composi¢do quimica, quantificacdo
das populagdes microbianas, acidos organicos e perdas de matéria seca. A estabilidade aerébia foi
monitorada por meio de data-loggers, enquanto a diversidade microbiana foi caracterizada por
sequenciamento do gene 16S rRNA, utilizando a plataforma QIIME2. Observou-se interacéo
significativa (P<0,05) entre os aditivos e o periodo fermentativo para as variaveis pH, carboidratos
soliiveis, nitrogénio amoniacal, matéria seca, proteina bruta, bactérias &cido-laticas, éacidos
organicos e estabilidade aerdbia. A diversidade beta mostrou maior EA nas comunidades
bacterianas dos grupos inoculados, enquanto o grupo controle teve maior disperséo e aumento de
taxons indesejaveis. Lentilactobacillus dominou nos grupos inoculados, e Kazachstania foi o
principal tdxon fangico. A inoculagcdo com Lb isolado e combinado com Lh promoveu maior
desenvolvimento da populacdo de bactérias acido-laticas e produziu compostos antifingicos.
Portanto, recomenda-se a inoculacdo com Lb ou Lb+Lh e o periodo de fermentacdo de 60 a 100
dias para otimizar a EA. No segundo experimento, objetivou-se avaliar o perfil fermentativo, as
perdas de matéria seca, a composi¢do quimica e a estabilidade aerébia de silagens de racdo em
mistura total a base de sorgo forrageiro aditivadas com doses de FreshCUT Plus™ aos 40 e 80
dias apds a ensilagem. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando dois
periodos de fermentacao, trés aditivos e cinco repeticGes por tratamento, em esquema fatorial 2x3.
Os aditivos empregados foram: racdo em mistura total controle, sem aditivo; racdo em mistura
total aditivada com 1 kg FreshCUT Plus™/Mg base MN; racdo em mistura total aditivada com 2
kg FreshCUT Plus™/Mg base MN. Observou-se interacdo significativa (P<0,05) entre o aditivo e
0 periodo fermentativo para extrato etéreo, pH, carboidratos sollveis, &cidos organicos e
estabilidade aerdbia. Aos 80 dias, as silagens com 2 kg FreshCUT Plus™ eliminaram populacGes
microbianas indesejaveis, apresentando maiores concentracdes de cido latico e acético, melhor
estabilidade aerdbia e menores temperaturas, sem alteragfes significativas de matéria seca. Com
base nos resultados, recomenda-se a adi¢ao de 2 kg FreshCUT Plus™/Mg e um periodo de
fermentacdo de 80 dias para otimizar a qualidade da silagem de racdo em mistura total.

Palavras-chave: estacionalidade climética, fermentacéo, microbiota, metataxonémica



ABSTRACT

The climatic variability poses challenges for pasture growth in Brazil, directly impacting livestock
feeding, and silage stands out as an effective strategy for conserving forages, maintaining their
nutritional value and ensuring the availability of food during periods of scarcity. The first
experiment aimed to investigate the effects of inoculation with Lentilactobacillus buchneri (Lb)
alone or in combination with Lentilactobacillus hilgardii (Lh) on the fermentation profile,
bacterial and fungal succession, chemical composition, dry matter losses, and aerobic stability of
whole-plant sorghum silages ensiled for 20, 60 and 100 days. The experimental design was fully
randomized, arranged in a 3x3 factorial scheme, with three microbial additives (Control, non-
inoculated; commercial Lb-based inoculant; and another commercial inoculant composed of Lh
with Lb), with five repetitions per treatment. The evaluated variables were fermentation profile,
chemical composition, microbial population quantification, organic acids, and dry matter losses.
Aerobic stability was monitored using data loggers, while microbial diversity was characterized
by 16S rRNA gene sequencing, using the QIIME2 platform. Significant interaction (P<0,05) was
observed between the additives and the fermentation period for the variables pH, soluble
carbohydrates, ammoniacal nitrogen, dry matter, crude protein, lactic acid bacteria, acids, and
aerobic stability. Beta diversity showed higher aerobic stability in the bacterial communities of the
inoculated groups, while the control group exhibited greater dispersion and an increase in
undesirable taxa. Lentilactobacillus dominated the inoculated groups, and Kazachstania was the
main fungal taxon. Inoculation with Lb alone and in combination with Lh promoted greater
development of lactic acid bacteria and produced antifungal compounds. Therefore, inoculation
with Lb or Lb+Lh and a fermentation period of 60 to 100 days are recommended to optimize
aerobic stability. In the second experiment, the aim was to evaluate the fermentation profile, dry
matter losses, chemical composition, and aerobic stability of total mixed ration silages based on
forage sorghum, treated with doses of FreshCUT Plus™ at 40- and 80-days post-ensiling. The
experimental design was fully randomized, using two fermentation periods, three additives, and
five repetitions per treatment, organized in a 2x3 factorial scheme. The additives used were:
control total mixed ration, without additive; total mixed ration with 1 kg FreshCUT Plus™/Mg of
dry matter. A significant interaction (P<0,05) was observed between the additive and fermentation
period for ether extract, pH, soluble carbohydrates, organic acids, and aerobic stability. At 80
days, the silages with 2 kg FreshCUT Plus™ eliminated undesirable microbial populations,
presenting higher concentrations of lactic and acetic acids, better aerobic stability, and lower
temperatures, without significant changes in dry matter. Based on the results, it is recommended to
add 2 kg FreshCUT Plus™/Mg and a fermentation period of 80 days to optimize silage quality.

Keywords: climatic seasonality, fermentation, microbiota, metataxonomic
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil se destaca como uma poténcia agricola e pecudria, possuindo o maior rebanho
bovino comercial do mundo, com aproximadamente 197,18 milhGes de animais e cerca de 161,45
milhdes de hectares dedicados as pastagens (ABIEC, 2024). No entanto, a producdo de forragem
enfrenta desafios significativos, especialmente durante o periodo de estiagem, quando a reducéo
no crescimento das pastagens limita a disponibilidade de forragem de qualidade, impactando
diretamente a alimentagéo dos rebanhos.

Para mitigar os efeitos da sazonalidade climética sobre o desenvolvimento das pastagens, a
ensilagem é amplamente adotada como técnica eficaz para a conservacdo de forragens. Esse
método possibilita armazenamento dos materiais em condi¢Bes anaerdbias, preservando seu valor
nutritivo e garantindo uma fonte constante de alimento durante periodos de escassez (PAULA,
2021).

Entre as culturas utilizadas para ensilagem, o sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] se
destaca pela sua capacidade de adaptacdo a multiplos estresses abidticos, como secas prolongadas,
além de sua resiliéncia em diferentes condic6es de solo e clima (KHAVANINZADE et al., 2022).
Essa graminea é valorizada por suas caracteristicas produtivas e alto valor nutritivo, apresentando
teores de matéria seca variando entre 220 e 354,1 g/kg, proteina bruta de 90 a 130 g/kg, fibra em
detergente neutro de 560 a 700 g/kg e nutrientes digestiveis totais de 490 a 620 g/kg, com base na
matéria seca (SILVA et al., 2021).

Além da ensilagem convencional, a silagem de racdo em mistura total (TMR) emerge
como uma estratégia que combina forragens com alimentos energéticos, proteicos, minerais,
vitaminas e aditivos, permitindo um balanceamento nutricional que atende as exigéncias
alimentares dos animais (DAI et al., 2022). A ensilagem conjunta dos ingredientes na TMR ¢
particularmente eficaz em situacdes de alta umidade das forrageiras, resultando em um perfil
fermentativo adequado (MACEDO et al., 2018).

A otimizacdo do processo de ensilagem, seja por métodos convencionais ou na TMR, pode
ser aprimorada com a utilizacdo de aditivos. Esses compostos desempenham um papel
fundamental na reducdo da fermentacdo alcoolica, no aumento da estabilidade aerdbia e na
minimizacdo de perdas durante o processo fermentativo (DA SILVA et al., 2021). Aditivos
guimicos, como os acidos organicos — acético (AA), propidnico (AP) e benzoico — demonstram
eficacia no controle do pH e na inibicdo de fermentacOes indesejaveis, contribuindo

significativamente para a preservacdo da qualidade da silagem (MUCK et al., 2018).
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Outra estratégia promissora para a melhoria da silagem é a utilizacdo de inoculantes a base
de bactérias acido laticas (BAL) heterofermentativas. O Lentilactobacillus buchneri é amplamente
reconhecido por sua capacidade de aumentar a EA por meio da producdo de compostos
antifangicos (MUCK et al.,, 2018). Em sinergia, o Lentilactobacillus hilgardii converte
rapidamente lactato em acetato, inibindo o crescimento da populacdo de leveduras (LEV) e
contribuindo para a estabilizacdo da silagem (DA SILVA et al., 2021). A inoculacdo simultanea
de L. buchneri e L. hilgardii potencializa a producédo de AA, 1,2-Propanodiol e AP, melhorando a
qualidade da silagem ao controlar microrganismos indesejaveis, especialmente em periodos mais
longos de fermentacdo (DROUIN et al., 2019; ARRIOLA et al., 2021).

Adicionalmente, a aplicacdo de técnicas de analise metataxondémica tem proporcionado
avancos significativos na caracterizacdo detalhada das comunidades microbianas nas silagens.
Essas andlises oferecem uma visdo abrangente das interacdes entre 0s microrganismos presentes
durante a fermentacgdo, permitindo o desenvolvimento de inoculantes mais eficazes e adaptados as
particularidades de cada tipo de silagem (DROUIN et al., 2019).

Diante do exposto, este estudo teve como hipédteses que a inoculacdo da silagem de sorgo
forrageiro com a combinacdo de L. buchneri e L. hilgardii promoveria um rapido
desenvolvimento de BAL, produzindo compostos antifungicos e melhorando a estabilidade
aerodbia e qualidade nutricional mesmo em curtos periodos de fermentacao. Além disso a adicdo de
FreshCUT Plus™ (1 kg ou 2 kg/Mg) a silagem de TMR capaz de aprimorar o perfil fermentativo e
o valor nutritivo, com melhores resultados observados na dose de 2 kg/Mg devido a maior
concentracdo de aditivos. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da inoculagdo com L.
buchneri isoladamente, ou em combinagdo com L. hilgardii sobre o perfil fermentativo, a sucessao
bacteriana e fungica, a composicdo quimica, perdas de matéria seca e EA das silagens sorgo
planta-inteira, bem como avaliar o impacto de diferentes doses de FreshCUT Plus™ em silagens
de TMR a base de sorgo forrageiro, analisando as caracteristicas fermentativas, perdas de matéria

seca, composicdo quimica estabilidade aerdbia, ambos em diferentes periodos de abertura.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cultura do sorgo

O sorgo se destaca como uma das principais culturas, especialmente em regides semiaridas
(BOREGOWDA et al., 2019). Originario da Africa e pertencente a familia Poaceae, essa graminea
é caracterizada por um mecanismo fotossintético C4, o que confere uma eficiéncia superior na
fixacdo de carbono em comparagéo a plantas de metabolismo C3, como o milho (SANTOS et al.,

2015). Essa adaptacdo permite ao sorgo aproveitar a luz solar de maneira eficaz sob altas
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temperaturas e baixa umidade, caracteristicas comuns nas regifes semiaridas do Brasil, onde sua
adocdo se intensificou desde a década de 1970 (SILVA et al., 2021).

Atualmente, 0 sorgo ocupa a quinta posicdo entre os cereais mais cultivados no mundo,
ficando atras apenas do trigo, arroz, milho e cevada (BRASIL, 2021). Essa ascenséo é atribuida a
sua notavel capacidade de adaptacdo a diferentes condi¢Bes de clima e solo, além de apresentar
menor sensibilidade & seca e exigir menos fertilidade em comparagdo com o milho (KHALIFA &
ELTAHIR, 2023). Essas caracteristicas tornam o sorgo uma cultura estratégica para maximizar a
producdo de forragem em regides onde a sustentabilidade do sistema de producéo e o desempenho
animal sdo criticos.

Diversas variedades de sorgo foram desenvolvidas ao longo dos anos para atender a
diferentes demandas produtivas, classificando-se em trés categorias principais: forrageiro,
granifero e sacarino. O sorgo forrageiro, em particular, destaca-se na producao de silagem devido
a sua elevada tolerancia a condicGes adversas, como alagamentos e déficits hidricos prolongados
(KHALIFA & ELTAHIR, 2023). Sua versatilidade permite que seja amplamente utilizado, tanto
na alimentacdo animal quanto humana, podendo ser consumido in natura, na forma de farinaceo
ou em produtos processados como racdo, amido, cera, bebidas e biocombustiveis (SILVA &
BRITO, 2019).

A ampla utilizacdo do sorgo em regides sujeitas a periodos de déficit hidrico deve-se, em
grande parte, a sua capacidade de ajuste osmotico. Durante periodos de déficit hidrico, o sorgo
acumula solutos, como acucares e ions, que ajudam a manter o turgor celular, a condutancia
estomética e a fotossintese, mesmo sob estresse ambiental (TURNER, 2018). Esse mecanismo
permite a absorcdo continua de agua pelas raizes, favorecendo o acumulo de biomassa e
aumentando a resiliéncia em periodos secos. Além disso, o sistema radicular profundo do sorgo
proporciona resisténcia e estabilidade em solos de baixa fertilidade, resultando em menores custos
de producéo e na obtencdo de forragem de qualidade para ensilagem (BRASIL, 2021).

Do ponto de vista fermentativo, 0 sorgo apresenta propriedades que o tornam ideal para a
producéo de silagem de boa qualidade. Sua elevada concentracdo de carboidratos soltveis (CHOSs)
e baixa capacidade tamponante (CT) favorecem uma rapida acidificagdo da massa ensilada,
criando um ambiente fermentativo eficiente e resultando em silagens com teores nutricionais
adequados e viabilidade econdmica (SANTIN, 2020). A escolha da variedade apropriada, aliada a
colheita no ponto ideal de maturacdo — quando o0s grdos estdo no estadio pastoso e a planta
apresenta entre 30 a 35% de matéria seca — é essencial para garantir a producdo de qualidade
superior (MCDONALD etal., 1991).
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Nesse contexto, a ensilagem se configura como uma pratica estratégica, assegurando a
conservacao de forragem durante o periodo seco e contribuindo na manutencdo da alimentagéo
dos rebanhos (FERNANDES, 2020).

2.2 Silagem de Sorgo

O sorgo forrageiro destaca-se por seus elevados niveis de carboidratos, que podem
ultrapassar 15% da MS (LUCENA et al., 2021). Embora esses CHOs desempenhem um papel
essencial no processo fermentativo, a sua presenga em excesso pode resultar na reducdo do pH da
silagem para niveis abaixo dos recomendados. Isso favorece a proliferacdo de microrganismos
indesejaveis, como as LEV (SANTOS et al., 2021). Esses microrganismos acidotolerantes
utilizam os CHOs e o AL como substrato, levando a producéo de etanol e didxido de carbono, o
que resulta em perdas significativas de MS e na deterioracdo aerdbia da silagem ap6s a abertura
dos silos (KUNG et al., 2018).

A elevada populagéo epifitica de leveduras presente no sorgo contribui para a fermentacéo
alcoolica durante o armazenamento. Este efeito é intensificado pela grande disponibilidade de
substratos fermentaveis, comprometendo a estabilidade do material ensilado, especialmente
qguando exposto ao oxigénio. A falta de controle sobre essa fermentagéo acarreta perdas adicionais
de nutrientes, impactando negativamente a qualidade final da silagem (SANTOS et al., 2018).

Apesar dos desafios enfrentados, a silagem do sorgo continua a ser uma escolha estratégica
para a alimentacdo animal, devido a sua produtividade superior em relacdo ao milho, aliada a um
custo de producdo reduzido. Quando adequadamente produzida, a silagem de sorgo pode
apresentar uma qualidade nutricional semelhante a silagem de milho, tornando-se uma opcao
atrativa para produtores em diversas regides (SANTIN et al., 2020).

Entretanto, 0 momento de corte da planta é crucial para a qualidade da silagem. Plantas
colhidas tardiamente tendem a apresentar uma maior fragdo fibrosa, o que pode comprometer a
digestibilidade e o consumo pelos animais (MARTINKOSKI et al., 2013). Além disso, o teor de
MS da forragem, influenciado pela propor¢éo de caules, folhas e paniculas, impacta diretamente o
processo de fermentacdo (COSTA et al., 2016). A menor proporcdo de paniculas e gréos nas
cultivares de sorgo forrageiro, em comparacdo com cultivares graniferos ou de duplo proposito,
pode comprometer a composi¢do da MS (PINHO et al., 2006).

Esses fatores evidenciam a complexidade do manejo da fermentacdo da silagem de sorgo,
ressaltando a importancia de estratégias que minimizem as perdas de MS e garantam a

estabilidade do produto final. Diante disso, a inclusdo de aditivos e a producdo de silagens de
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TMR surgem como alternativas promissoras, visando mitigar esses desafios e otimizar tanto a

conservacgao quanto o valor nutritivo da silagem (KUNG et al., 2018).

2.3 Racao em mistura total (TMR)

A TMR é uma estratégia consolidada que integra forragens, concentrados, minerais,
vitaminas e aditivos numa mistura homogénea, suprindo as demandas nutricionais de ruminantes.
Sua crescente adocdo esté ligada a eficiéncia em promover uma ingestdo uniforme de nutrientes,
reduzindo a seletividade e favorecendo a consisténcia alimentar (DAI et al., 2022). A TMR ¢
especialmente vantajosa para sistemas de producdo intensivos, onde a demanda por uma dieta
balanceada impacta diretamente o desempenho animal e a rentabilidade da operacdo (MARROCO
et al., 2020).

No processo de ensilagem, a TMR apresenta alta densidade, que contribui para a expulséo
eficiente do oxigénio e favorece uma fermentacdo anaerdbica mais rapida, essencial para a
qualidade da silagem. Essa compactacdo reduz a atividade de microrganismos deteriorantes e
contribui para a retengdo de nutrientes, minimizando perdas de MS e aumentando o valor
nutricional da silagem (BORREANI et al., 2018; WANG et al., 2023). A utilizacdo de
ingredientes com baixo teor de umidade também é fundamental, pois diminui a producdo de
efluentes e promove a homogeneidade da mistura, reduzindo a seletividade animal e facilitando a
inclusdo de subprodutos nutricionalmente viaveis (CHEN et al., 2016).

Para otimizar o processo fermentativo da TMR, € essencial um equilibrio entre MS, CHOs
e controle de pH. Ingredientes tamponantes, como bicarbonato de sodio, ajudam a manter a
estabilidade do pH durante a fermentacdo, o que é essencial para a preservacdo da integridade
nutricional da silagem e para a viabilidade econdmica do sistema (TIAN et al., 2020; LAZZARI et
al.,, 2021). A adequada proporcdo de CHOs e tamples melhora a eficiéncia fermentativa,
permitindo uma estabilizagdo répida do ambiente anaerdbico, o que reduz a proliferacdo de
microrganismos indesejaveis (CHEN et al., 2016).

Um dos principais beneficios da TMR é a maior estabilidade aerobia (EA), especialmente
em relagcdo a forragens frescas. Essa estabilidade permite que o material ensilado resista a
deterioracdo mesmo apds exposicdo ao ar, 0 que é vantajoso em regides tropicais onde as altas
temperaturas representam um desafio para a conservacdo (WANG & NISHINO, 2013). Pesquisas
indicam que o armazenamento prolongado pode reduzir ainda mais a presenca de LEV e fungos,
resultando em uma resisténcia aprimorada contra a deterioracdo aerébia (RESTELATTO et al.,
2019).
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A aplicacdo de aditivos, como &cidos organicos e inoculantes bacterianos, especialmente
LB, é fundamental para otimizar a preservagdo da TMR, aumentando sua resisténcia e estabilidade
ao longo do tempo. Esses aditivos inibem o crescimento de microrganismos deteriorantes e
promovem uma fermentacdo mais eficiente, preservando nutrientes e estendendo a vida atil da
silagem (ARRIOLA et al., 2021). A utilizagdo de tecnologias de inoculacdo especificas oferece
novas possibilidades de controle de qualidade, permitindo ajustes nas propriedades fermentativas

que se adequam as variacdes de clima e composicdo da TMR (BUENO et al., 2020).

2.4 Utilizagéo de aditivos em silagens

As variedades de sorgo apresentam atributos desejaveis; no entanto, seu alto teor de
carboidratos, que varia entre 15% e 20% do conteldo total da MS, pode causar perdas
significativas durante o processo de ensilagem. Essas perdas sdo, em grande parte, atribuidas a
acao das LEV, que ocasionam a fermentacdo alcodlica, comprometendo a qualidade da silagem
(SANTOS et al., 2021).

Diante desses desafios, a utilizacdo de aditivos na silagem desempenha um papel crucial na
melhoria do valor nutritivo do material ensilado. Esses aditivos tém como principais objetivos
reduzir a fermentacdo alcodlica, aumentar a EA e minimizar as perdas durante o processo
fermentativo e na exposigdo ao ar, promovendo, assim melhorias no valor nutritivo da silagem
(DA SILVA et al., 2021). De maneira geral, os aditivos podem ser classificados em quatro
categorias principais: estimuladores de fermentacdo, inibidores de fermentacdo, inibidores da
deterioracdo aerdbia, aditivos nutricionais e absorventes (MCDONALD, 1991).

Esses aditivos podem atenuar 0s riscos associados as caracteristicas especificas da cultura e
as condi¢cdes ambientais adversas, inibindo o crescimento de microrganismos indesejaveis e a
deterioracdo, além de reduzir as perdas de MS (MUCK et al., 2018). Para maximizar os beneficios
e garantir a qualidade da silagem, é recomendada a utilizacdo de diferentes tipos de aditivos de
forma combinada, a depender das caracteristicas do material que se pretende ensilar e dos
objetivos a serem alcancados para otimizar a conservacdo do alimento na forma de silagem
(ZOPOLLATO et al., 2009).

2.4.1 Inoculantes microbianos

O uso de inoculantes microbianos na ensilagem promove o desenvolvimento de BAL,
fundamentais para suprimir fermentacdes indesejaveis e aprimorar a EA das silagens (NUSSIO et
al., 2019). Cepas homofermentativas, como Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus casei e
Enterococcus faecium, sdo preferidas pela eficiéncia na conversao rapida de CHOs em AL, o que
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acelera a reducdo do pH e limita o crescimento microbiano indesejavel, resultando em menor
producdo de AA, &cido butirico (AB) e etanol, além de maior retencdo de MS (ZOPOLLATO et
al., 2009; ZHANG et al., 2020).

Kung et al. (2018) observaram que essas bactérias homolaticas contribuem para um
aumento de até 5% na recuperacdo de MS, reduzindo fermenta¢Bes secundarias por clostridios.
Contudo, essas cepas promovem EA eficaz em apenas um terco dos casos, pois a menor produgéo
de AA e compostos antifngicos pode comprometer a resisténcia da silagem a deterioragédo
aerobia.

Por outro lado, as bactérias heterofermentativas, como L. buchneri, sdo notaveis por
converterem AL em AA e AP, ambos com comprovadas propriedades antifungicas (KUNG et al.,
2018). A LB é uma bactéria heterofermentativa obrigatéria, frequentemente utilizada como
inoculante em silagens. Essa espécie possui dois genes que codificam a enzima fosfocetolase,
comprovando sua natureza heterolatica obrigatéoria (MCDONALD et al., 1991). Além disso, por
meio dessa enzima, a L. buchneri redireciona 0 metabolismo do lactato para a producdo de AA e
propanodiol. Esse processo reduz a atividade das LEV, prolongando a EA da silagem apés a
abertura do silo, embora sua eficécia ideal seja alcancada apenas ap0s 45 a 60 dias de fermentacédo
(KUNG et al., 2018). Em condicOes ideais, um adequado pH potencializa o efeito de AA contra
LEV e fungos (BERNARDI et al., 2019).

O AA desempenha um papel vital na inibicdo de LEV, atuando ao entrar nas células e
acidificar o citoplasma, o que aumenta o consumo de ATP e resulta em esgotamento energético e
morte celular (STRATFORD et al., 2013). Essa acdo do AA também contribui para reduzir a
producdo de micotoxinas, que prejudicam o desempenho animal (AUERBACH et al., 2020).

A L. hilgardii é outra cepa promissora por sua capacidade de acelerar a estabilizacdo das
silagens. Da Silva et al. (2021) relataram que a combinacdo de L. buchneri e L. hilgardii melhorou
significativamente a EA em apenas 10 dias de fermentagdo, sugerindo um efeito sinérgico com
potencial para otimizar o processo fermentativo em prazos curtos. Essa caracteristica torna a L.
hilgardii especialmente para produtores que necessitam abrir silos a partir dos 30 dias,
minimizando perdas durante periodos de estiagem (BORREANI et al., 2018).

Estudos anteriores corroboram a eficacia da L. hilgardii na melhoria da EA. Ferrero et al.
(2019) observaram que a adicdo de L. hilgardii isoladamente aumentou a EA em um ensaio com
silagem de milho, com valores mais altos ap6s 15 e 30 dias de conservagédo. Drouin et al. (2019)
relataram que no primeiro dia de ensilagem, as silagens tratadas com L. hilgardii apresentaram
uma maior producdo de AA em comparacdo as ndo inoculadas, evidenciando um efeito rapido na

producdo de acidos organicos, o que favorece a preservacdo da silagem. Costa et al. (2021)
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confirmaram que as silagens tratadas com L. hilgardii apresentaram maior EA e menor populacdo
de LEV em comparagdo as ndo tratadas. Alem disso, Ferrero et al. (2021) demonstraram ainda que
o L. hilgardii modificou o perfil fermentativo, promovendo a producdo de AA e 1,2-Propanodiol,
tipicos de bactérias como o L. buchneri, reforcando sua capacidade de melhorar a conservagédo das

silagens.

2.4.2 Aditivos quimicos

Os aditivos quimicos sdo essenciais para aprimorar a conservacdo das silagens,
proporcionando maior recuperacdo de MS, melhor digestibilidade dos nutrientes e, como
resultado, uma maior aceitagdo pelos animais (DAI et al., 2022). Durante o processo de ensilagem,
0 atraso na colheita é uma das principais razdes para a utilizacdo desses aditivos (COSTA et al.,
2021). Quando ocorrem atrasos, a compactacdo pode ser insuficiente, e os aditivos auxiliam
acelerando a queda do pH (BORREANI et al., 2018) ao estimular a fermentacdo latica. Esses
aditivos ndo apenas influenciam a acidificagdo, mas também modificam o ambiente fermentativo,
favorecendo o crescimento de microrganismos benéficos e inibindo os indesejaveis, o que
contribui significativamente para a qualidade final da silagem (NASCIMENTO et al., 2016).

Adicionalmente, a incorporacdo de aditivos quimicos, como &cidos organicos, € uma
estratégia valiosa para potencializar a conservacao da silagem, atuando de maneira complementar
aos inoculantes microbianos. De acordo com Oliveira et al. (2023) esses aditivos inibem a
fermentacdo de agucares em produtos indesejaveis, como alcool e AB, restringindo o crescimento
de clostridios.

Inicialmente, &cidos como sulfdrico e formico eram utilizados para acidificar a silagem,
inibir microrganismos deteriorantes e reduzir o pH, minimizando assim as perdas de nutrientes
(WILKINSON & RINNE, 2018). Atualmente, acidos organicos como o AA, AP, acido sorbico e
acido benzoico sdo os principais aditivos empregados para melhorar a EA (MUCK et al., 2018).
Essas préaticas tém demonstrado potencial para aumentar o consumo de MS pelos animais, mas
também séo essenciais para a qualidade da silagem (GERLACH et al., 2021).

Estudos mais recentes mostram que tanto o AA quanto o AP tém efeito direto na melhoria
da EA, agindo na inibigéo de mofos e LEV (LI et al., 2024). De forma similar, Aslim et al. (2021)
destacam que aditivos a base de AP tém se mostrado eficazes na inibicdo de LEV. Além disso,
Silva et al. (2015) relataram que o &cido benzoico é capaz de inibir o metabolismo celular de
microrganismos, interferindo diretamente na atividade enzimatica do ciclo de citrato, reforcando

seu potencial como aditivo antifungico.
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Esses beneficios sdo apoiados por Dai et al. (2022) que mostraram que a aplicacdo de
aditivos quimicos em silagens de TMR resultou em uma reducgdo significativa do contetdo de
nitrogénio amoniacal, sugerindo inibicdo de proteolise. Observou-se um aumento no teor de AA e
nas contagens de BAL, enquanto as LEV e bactérias aerdbias foram reduzidas nas silagens
tratadas em comparagdo ao controle. A EA foi significativamente prolongada, estendendo o
periodo em mais de 216 horas.

Dessa forma, os aditivos quimicos sdo fundamentais na modulacdo da microbiota durante a
ensilagem, influenciando a qualidade final da silagem. Sua acdo ndo apenas preserva 0s nutrientes,
mas também promove uma diversidade microbiana mais equilibrada, criando oportunidades para

investigacGes mais detalhadas sobre a microbiota das silagens (DROUIN et al., 2020).

2.5 Diversidade microbiana

A caracterizacdo das espécies microbianas no processo de ensilagem tradicionalmente
utiliza métodos de cultura baseados no isolamento de cepas para classificacdo taxonémica.
Contudo, esses métodos apresentam limitacdes, uma vez que meios seletivos podem restringir o
crescimento de certos microrganismos, resultando em uma caracterizacdo parcial da microbiota
presente. Muitos microrganismos ndo se adaptam bem a esses meios, dificultando a compreensao
completa da diversidade microbiana. Diante disso, a necessidade de adotar técnicas moleculares
mais avangadas para caracterizar com precisédo a comunidade microbiana em silagem tem crescido
significativamente (DROUIN et al., 2019).

Entre essas técnicas, a metataxonomia destaca-se pela capacidade de analisar diretamente o
DNA purificado, possibilitando uma avaliacdo detalhada tanto da diversidade quanto das funcées
das comunidades microbianas, sem a necessidade de cultivo isolado dos microrganismos
(DROUIN et al., 2020). O sequenciamento de DNA proporciona uma visdo detalhada da
composi¢do microbiana e permite entender profundamente as fungdes metabodlicas desempenhadas
pelas diferentes espécies (CAFFREY et al., 2010).

A microbiota envolvida na ensilagem é complexa e dindmica, influenciada por fatores que
impactam sua diversidade no momento da colheita, como tipo de forrageira, condigdes climaticas,
manejo agricola e estado fisioldgico da planta (DROUIN et al., 2019). Estudos indicam que
analise molecular é fundamental para esclarecer essa complexidade. Li & Nishino (2011), por
exemplo, usaram eletroforese em gel gradiente desnaturante (DGGE) para examinar os efeitos da
inoculacdo Lactobacillus rhamnosus e LB em silagens de milho, observando que, embora a
inoculacdo tenha pouco efeito na comunidade bacteriana, houve alteracdes significativas na

populacdo de fungos apds a deterioracdo aerobia.
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Outros estudos genémicos, como o de Heinl et al. (2012), revelaram a capacidade de LB
CD034 de converter lactato em acetato e etanol. Além disso, Avila et al. (2014) observaram que
cepas de LH identificadas como CNCM 1-4784 e CNCM 1-4785 melhoram a fermentacdo e
reduzem perdas de MS em silagens de cana-de-agucar. Em testes, Santos et al. (2017) notaram que
vacas alimentadas com silagem tratada com essa cepa apresentaram maior producdo de leite e
solidos em comparagdo com silagens ndo tratadas. Esses estudos aprofundam o entendimento
sobre o papel das espécies microbianas e fornecem informagbes valiosas para otimizar a
fermentacdo e a qualidade das silagens.

Dada a complexidade das interagcbes microbianas em silagens de sorgo, especialmente sob
condicBes tropicais, pesquisas adicionais sdo necessarias. Compreender as condi¢des que
favorecem a prevaléncia de LH durante a fermentacdo pode otimizar seu uso, seja isoladamente ou
em combinacdo com LB. Tais investigacbes buscam ndo apenas aprimorar a qualidade das
silagens, mas também promover a sustentabilidade e eficiéncia na producdo forrageira, com

impacto positivo na produtividade animal e na seguranga alimentar (FERRERO et al., 2019).
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CAPITULO |

Sucessdo microbiana das comunidades bacterianas e fungicas, perfil fermentativo, estabilidade
aerdbia e perdas de matéria seca em silagem de sorgo inoculada com Lentilactobacillus buchneri
isoladamente ou em combinacdo com Lentilactobacillus hilgardii em

diferentes periodos de ensilagem
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RESUMO

A producéo de silagem de sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] pode ser afetada por seu alto teor
de carboidratos sollveis, que intensifica a fermentacdo, reduz rapidamente o pH e diminui a
estabilidade aerdbia, resultando em perdas de nutrientes nas fases anaerobica e aerdbia. O objetivo
deste estudo foi investigar os efeitos da inoculacdo com Lentilactobacillus buchneri (Lb)
isoladamente, ou em combinagdo com Lentilactobacillus hilgardii (Lh) sobre o perfil
fermentativo, a sucessdo bacteriana e flngica, a composi¢cdo quimica, perdas de matéria seca e
estabilidade aerdbia das silagens do sorgo planta-inteira, ensiladas durante 20, 60 e 100 dias. O
experimento foi realizado no Laboratorio de Forragicultura da Universidade Federal da Paraiba,
localizado em Areia, PB, utilizando um delineamento experimental inteiramente casualizado,
arranjado em esquema fatorial 3x3. Os fatores foram: trés periodos de fermentacdo (20, 60 e 100
dias ap0s ensilagem) e trés aditivos microbianos (Controle, ndo inoculado; inoculante comercial a
base de Lb, e outro inoculante comercial, composto por Lh com Lb), com cinco repeti¢cdes por
tratamento. Observou-se interacdo significativa (P<0,05) entre os aditivos e o periodo
fermentativo para as varidveis pH, carboidratos solGveis, nitrogénio amoniacal, matéria seca,
proteina bruta, populacdo de bactérias acido-laticas (BAL), &cido latico, acido acético (AA), acido
propiénico (AP), a relacdo latica: acético, acido butirico, estabilidade aerdbia (EA), temperatura
maxima e temperatura média. Houve efeito isolado (P<0,05) dos aditivos sobre matéria organica
(MO), matéria mineral (MM) e populacédo de leveduras (LEV). O periodo fermentativo apresentou
efeito isolado (P<0,05) para MO, MM, LEV e fungos (FUN), temperatura minima e tempo
maxima temperatura. Ndo houve diferenca (P>0,05) para fibra em detergente neutro. Os
resultados mostraram que a inoculagdo com Lb e Lb+Lh favoreceu a proliferacdo de BAL,
aumentou a producdo de AA e AP, reduziu a populacéo de LEV e eliminou os mofos aos 100 dias
de fermentacdo, promovendo maior EA nos periodos de 60 e 100 dias. A diversidade beta mostrou
maior EA nas comunidades bacterianas dos grupos inoculados, enquanto 0 grupo controle teve
maior dispersdo e aumento de taxons indesejaveis. Lentilactobacillus dominou nos grupos
inoculados, e Kazachstania foi o principal taxon fungico. Conclui-se que a inoculacdo com Lb
isolado e combinado com Lh promoveu maior desenvolvimento de BAL melhorou a EA das
silagens. Recomenda-se a utilizacdo de Lb ou Lb+Lh e o periodo de 60 e 100 dias para otimizar a
EA de silagens de sorgo.

Palavras-chave: &cido acético, beta diversidade, heterofermentacdo, taxonomia microbiana
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ABSTRACT

The production of sorghum silage [Sorghum bicolor (L.) Moench] can be affected by its high
soluble carbohydrate content, which intensifies fermentation, rapidly reduces pH, and decreases
aerobic stability, resulting in nutrient losses during both anaerobic phases. The objective of this
study was to investigate the effects of inoculation with Lentilactobacillus buchneri (Lb) alone or
in combination with Lentilactobacillus hilgardii (Lh) on the fermentation profile, bacterial and
fungal succession, chemical composition, dry matter losses, and aerobic stability of whole-plant
sorghum silages ensiled for 20, 60 and 100 days. The experiment was conducted at the Forage
Laboratory of the Federal University of Paraiba, located in Areia, PB, using a completely
randomized experimental design arranged in a 3x3 factorial scheme. The factors were: three
fermentation periods (20-, 60- and 100-days post-ensiling) and three microbial additives (Control,
non-inoculated; commercial inoculant based on Lb, and another commercial inoculant composed
of Lh with Lb), with five replications per treatment. Significant interaction (P<0,005) was
observed between the additives and the fermentation period for the variables pH, soluble
carbohydrates, ammonia nitrogen, dry matter, crude protein, population of lactic acid bacteria
(LAB), lactic acid, acetic acid (AA), propionic acid (PA), lactic: acetic ratio, butyric acid, aerobic
stability (AS), maximum temperature, and average temperature. Isolated effects (P<0,05) of the
additives were observed for organic matter (OM), mineral matter (MM), and yeast population
(YP). The fermentation period had an isolated effect (P<0,05) on OM, MM, YP, fungi (FUN),
minimum temperature, and maximum temperature duration. No differences (P<0,05) were
observed for neutral detergent fiber. The results showed that inoculation with Lb and Lb+Lh
favored LAB proliferation, increased AA and PA production, reduced LEV populations, and
eliminated FUN at 100 days of fermentation, promoting greater AS at 60 and 100 days. Beta
diversity showed higher AS in the bacterial communities of the inoculated groups, while the
control group had higher dispersion and increased undesirable taxa. Lentilactobacillus dominated
the inoculated groups, and Kazachstania was the main fungal taxon. It is concluded that
inoculation with Lb alone or combined with Lh promoted greater LAB development and improved
the AS of the silages. The use of Lb or Lb+Lh and a fermentation period of 60 to 100 days is
recommended to optimize AS.

Keywords: acetic acid, beta diversity, heterofermentation, microbial taxonomy



45

1 INTRODUCAO

A escassez de forragem durante periodos de seca em regiGes aridas e semiaridas
compromete a produtividade pecuaria, mas a ensilagem oferece uma solucao ao preservar culturas
como 0 sorgo, que se adapta bem a ambientes secos e possui menor demanda hidrica em
comparacdo ao uso tradicional do milho (Khalifa & Eltahir, 2023). A ensilagem garante um
suprimento continuo de alimento ao longo do ano e atenua os efeitos da seca ao armazenar a
forragem em um ambiente anaerdbico, acido e estavel (Muck et al., 2018).

Além da sua adaptacdo a condicdes de baixa disponibilidade hidrica, o sorgo [Sorghum
bicolor (L.) Moench] se destaca pelo rendimento forrageiro, boa capacidade de rebrota e
resisténcia a variagdes climaticas adversas (Xiao et al.,, 2021). Essa cultura apresenta
caracteristicas produtivas e um alto valor nutritivo, com teores de matéria seca variando de 220 a
354,1 g/kg, proteina bruta de 90 a 130 g/kg, fibra em detergente neutro de 560 a 700 g/kg e
nutrientes digestiveis totais entre 490 a 620 g/kg, com base na matéria seca (Silva et al., 2021).
Seu potencial produtivo varia de 9 a 17 t MS/ha, com producdo de massa verde de 50 a 70 t/ha
(Perazzo et al., 2017).

Embora o sorgo apresente excelentes caracteristicas produtivas, bem como para producédo
de silagem, o alto teor de carboidratos soliveis em &gua, pode causar fermentacGes intensas,
promovendo uma reducdo acentuada do pH em um curto espaco de tempo, alta producédo de acido
latico, bem como elevado teor de carboidratos solGveis em agua residuais (Arriola et al., 2021).
Esses elementos servem como substrato para leveduras e fungos filamentosos, ou mesmo bacteérias
aerobias, desencadeando um processo fermentativo secundario que leva a répida deterioracéo,
logo que, silagens com o perfil de fermentagdo como ocorre na silagem de sorgo sem 0 uso de
aditivos apresentam baixa estabilidade aerdbia e consequentemente sdo propensas a elevadas
perdas de nutrientes tanto na fase anaerdbia devido a fermentacdo alcodlica, como também na fase
aerobia de abertura do silo (Da Silva et al., 2021).

Para minimizar essas perdas, os aditivos desempenham um papel crucial na melhoria do
valor nutritivo das silagens, reduzindo a fermentacéo alcoolica, aumentando a estabilidade aerdbia
e diminuindo perdas durante a fermentacdo e exposicdo ao ar (Drouin et al., 2021). Entre os
aditivos, os inoculantes microbianos, especialmente heterofermentativos como Lentilactobacillus
buchneri (Lb), tem mostrado resultados promissores. Esse microrganismo se destaca pela
producdo de acidos organicos, como 4acido acético, que possui propriedades antifngicas,
melhorando a estabilidade aerdbia da silagem, uma vez que inibe microrganismos deterioradores e

preserva a qualidade do alimento (Arriola et al., 2021).
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A eficacia do Lb se torna evidente ap6s um periodo de fermentacdo de 45 a 60 dias,
quando os niveis de &cido acético atingem valores adequados para garantir a estabilidade aerdbia
(Kung et al., 2018). Contudo, a abertura do silo antes desse prazo pode comprometer sua eficacia.
Assim, outras cepas estdo sendo investigadas para avaliar seu impacto na fermentacdo e na
estabilidade aerdbia. O Lentilactobacillus hilgardii (Lh) se destaca por seu desenvolvimento mais
rdpido na massa ensilada, produzindo compostos antifungicos precocemente, o que melhora a
estabilidade em periodos curtos de fermentacdo. Essa caracteristica representa uma estratégia
eficaz para produtores que necessitam abrir silos a partir dos 30 dias, reduzindo perdas durante
periodos de estiagem (Borreani et al., 2018).

A inoculacdo combinada de Lb e Lh oferece vantagens significativas. Ambas as espécies
sdo bactérias laticas heterofermentativas obrigatérias, mas o Lh produz acido latico e acido acético
por meio da via heterolatica e pode produzir acido acético e 1,2-propanodiol a partir do
metabolismo anaerdbico do &cido latico, com este composto ocasionalmente convertido em acido
propidnico, em um periodo de fermentacdo menor comparado ao Lb (Da Silva et al., 2021).

Para uma compreensdo mais aprofundada das populacdes microbianas, torna-se essencial o
uso de métodos mais avancados, como técnicas moleculares (Drouin et al., 2019). A
metataxondmica, em particular, supera as limitacdes da microbiologia convencional ao permitir a
analise direta do DNA microbiano, abrangendo tanto microrganismos cultivaveis quanto aqueles
ndo cultivaveis. Além disso, possibilita a identificacdo de genes associados a funcGes metabdlicas
especificas, ampliando a compreensdo dos processos microbianos em silagens (Drouin et al.,
2020).

Neste contexto, 0 presente estudo propde que a inoculacéo da silagem de sorgo forrageiro
planta-inteira com a combinac¢do Lb+Lh promova um rapido desenvolvimento da populacdo de
bactérias acido laticas e producdo de compostos antifungicos, modificando as comunidades
bacterianas e fungicas, diminuindo a fermentacdo alcoolica e melhorando significativamente a
estabilidade aerobia dessas silagens, mesmo apds um periodo relativamente curto de ensilagem,
em comparacdo com um inoculante de controle positivo a base de apenas Lb. Essa estratégia
permitiria aos produtores utilizar a silagem logo apds um curto periodo de fermentagdo sem
comprometer a qualidade nutricional, higiénica e a estabilidade aerdbia.

Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da inoculacdo com Lb
isoladamente, ou em combinacdo com Lh sobre o perfil fermentativo, a sucessdo bacteriana e
fangica, a composi¢do quimica, perdas de matéria seca e estabilidade aerobia das silagens de
sorgo, armazenadas durante 20, 60 e 100 dias.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local experimental, implantacio e manejo do sorgo forrageiro

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Forragicultura da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), localizado em Areia, Paraiba, Brasil. O municipio de Areia estd situado na
microrregido do Brejo Paraibano, com coordenadas geograficas de latitude Sul 6°58'12", longitude
Oeste 35°42'15" e £619 m de altitude. De acordo com a classificacdo de Kdppen, o clima é do tipo
As’ (semiarido quente e umido, com chuvas predominantemente outono a inverno) (Alvares et al.,
2013).

A cultivar utilizada foi o sorgo forrageiro BRS Ponta Negra (Guansafra Sementes®,
Fortaleza-CE, Brasil) implantado em uma area de 0,76 ha em marco de 2023 na Fazenda Quixaba,
situada no municipio de Riachdo, Paraiba, Brasil, localizado na latitude Sul 06°32'25" e longitude
Oeste 35°39'35", com altitude média de £175 m e média pluviométrica anual de 432 mm (AESA,
2024). Realizou-se o preparo do solo por meio de aragdo e gradagem, corrigido e adubado para
atender as exigéncias em fertilidade para o cultivar do sorgo.

O sorgo forrageiro foi implantado utilizando uma semeadora manual tipo matraca
(Semeadora Krupp®, Sdo Leopoldo-RS, Brasil), semeado com aproximadamente 2 cm de
profundidade e espacamento de 0,10 x 0,80 m, com dez sementes por metro linear. A adubagéo foi
realizada durante a semeadura com aplicacdo de 100 kg/ha na forma de Superfosfato simples
(Fertilizantes Heringer®, Sdo Paulo-SP, Brasil). A adubacdo de cobertura foi realizada no estagio
V4 da planta, utilizando 45 kg N/ha na forma de ureia (Fertilizantes Heringer®, Sdo Paulo-SP,
Brasil).

2.2 Delineamento experimental, colheita e ensilagem

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com esquema
fatorial 3x3, sendo trés periodos de fermentagédo (PF): [20 (D20), 60 (D60) e 100 (D100) dias apds
ensilagem], trés aditivos microbianos (1): [Controle, ndo inoculado (Control); inoculante comercial
a base de L. buchneri, Lallemand®, Aparecida de Goiania-GO, Brasil (Lb) e outro inoculante
comercial, composto por L. hilgardii CNCM 1-4785 com L. buchneri NCIMB-40788,
Lallemand®, Aparecida de Goidnia-GO, Brasil (Lb+Lh), com cinco repeti¢fes por tratamento,
totalizando 45 silos experimentais com capacidade de 4 L (630EE, GrouPack®, Cabedelo-PB,
Brasil) (55 cm didmetro x 19 cm altura).

A colheita do sorgo forrageiro BRS Ponta Negra foi realizada de forma manual com
auxilio de faca de corte, com aproximadamente 110 dias apds o plantio. Em seguida, o material foi

processado em maquina forrageira estacionaria (EN9-F3B, Nogueira®, Itapira-SP, Brasil) em
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tamanhos de particulas de £10 mm. Os aditivos microbianos foram aplicados com auxilio de um
borrifador tipo spray conforme recomendacgdo do fabricante [3 x 10° unidade formadora de
colénia (ufc) g/forragem (1 g/t de forragem)], e diluido em 50 mL de agua destilada. O mesmo
volume de agua destilada utilizado para a aplicacdo dos inoculantes (Lb e Lb+Lh) também foi
adicionado ao tratamento Control. A aplicacdo dos inoculantes e da &gua sem inoculante foi
realizada sequencialmente, por ordem de repeticdo, sobre as pilhas de sorgo individuais de 5 kg,
em funcdo de cada tratamento experimental. Posteriormente, foi realizada a pesagem dos baldes
(peso vazio) e a prensagem do material, estimando a compactacao ideal com densidade +600 kg
MN/m3. Os silos foram devidamente vedados com fita adesiva, pesados e armazenados a
temperatura ambiente até o momento da abertura (15 baldes/abertura). Ao todo foram
confeccionados 45 silos experimentais, armazenados em temperatura ambiente. As amostras da
planta (momento da ensilagem) foram coletadas e analisadas para caracterizacdo do material
(Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢do quimica e populagdes microbianas do sorgo forrageiro BRS Ponta Negra
com aplicacdo de aditivos microbianos antes da ensilagem.

Variaveis Inoculante

Control Lb Lb+Lh
Matéria seca (g/kg MN?) 273,80 £ 2,14 252,55+0,27  249,93+0,52
Matéria organica (g/kg MSP) 953,30 £ 0,24 958,82 +0,40 949,62 +0,63
Matéria mineral (g/kg MS) 46,69 £ 0,24 41,18 £ 0,40 50,37 £ 0,63
Proteina bruta (g/kg MS) 70,93+ 1,42 52,85+ 0,37 44,46 + 0,007
FDNC (g/kg MS) 569,27 + 2,35 586,84 +0,97 578,56 + 2,58
pH 5,87 £ 0,04 5,90+0,14 5,75+ 0,03
CHOs" (g/kg MS) 122,88 £ 2,53 139,37 +£0,14 142,41 +0,61
CT® (Emg NaOH/100g MS) 0,135+ 0,01 0,161 +0,006 0,167 + 0,009
Populagdes microbianas (UFC log.10/g)f
Bactérias acido laticas 5,38 £ 0,22 5,36 £ 0,32 6,14 + 0,52
Leveduras 5,57 +0,12 5,59 +0,21 5,50 + 0,05
Fungos filamentosos 525+0,10 5,19 £ 0,008 5,09 £ 0,04

Inoculante: Control, Controle (sem inoculante). Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri (Lallemand®, Brasil). Lb+Lh,
cepa Lentilactobacillus hilgardii CNCM 1-4785 com o L. buchneri NCIMB-40788 (Lallemand®, Brasil); 2MN,
Matéria natural; °MS, Matéria seca; SFDNcp, Fibra insoltvel em detergente neutro; ‘CHOs, Carboidratos soltveis em
agua; °CT (Emg NaOH/100g MS), Capacidade tampdo expressa em mmol/valéncia de hidroxido de sddio para cada
100 g de matéria seca; 'UFC log.10/g, Unidade formadora de col6nia/g forragem na escala logaritmica de base 10.

2.3 Coleta e preparo das amostras
Ap0ls os periodos de fermentacdo de 20, 60 e 100 dias, os silos experimentais foram

pesados e abertos para a coleta das amostras. Para evitar a contaminacdo das camadas superficiais

devido a exposicdo ao oxigénio, uma camada superficial foi descartada, com espessura ajustada
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conforme as caracteristicas de cada silo. O material remanescente foi retirado e distribuido sobre
uma lona previamente higienizada com alcool, garantindo a integridade microbioldgica e quimica
das amostras.

O material foi entdo homogeneizado para garantir a uniformidade das amostras, seguido de
um processo de quarteamento, no qual a porcdo representativa foi selecionada para analises
subsequentes. A primeira fracdo da silagem foi imediatamente processada para analises de pH,
quantificacdo de &cidos organicos, caracterizacdo das populagcdes microbianas e determinacdo do
teor de nitrogénio amoniacal. Uma segunda fracdo foi acondicionada em sacos de papel para o
processo de pré-secagem, visando a analise da composicdo quimica. A terceira fracdo foi
reservada para avaliacdo da estabilidade aerdbia, enquanto a Ultima foi armazenada para analises

futuras.

2.4 Perfil fermentativo e perdas de matéria seca

Para analisar os o pH, os teores de &cidos organicos, as amostras de 25 g da planta e das
silagens aos 20, 60 e 100 dias apds ensilagem foram homogeneizadas em 225 mL de solucdo
salina [0,85 g NaCl P.A. (Dinamica®, Sdo Paulo-SP, Brasil) /100 mL H2O destilada] em
liquidificador industrial (LAR.2, METVISA®, Brusque-SC, Brasil) durante 1min. Posteriormente,
0 extrato aquoso obtido foi filtrado em gaze estéril de algoddo e dividido em trés aliquotas.

A primeira aliquota foi usada para medicdo do pH, utilizando-se potencidémetro digital
(K39-1420A, KASVI®, Sao José dos Pinhais-PR, Brasil). Posteriormente, a segunda aliquota de
50 mL do extrato aquoso foi acidificado (H2SOs P.A. 1:1 v/v, Neon®, Suzano-SP, Brasil) e
armazenados a -20°C para analises dos teores de acidos organicos e de nitrogénio amoniacal (N-
NH3) pelo método descrito por Bolsen et al. (1992). Os teores de carboidratos sollveis em &gua
(CHOs) foram determinados pelo método do acido sulfurico concentrado de acordo com a
metodologia descrita por Dubois et al. (1956).

As perdas de matéria seca (PMS) foram quantificadas por diferenca de pesagem dos baldes
(peso inicial subtraindo o peso final expresso em relacdo ao peso inicial). Sendo calculada de

acordo com Magalhées et al. (2012) pela equacdo:

PMS (g MS/kg MN) = 1000 — [(MSab/MSfe) x 1000]

Onde: PMS (g MS/kg MN): perdas de matéria seca em gramas por quilograma de matéria
natural; MSab: kg matéria seca da silagem na abertura (quantidade de silagem em kg x % MS);
MSfe: kg matéria seca da forragem no fechamento do silo (quantidade de forragem em kg x %
MS).



50

2.5 Quantificacdo de populagdes microbianas e acidos organicos

A segunda aliquota do extrato aquoso foi usada para quantificacdo dos &cidos organicos
[acido lactico (AL), acido acético (AA), acido propidnico (AP), e acido butirico (AB)]. Foi usado
10 mL do extrato aquoso, em que, foi adicionado em tubos de ensaio com tampa rosqueada (AJO3,
PlenaLab®, Jundiai-SP, Brasil) e foram centrifugados em vdrtex (Vortex Mixer VX-200,
LabNet®, New Jersey, EUA) e adicionado 2,0 mL de acido metafosférico P.A. (Neon®, Suzano-
SP, Brasil) e a solugdo formada foi centrifugada (Mikro-120, Hettich Zentrifugen®, Tuttlingen,
Germany) durante 15 min a 13.000 x g. Apds esse processo, 0 sobrenadante foi coletado
armazenado em tubos microtubos de centrifugacéo tipo eppendorf (CralPlast®, Cotia-SP, Brasil),
identificados, selados e congelados até serem analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC; SHIMADZU, SPD-10A VP) (Siegfried et al., 1984). As anélises foram
realizadas no Laboratorio de Nutricdo Animal e Solos da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

A terceira aliquota do extrato aquoso foi destinada para quantificacdo das populacGes
microbianas: bactérias acido laticas (BAL), leveduras (LEV) e fungos filamentosos (FUN). Foram
realizadas diluicbes seriadas de 10* a 108. Em seguida, o plaqueamento foi conduzido em placas
de Petri estéreis (90x15mm, FirstLab®, Sdo José dos Pinhais-PR, Brasil) utilizando o método
pour-plate em meios de cultura (Kung Jr. et al., 2003). O 4gar MRS (De Man, Rogosa & Sharpe,
K25-1043, Kasvi®, Sao José dos Pinhais-PR, Brasil) foi utilizado para o cultivo de BAL (37°C/48
h) e 4gar DRBC (Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol, Oxoid™, Hampshire, Inglaterra) para
cultivo de LEV (25°C/72 h) e de FUN (25°C/120 h). Para a quantificacdo de ufc foram

consideradas placas contendo entre 25 e 250 ufc (American Public Health Association, 2015).

2.6 Composicao quimica

As amostras da planta no dia da ensilagem e das silagens, apds cada periodo de abertura
dos silos, foram submetidas a secagem parcial em estufa de circulagdo forcada de ar (55°C/72 h).
Em seguida, as amostras foram moidas em moinho de facas (Wiley®, Arthur H. Thomas, PA,
EUA), com peneira de crivo de 1mm, para analises da composicdo quimica.

As amostras da planta e das silagens foram submetidas as analises de quantificacdo dos
teores de matéria seca (MS, método 934,01), matéria organica (MO, método 972,43), matéria
mineral (MM, método 942,05) e proteina bruta (PB, N x 6,25, método 984,13) de acordo com
AOAC (1990). Nessas amostras também foram determinados os teores de fibra insolivel em
detergente neutro (FDN), utilizando-se a-amilase termoestavel sem o uso de sulfito de s6dio (Van
Soest et al., 1991).
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2.7 Estabilidade aerébia

Para avaliar da estabilidade aerdébia (EA), foi coletado 1 kg de silagem no momento da
abertura, pesado e retornado para seu respectivo balde sem compactacdo. Essas amostras foram
expostas durante seis dias (144 horas) em uma sala com temperatura controlada (25 °C). Um
data-logger (AK285 New, AKSO®, Sao Leopoldo-RS, Brasil) foi inserido no centro da massa de
cada silagem, para que a temperatura fosse registrada a cada 10 min. Trés outros data-loggers
foram distribuidos na sala para mensuracao da temperatura ambiente. A EA foi definida como o
numero de horas que a silagem permaneceu estavel, considerando o inicio da deterioracdo quando
a temperatura interna das silagens atingiu dois graus Celsius acima da temperatura ambiente
(Kung et al., 2021).

2.8 Diversidade microbiana
2.8.1 Extracdo de DNA e sequenciamento do gene 16S rRNA

Para cada amostra, 25 g de silagem macerada foram homogeneizadas em 225 mL de PBS
padrdo. A mistura foi filtrada utilizando gaze estéril e, em seguida, centrifugada a 6.000 x g por 4
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado, e o pellet foi lavado novamente em PBS para
remocdo de residuos. O pellet foi ressuspendido em 900 pl de PBS antes de ser armazenado a -20
°C. O DNA total foi extraido do pellet usando um kit comercial (PowerSoil DNA Isolation Kit,
Qiagen) de acordo com os protocolos do fabricante. As regides hipervariaveis V3-V4 do gene 16S
rRNA microbiano foram amplificadas por PCR com as seguintes condicdes: desnaturacédo a 95 °C
por 3 minutos, a 95 °C por 30 segundos (s), anelamento a 55 °C por 30 s, e extensdo a 72 °C por 30
s repetindo 25 ciclos, usando os primers 341F: 5°-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT
AAG AGA CAG CCT ACG GGN GGC WGC AG-30 e 785R: 50-GTC TCG TGG GCT CGG
AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGA CTA CHV GGG TAT CTA ATC C-3’. A preparagéo da
biblioteca foi realizada de acordo com o protocolo padrdo do gene 16S rRNA da Illlumina
(IMlumina). Os produtos da ampliacdo foram visualizados em gel de agarose 1,5% (120 volts por
60 minutos) para verificar a integridade das bandas antes da purificacdo do amplicon usando
AMPure bead (Beckman Coulter). Os produtos purificados do PCR foram quantificados por
fluorometria (Qubit2.0, Life Invitrogen) e a qualidade foi avaliada usando um sistema de
eletroforese capilar (Fragment Analyzer, Agilent). O sequenciamento foi realizado com o kit
Illumina V2 (2 x 250 ciclos) usando Illumina MiSeq. A concentragdo final da biblioteca foi obtida

apos carregar 6 pM na célula de fluxo, com 15% PhiX para comparacéo de diversidade.

2.8.2 Analise da comunidade bacteriana baseada no gene marcador 16S rRNA
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As reads brutas (pareadas e demultiplexadas) foram importadas para o0 QIIME2 v. 2023.2
(Bolyen et al., 2019). O DADAZ2 foi utilizado para filtrar leituras de baixa qualidade e gerar uma
tabela de abundancia com Amplicon Sequence Variants (ASVs) Unicas, usando as configuracfes
padrdo com ambas as reads truncadas em 240 bp (Callahan et al., 2016). Um classificador de
baseado no banco de dados SILVA v.138 treinado nas regifes hipervariaveis V3-V4 do gene 16S
rRNA usando o método Naive Bayes foi aplicado para a classificacdo taxonémica de todas as
amostras (Quast et al., 2013). Os nomes dos taxons no nivel de filo foram atualizados de acordo
com o Cddigo Internacional de Nomenclatura para Procariontes (ICNP) de 2021 (Oren & Garrity,
2021). Um classificador baseado no Genome Taxonomy Database (GTDB) v. 207.0 foi usado para
reclassificar ASVs previamente classificadas como Lactobacillus para identificar as novas
categorias de lactobacilos que fazem parte das 23 novas classificacdes de microbios (Zheng et al.,
2020). ASVs classificados como cloroplasto, Rhizobiales e D__0 foram removidos do estudo. A
arvore filogenética enraizada foi construida com base no SATé-enabled Phylogenetic Placement
(SEPP) para andlises filogenéticas (Mirarab et al., 2012).

As amostras foram normalizadas para andlises de diversidade comunitaria. As figuras
foram plotadas no R v. 4.1.3 usando os pacotes ggplot2, phyloseq e microbiomeR para analise de
diversidade da comunidade microbiana (McMurdie & Holmes, 2013; Gilmore et al., 2019). Para
analise de diversidade alfa, foram calculados o numero de features identificadas, os indices de
entropia de Shannon e diversidade filogenética de Faith para avaliar a riqueza da comunidade
microbiana, definida como o nimero de espécies diferentes em cada comunidade, enquanto 0s
indices de uniformidade de Simpson e Pielou foram calculados para avaliar a uniformidade da
comunidade microbiana, definida como a distribuicdo uniforme entre as diferentes espécies
(Thukral, 2017). Para a analise de diversidade beta, as métricas que sdo sensiveis a relacao
filogenética foram empregadas: Weighted Unifrac, a qual leva em conta a abundancia de espécies,
e a métrica Unweighted Unifrac, que ndo leva em conta a abundancia de espécies (Lozupone &
Knight, 2015).

2.9 Analises estatisticas

Todos os dados foram avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk para verificacdo da
normalidade e homogeneidade de variancias. Os dados da avaliagdo microbioldgica expressos em
unidades formadoras de colbnia (ufc) foram transformados para unidade logaritmica na base dez
(UFC log.10). Os dados foram analisados de acordo com o delineamento experimental

inteiramente casualizado, arranjado em esquema fatorial 3 x 3, com trés periodos de fermentacéo e



53

trés aditivos, com nove tratamentos fatoriais e cinco repeti¢gdes, conforme o seguinte modelo

estatistico:

Yijk = u + PFi + Ij + (PF*I)ij + eijk

Em que: Yijk = variavel resposta; u = média geral; PFi = efeito do periodo de fermentacéo
i (efeito fixo); Ij = efeito de inoculante j (efeito fixo); (PF*1)ij = efeito da interacdo entre periodo
de fermentacdo e inoculante ij (efeito fixo); eijk = erro experimental aleatorio.

Todos os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), quando significativo
para efeito de periodo de fermentacdo ou para efeito de aditivo ou interacdo entre periodo de
fermentacdo e aditivo onde foi realizado o desdobramento destes, as médias foram comparadas
pelo teste Tukey a um nivel de significancia de 5%, como nivel critico de probabilidade para o
erro tipo I, utilizando o software Sisvar (Ferreira, 2019).

A diversidade alfa microbiana foi analisada por meio do teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis para comparagfes entre todos 0s grupos, enquanto o teste de soma de postos Wilcoxon
Mann-Whitney foi utilizado para comparacfes pareadas entre os grupos. O teste de Analise de
Variancia Multivariada por Permutacdo (PERMANOVA) foi usado com comparagdes pareadas e
999 permutacBes para comparar a significancia das dissimilaridades das matrizes de distancia
entre amostras e seus respectivos grupos para andlise de diversidade beta. A Anélise
Discriminante Linear do Tamanho do Efeito (LEfSe) foi usada para analisar a abundéancia
diferencial de géneros especificos entre os tratamentos (Segata et al., 2011).

A correlagdo de Spearman foi aplicada utilizando as contagens de abundancia de
Lentilactobacillus para os grupos inoculados e de Lactiplantibacillus, Levilactobacillus e
Secundilactobacillus para o grupo controle, com os valores transformados em log1l0 da média de

pH e temperatura.

3 RESULTADOS
3.1 Perfil fermentativo e perdas de materia seca

Observou-se interagéo significativa entre PF x | (P<0,05) para pH, CHOs, N-NH3 e PMS
(Tabela 2). A silagem Control apresentou o maior pH em D20, enquanto o Lb registrou o menor
em D100. O teor de CHOs foi maior no Lb em D20 (45,35 g/kg MS), com reducdo em D100 para
todos os tratamentos. Em D20, o N-NHs foi mais alto no Lb+Lh (5,67 g/kg NT), enquanto o Lb
(4,75 g/kg NT) nédo diferiu do Control (4,13 g/kg NT). Em D20, Lb+Lh manteve as maiores
concentragdes (6,15 g/kg NT), e em D100, o Lb destacou-se (6,94 g/kg NT). As menores PMS
ocorreram no Lb em D20 (108,83 g/kg MS) e no Lb+Lh em D100 (99,72 g/kg MS). O PF
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influenciou pH, CHOs, N-NH3 e PMS, enquanto o | ndo teve efeito significativo sobre CHOs, N-
NH3 e PMS.

Tabela 2. Perfil fermentativo e perdas de matéria seca (PMS) das silagens a base de sorgo
forrageiro inoculadas com Lentilactobacillus buchneri e Lentilactobacillus hilgardii armazenadas
durante 20, 60 e 100 dias.

Period

oF2 Inoculante® Média  EPM° P-valor®
Control Lb Lb+Lh PF | PFxI
pH

20d 3,62 Aa 3,56 Ba 3,55 Ba 3,58a

60d 3,53 Ab 3,54 Aa 3,55 Aa 354b 0,005 <0,001 <0,001 <0,001
100d 3,33 Bc 3,28 Cb 3,37 Ab 3,33¢
Média 350 A 3,46 B 349 A

CHOs® (g/kg MS)

20d 37,19 Ba 45,35 Aa 34,44 Ba 38,99 a

60d 34,68 BAa 24,89 Bb 36,37 Aa 31,98b 132 <0,001 0,440 <0,001
100d 28,86 Ab 24,12 Ab 23,69 Ab 25,55 ¢
Média 33,57 31,45 31,50

N-NHs (g/kg NT)f

20d 4,13Bb 4,75 ABb 5,67 Aa 4,85b

60d 4,55 Bb 5,16 ABb 6,15 Aa 529b 0,21 <0,001 0,061 0,002
100d 6,46 ABa 6,94 Aa 5,41 Ba 6,27 a
Média 5,04 5,62 5,74

PMS (g/kg MS)

20d 192,38 Aa  108,83Bab 184,18 Aa  161,79a

60d 97,71 ABb 80,35Bb 145,66 Aab 107,91b 10,0 0,002 0,150 <0,001
100d 141,28ABab 167,65 Aa  99,72Bb  136,22ab
Média 143,79 118,94 143,19

%periodo F.: 20d, silagem & base de sorgo forrageiro ap6s 20 dias de fermentagdo. 60d, silagem a base de sorgo
forrageiro ap6s 60 dias de fermentacdo. 100d, silagem a base de sorgo forrageiro inoculada apdés 100 dias de
fermentagéo; PInoculante: Control, Controle (sem inoculante). Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri (Lallemand®,
Brasil). Lb+Lh, cepa Lentilactobacillus hilgardii CNCM 1-4785 com o L. buchneri NCIMB 40788 (Lallemand®,
Brasil); °EPM, Erro padrdo da média; “P-valor, Probabilidade de efeitos para Periodo Fermentagdo (PF), Inoculante
() e interagio PF com | (PFxI); ®CHOs, carboidratos soliiveis em agua; N-NHs (g/kg NT), nitrogénio amoniacal
expresso em relagcdo ao nitrogénio total. Médias seguidas por letras mailsculas distintas nas linhas e as médias
seguidas por letras minusculas distintas nas colunas diferem entre si para efeito de Inoculante e efeito de Periodo de
fermentacdo, respectivamente, de acordo com o teste Tukey (P<0,05).

3.2 Populagdes microbianas e acidos organicos

Observou-se interagdo significativa entre PF x | (P<0,05) para a populagdo de BAL
(Tabela 3). Em D20, as maiores contagens foram observadas nas silagens inoculadas com Lb+Lh
(8,09 log10 UFC/g) e Lb (7,60 log10 UFC/g). O Lb+Lh manteve-se superior em D60 e D100, com

contagens de 7,48 e 5,83 logl0 UFC/g, respectivamente. O efeito isolado do PF mostrou que as



55

menores contagens de LEV ocorreram em D60 (1,40 logl0 UFC/g), enquanto em D100
aumentaram para 4,16 log1l0 UFC/g. As contagens de FUN foram maiores em D20 e D60, com
eliminacdo total em D100. Para os I, houve um efeito significativo nas contagens de BAL e LEV,
com maiores contagens de BAL no Lb+Lh (7,13 log10 UFC/g) e as menores contagens de LEV
nos tratamentos Lb+Lh (2,12 logl0 UFC/g) e Lb (2,78 logl0 UFC/g). Nao houve efeito
significativo dos | sobre FUN, com média de 1,50 log10 UFC/g.

Tabela 3. Quantificacdo das populagdes microbianas de bactérias acido laticas (BAL), leveduras
(LEV) e de fungos filamentosos (FUN) das silagens a base de sorgo forrageiro inoculadas com
Lentilactobacillus buchneri e Lentilactobacillus hilgardii armazenadas durante 20, 60 e 100 dias.

Periodo F.2 Inoculante® L P-valor®
Control Lb Lo+l Media  EPM® —Fp | =
BAL (log10 UFC/g)?
20d 636Ba 760Aa 809Aa 7.35a
60d 667Ba 673Bb 748Aa 696b 011 <0001 <0001 0,014
100d  510Bb 571ABc 583Ab 555¢

Média 6,04 C 6,68 B 7,13 A

LEV (log10 UFC/qg)

20d 3,00 2,37 2,51 2,63b
60d 1,81 1,34 1,04 1,40c 0,25 <0,001 0,009 0,170
100d 5,03 4,63 2,81 4,16 a

Media 3,28 A 2,78 AB 2,12B

FUN (log10 UFC/g)

20d 2,33 2,09 2,10 2,17 a

60d 2,69 2,57 1,75 234a 012 <0,001 0,063 0,114
100d 0,00 0,00 0,00 0,00b
Média 1,67 1,55 1,28

aperiodo F.: 20d, silagem & base de sorgo forrageiro ap6s 20 dias de fermentacdo. 60d, silagem a base de sorgo
forrageiro ap6s 60 dias de fermentacdo. 100d, silagem & base de sorgo forrageiro inoculada apds 100 dias de
fermentagéo; PInoculante: Control, Controle (sem inoculante). Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri (Lallemand®,
Brasil). Lb+Lh, cepa Lentilactobacillus hilgardii CNCM 1-4785 com o L. buchneri NCIMB 40788 (Lallemand®,
Brasil); °EPM, Erro padrdo da média; “P-valor, Probabilidade de efeitos para Periodo Fermentagdo (PF), Inoculante
() e interagdo PF com | (PFxI); ®logl0 UFC/g, Unidade formadora de col6nia/g forragem na escala logaritmica de
base 10. Médias seguidas por letras mailsculas distintas nas linhas e as médias seguidas por letras mindsculas
distintas nas colunas diferem entre si para efeito de Inoculante e efeito de Periodo de fermentagdo, respectivamente,
de acordo com o teste Tukey (P<0,05).

Observou-se interagdo significativa entre PF x | (P<0,05) para os acidos organicos (Tabela
4). O AL foi mais elevado na silagem Control em D20 (52,06 g/kg MS) e no Lb em D100 (71,14
g/kg MS). A concentracdo de AA foi maior no tratamento Lb+Lh em D60 (26,96 g/kg MS) e no
Lb em D100 (39,48 g/kg MS). A relacdo AL: AA foi maior no Control, com média de 2,37. O AP
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teve as maiores concentragdes no Lb em D20 (14,26 g/kg MS) e D100 (10,23 g/kg MS), com
menores concentragdes no Lb+Lh em D100 (7,13 g/kg MS). O AB foi maior no Lb em D20 (0,14
g/kg MS) e D100 (0,10 g/kg MS). O PF influenciou todos os é&cidos, enquanto o | afetou
principalmente AL, AA e AP.

Tabela 4. Teores de &cidos orgénicos das silagens a base de sorgo forrageiro inoculadas com
Lentilactobacillus buchneri e Lentilactobacillus hilgardii armazenadas durante 20, 60 e 100 dias.

Periodo F.2 Inoculante® P-valor®
Média EPM°
Control Lb Lb+Lh PF I PExI

Acido latico (AL, g/kg MS®)
20d 52,06 Aa 48,17Bb 49,95 ABab 50,06 b
60d 4251Bb 49,37Ab 4789 Ab  46,59c
100d 4448 Cb 71,14 Aa 52,36 Ba 56,00 a
Média 46,35C 56,22 A 50,07 B

0,53 <0,001 <0,001 <0,001

Acido acético (AA, g/kg MS)
20d 22,18 Aa 21,88Ab 21,71 Ab 2192b
60d 18,32Cb 22,41Bb 26,96 Aa 2256D
100d 18,14Cb 39,48 Aa 28,22 Ba 28,62 a
Média 1955C 2792 A 25,63 B

0,32 <0,001 <0,001 <0,001

Relacdo AL:AA
20d 235Aab 221Ba 230ABa 284a
60d 2,32Ab  2,20Ba 1,78 Cb 2,10b
100d 245Aa 1,80Bb 1,86 Bb 2,04c

0,02 <0,001 <0,001 <0,001

Média 2,37 A 2,07B 1,98 C
Acido propidnico (AP, g/kg MS)
20d 8,09 Ba 14,26 Aa 10,02 Ba 10,79 a
60d 8,97 Aa 9,19 Ab 8,93 Aab 9,03b 0,37 0,002 <0,001 0,003

100d 9,36 Aba 10,23 Ab 7,13 Bb 891b
Media 8,81 B 11,23 A 8,69 B

Acido butirico (AB, g/kg MS)
20d 0,08Ca 0,14 Aa 0,10 Ba 0,11a
60d 0,09 Aa 0,09 Ab 0,09 Aab 0,09b
100d 0,09 Aba 0,10 Ab 0,07 Bb 0,09b
Média 0,09B 0,11 A 0,08 B

0,01 0,001 <0,001 <0,001

aperiodo F.: 20d, silagem a base de sorgo forrageiro ap6s 20 dias de fermentacdo. 60d, silagem a base de sorgo
forrageiro ap6s 60 dias de fermentacdo. 100d, silagem & base de sorgo forrageiro inoculada apds 100 dias de
fermentagéo; Inoculante: Control, Controle (sem inoculante). Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri (Lallemand®,
Brasil). Lb+Lh, cepa Lentilactobacillus hilgardii CNCM 1-4785 com o L. buchneri NCIMB 40788 (Lallemand®,
Brasil); °EPM, Erro padrdo da média; “P-valor, Probabilidade de efeitos para Periodo Fermentagdo (PF), Inoculante
(I) e interacdo PF com | (PFxI). ®MS: Matéria seca. Médias seguidas por letras mailsculas distintas nas linhas e as
médias seguidas por letras minudsculas distintas nas colunas diferem entre si para efeito de Inoculante e efeito de
Periodo de fermentagdo, respectivamente, de acordo com o teste Tukey (P<0,05).
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3.3 Composicao quimica

Observou-se interagéo significativa entre PF x | (P<0,05) para MS e PB (Tabela 5). A
silagem Control apresentou os maiores teores de MS e PB em D20 (254,49 e 61,23 g/kg MS),
enquanto o Lb teve os maiores teores em D60 (262,80 e 72,92 g/kg MS). Em D100, a silagem
inoculada com Lb+Lh registrou os maiores teores de MS e PB. Para os teores de MO e MM, o
tempo de fermentagéo teve efeito isolado, com o maior teor de MO observado em D60 (949,22
g/kg MS), seguido pelos D100 e D20 (946,97 e 948,81 g/kg MS, respectivamente). O | também
teve efeito isolado, com as silagens Control e Lb apresentando maiores teores de MO (949,50 e
948,78 g/kg MS) em comparacao a silagem inoculada com Lb+Lh (946,72 g/kg MS). Em relacéo
ao teor de MM, a silagem em D100 apresentou maior valor em comparagdo a D60 e D20,
enguanto a silagem inoculada com Lb+Lh teve maior teor de MM do que as silagens Control e Lb.

N&o houve efeito de PF ou | sobre o teor de FDN, que apresentou valor médio de 628,25 g/kg MS.

Tabela 5. Composicdo quimica das silagens a base de sorgo forrageiro inoculadas com
Lentilactobacillus buchneri e Lentilactobacillus hilgardii armazenadas durante 20, 60 e 100 dias.

Period
) Inoculante® - EP P-valor®
oF. Média M

Control Lb Lb+Lh PF I PFx|

Matéria seca (g/kg MN®)
20d 254,49 Aa  229,75Bb 233,35Bb 239,20 b
60d 256,90 ABa 262,30 Aa 24557Bb 254,92a 251 <0,001 0,049 <0,001
100d 247,68 Ba 240,12Bb 262,80 Aa 250,20 a
Média 253,02 A 244,06 B 247,24 AB

Matéria organica (g/kg MS)

20d 949,84 947,94 948,65 948,81 ab
60d 950,59 949,50 947,56 949,22a 0,56 0,017 0,003 0,094
100d 948,07 948,89 943,94 946,97 b

Média 949,50 A 948,78 A 946,72B

Matéria mineral (g/kg MS)

20d 50,16 52,06 51,35 51,20 ab
60d 49,41 50,50 52,44 50,78b 0556 0,017 0,003 0,094
100d 51,93 51,11 56,06 53,03 a

Meédia 50,50 B 51,22 B 53,28 A

Proteina bruta (g/kg MS)
20d 61,23 Aa 55,09Bb 53,36 Bc 56,56 b
60d 58,75 Ba 66,34 Aa 60,21 Bb 61,76a 0,74 <0,001 <0,001 <0,001
100d 53,30 Bb 55,67 Bb 72,92 Aa 60,63 a
Média 57,76 B 59,03 B 62,16 A

Fibra em detergente neutro (g/kg MS9)
20d 627,45 638,47 610,46 62546 6,21 0,325 0,498 0,075
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60d 620,61 611,68 637,90 623,40
100d 649,45 639,38 618,83 635,89
Media 632,51 629,84 622,40

3periodo F.: 20d, silagem a base de sorgo forrageiro apés 20 dias de fermentacdo. 60d, silagem a base de sorgo
forrageiro ap6s 60 dias de fermentacdo. 100d, silagem a base de sorgo forrageiro inoculada apds 100 dias de
fermentagéo; °Inoculante: Control, Controle (sem inoculante). Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri (Lallemand®,
Brasil). Lb+Lh, cepa Lentilactobacillus hilgardii CNCM 1- 4785 com o L. buchneri NCIMB 40788 (Lallemand®,
Brasil); EPM, Erro padrdo da média; ‘P-valor, Probabilidade de efeitos para Periodo Fermentacéo (PF), Inoculante (1)
e interacdo PF com | (PFxI); ®MN, Matéria natural; 'MS, Matéria seca; 9Fibra insollvel em detergente neutro. Médias
seguidas por letras mailsculas distintas nas linhas e as médias seguidas por letras mindsculas distintas nas colunas
diferem entre si para efeito de Inoculante e para efeito de Periodo de fermentacédo, respectivamente, de acordo com o
teste Tukey (P<0,05).

3.4 Estabilidade aerobia

Houve interacdo significativa PF x | (P<0,05) para EA, temperatura maxima e média
(Tabela 6). A EA foi semelhante entre os tratamentos em D20 (144,00 h). Em D60, a silagem
Control apresentou uma reducdo acentuada (76,83 h), enquanto os tratamentos Lb e Lb+Lh
mantiveram valores estaveis. Em D100, houve reducdo geral na EA, mas as silagens inoculadas
superaram o Control. A temperatura maxima foi consistentemente maior no Control em todos os
periodos, enquanto Lb e Lb+Lh apresentaram valores mais baixos e semelhantes. A temperatura
média acompanhou essa tendéncia, sendo maior no Control em D60 (26,73°C) e D100 (28,19°C),
com as silagens inoculadas exibindo menores valores. Em relacdo PF, observou-se reducdo da EA
em D100 (79,39 h) e aumento das temperaturas maxima (32,51°C) e média (26,66°C), além de um
aumento progressivo na temperatura minima a partir do D60. O tempo para até atingir a
temperatura méaxima diminuiu com o avan¢o do PF. Quanto aos efeitos dos I, as silagens
inoculadas apresentaram maior EA, enquanto o Control registrou as maiores temperaturas maxima
(31,16°C) e média (26,54°C). Ndo houve efeito dos I sobre a temperatura minima (23,89°C) e o

tempo de maxima temperatura (78,41 h).

Tabela 6. Estabilidade aerdbia de silagens de sorgo forrageiro inoculadas com Lentilactobacillus
buchneri e Lentilactobacillus hilgardii armazenadas durante 20, 60 e 100 dias.

Periodo Inoculante® P-valord
F.z2 Média EPM°®

Control Lb Lb+Lh PF | PExI

Estabilidade aerdbia (h)
20d 144,00 Aa 144,00 Aa 144,00 Aa 144,00 a
60d 76,83Bb 144,00 Aa  14400Aa 1216l1la 7,68 <0,001 <0,001 0,011
100d 23,00Bc 101,27 Aa  11390Aa  79,39b
Média 81,28 B 129,76 A 133,97 A

Temperatura maxima (°C)
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20d 2556 Ac 25,14 Ab 25,18 Ab 2529 Db

60d 30,56 Ab 25,28 Bb 25,14 Bb 26,99b 0,63 <0,001 <0,001 0,014
100d 37,36 Aa 30,46 Ba 29,70 Ba 32,51a
Media 31,16 A 26,96 B 26,67 B

8Periodo F.: 20d, silagem a base de sorgo forrageiro ap6s 20 dias de fermentagdo. 60d, silagem a base de sorgo
forrageiro ap6s 60 dias de fermentagdo. 100d, silagem a base de sorgo forrageiro inoculada apés 100 dias de
fermentagéo; PInoculante: Control, Controle (sem inoculante). Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri (Lallemand®,
Brasil). Lb+Lh, cepa Lentilactobacillus hilgardii CNCM 1-4785 com o L. buchneri NCIMB 40788 (Lallemand®,
Brasil); °EPM, Erro padrdo da média; YP-valor, Probabilidade de efeitos para Periodo Fermentagdo (PF), Inoculante
(1) e interacdo PF com | (PFxI). Médias seguidas por letras mailsculas distintas nas linhas e as médias seguidas por
letras minusculas distintas nas colunas diferem entre si para efeito de Inoculante e efeito de Periodo de fermentacéo,
respectivamente, de acordo com o teste Tukey (P<0,05).

3.5 Diversidade microbiana

Foram recuperados 3997 e 1818 ASVs apds a etapa de desnoising para 0s conjuntos de
dados bacterianos e fungicos, respectivamente, o que foi suficiente para cobrir a diversidade de
espécies em todos 0s grupos.

N&o houve diferenga significativa nos indices de diversidade alfa entre os diferentes
periodos de abertura dos silos para as comunidades bacterianas, enquanto o uso de inoculantes e
seus efeitos de interacdo foram significativos (P<0,01) (Figura 1). O grupo Control apresentou
inicialmente valores ligeiramente baixos de riqueza e uniformidade bacteriana em D20, mas esse
padrdo se inverteu em D60 e D100, com o grupo Control exibindo indices de diversidade alfa
significativamente mais altos do que os grupos inoculados (Figura 1). Por outro lado, o PF e sua
interacdo com a inoculacdo tiveram efeito significativo (P<0,01) sobre as comunidades flngicas,

enguanto o uso isolado de inoculantes ndo apresentou influéncia significativa (Figura 2).
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Figura 1. indices de diversidade alfa bacteriana (Observed, Shannon, Simpson, Pielou e Faith PD) em silagens de
sorgo inoculadas com aditivos microbianos nos periodos de fermentacgdo de 20, 60 e 100 dias. D20: silagem a base de
sorgo forrageiro ap6s 20 dias de fermentacgdo; D60: silagem a base de sorgo forrageiro ap6s 60 dias de fermentago;
D100: silagem a base de sorgo forrageiro inoculada apds 100 dias de fermentacdo. Control, Controle (sem
inoculante); Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri; Lb+Lh, cepa Lentilactobacillus hilgardii CNCM 1-4785 com o L.
buchneri NCIMB 40788.
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Figura 2. Indices de diversidade alfa fungica (Observed, Shannon, Simpson, Pielou e Faith PD) em silagens de sorgo
inoculadas com aditivos microbianos nos periodos de fermentagdo de 20, 60 e 100 dias. D20: silagem a base de sorgo
forrageiro ap6s 20 dias de fermentacdo; D60: silagem a base de sorgo forrageiro ap6s 60 dias de fermentacdo; D100:
silagem a base de sorgo forrageiro inoculada ap6s 100 dias de fermentacdo. Control, Controle (sem inoculante); Lb,
cepa Lentilactobacillus buchneri; Lb+Lh, cepa Lentilactobacillus hilgardii CNCM 1-4785 com o L. buchneri NCIMB
40788.

A diversidade beta revelou uma composic¢ao bacteriana distintamente diferente entre todos
0S grupos, com ambos os fatores (tempo e inoculagdo) e sua interacdo sendo altamente
significativos (P<0,01). Foram observadas formacdes de clusters distintos em D20, que se
dispersaram progressivamente em D60 e D100, indicando aumento na dispersdo e dissimilaridade,
especialmente ao comparar 0s grupos inoculados com o Control (Figura 3). As comunidades
fangicas apresentaram maior dissimilaridade entre os grupos em D20, com maior dispersdo e
formacéo de clusters menos evidentes em D60 e D100, além de 144h de exposi¢do ao ar (Figura
4).
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Figura 3. Anéalise de coordenadas ndo métricas multidimensionais (NMDS) baseada na matriz de distancia Bray-
Curtis das comunidades bacterianas nas silagens de sorgo inoculadas com aditivos microbianos nos periodos de
fermentacgdo de 20, 60 e 100 dias. D20: silagem a base de sorgo forrageiro ap6s 20 dias de fermentacéo; D60: silagem
a base de sorgo forrageiro ap6s 60 dias de fermentacdo; D100: silagem & base de sorgo forrageiro inoculada apds 100
dias de fermentacdo. Control, Controle (sem inoculante); Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri; Lb+Lh, cepa
Lentilactobacillus hilgardii CNCM 1-4785 com o L. buchneri NCIMB 40788.
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Figura 4. Analise de coordenadas ndo métricas multidimensionais (NMDS) baseada na matriz de distancia Bray-
Curtis das comunidades fungicas nas silagens de sorgo inoculadas com aditivos microbianos nos periodos de
fermentacdo de 20, 60 e 100 dias, e ap6s 144 horas de exposicdo aerdbia. D20: silagem a base de sorgo forrageiro
apos 20 dias de fermentacdo; D60: silagem & base de sorgo forrageiro apds 60 dias de fermentacdo; D100: silagem a
base de sorgo forrageiro inoculada ap6s 100 dias de fermentacdo; 144h AE: silagem exposta ao ar por 144 horas.
Control, Controle (sem inoculante); Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri; Lb+Lh, cepa Lentilactobacillus hilgardii
CNCM 1-4785 com o L. buchneri NCIMB 40788.

O grafico de abundancia relativa mostrou o filo Bacillota como predominante em todos 0s
grupos, com aumento progressivo das proporc¢des de Pseudomonadota e Actinomycetota em D60 e
D100 (Figura 5). Nos dados fungicos, os filos Ascomycota e Basidiomycota foram os principais

taxons identificados (Figura 6).
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Figura 5. Abundancia relativa dos filos bacterianos nas silagens de sorgo inoculadas com aditivos microbianos nos
periodos de fermentacdo de 20, 60 e 100 dias. D20: silagem a base de sorgo forrageiro apds 20 dias de fermentagdo;
D60: silagem a base de sorgo forrageiro ap6s 60 dias de fermentagdo; D100: silagem a base de sorgo forrageiro
inoculada apds 100 dias de fermentagdo. Control, Controle (sem inoculante); Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri;
Lb+Lh, cepa Lentilactobacillus hilgardii CNCM 1-4785 com o L. buchneri NCIMB 40788.
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Figura 6. Abundancia relativa dos filos fangicos nas silagens de sorgo inoculadas com aditivos microbianos nos
periodos de fermentacdo de 20, 60 e 100 dias, e apds 144 horas de exposi¢do aerdbia. D20: silagem a base de sorgo
forrageiro apés 20 dias de fermentacdo; D60: silagem a base de sorgo forrageiro apds 60 dias de fermentacdo; D100:
silagem a base de sorgo forrageiro inoculada ap6s 100 dias de fermentacdo; 144h AE: silagem exposta ao ar por 144
horas. Control, Controle (sem inoculante); Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri; Lb+Lh, cepa Lentilactobacillus
hilgardii CNCM 1-4785 com o L. buchneri NCIMB 40788.

100%
75%
50%
25%

0%

A familia Lactobacillaceae foi a principal responsavel pela fermentagdo da silagem de
sorgo em todos os grupos em D20 (Figura 7). Embora os grupos inoculados mantivessem essa
familia como a mais abundante ao longo do tempo, o grupo CTRL apresentou um aumento em
outros taxons, como Micrococcaceae, Bacillaceae_D, Moraxellaceae, Staphylococcaceae,
Clostridiaceae, Paenibacillaceae e Lachnospiraceae em D60 e D100 (Figura 7). A familia
Saccharomycetaceae foi amplamente distribuida em todos os grupos, dominando a composicao
fangica em nivel de familia, seguida por Mycosphaerellaceae, Glomerellaceae e Aspergillaceae,

que estavam presentes em algumas amostras (Figura 8).
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Figura 7. Abundancia relativa das familias bacterianas nas silagens de sorgo inoculadas com aditivos microbianos nos
periodos de fermentacdo de 20, 60 e 100 dias. D20: silagem a base de sorgo forrageiro apés 20 dias de fermentacéo;
D60: silagem a base de sorgo forrageiro apds 60 dias de fermentacdo; D100: silagem & base de sorgo forrageiro

inoculada ap6s 100 dias de fermentacdo. Control, Controle (sem inoculante); Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri;
Lb+Lh, cepa Lentilactobacillus hilgardii CNCM 1-4785 com o L. buchneri NCIMB 40788.
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Figura 8. Abundancia relativa das familias fungicas nas silagens de sorgo inoculadas com aditivos microbianos nos
periodos de fermentacdo de 20, 60 e 100 dias, e apds 144 horas de exposi¢do aerdbia. D20: silagem & base de sorgo
forrageiro apds 20 dias de fermentagdo; D60: silagem & base de sorgo forrageiro ap6s 60 dias de fermentacéo; D100:
silagem a base de sorgo forrageiro inoculada ap6s 100 dias de fermentacdo; 144h AE: silagem exposta ao ar por 144
horas. Control, Controle (sem inoculante); Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri; Lb+Lh, cepa Lentilactobacillus
hilgardii CNCM 1-4785 com o L. buchneri NCIMB 40788.

O padrdo fermentativo também foi influenciado pela inoculagdo, conforme mostrado no
grafico de géneros. Lentilactobacillus foi o género mais prevalente em D20 no grupo Lb+Lh e, em
menor proporgdo, no grupo Lb, enquanto no grupo Control ndo teve efeito, com
Lactiplantibacillus sendo o taxon mais abundante (Figura 9). Os géneros Lacticaseibacillus,
Secundilactobacillus e Levilactobacillus também contribuiram para a fermentacdo no estagio
inicial (Figura 9). Enquanto os grupos inoculados permaneceram estaveis ao longo do tempo, o
grupo Control apresentou mudanga na composi¢do microbiana em D60, com aumento na
abundancia relativa de Alkalihalobacillus A, Clostridium_B, Paenibacillus e Staphylococcus, além
de uma inversdo microbiana completa impulsionada por clostridios e outros tdxons ndo BAL,
como Lelliottia (Figura 9). A andlise de abundancia diferencial mostrou o mesmo padréo, com a
dominancia de comunidades em todos os periodos de abertura, enquanto o grupo Control
apresentou taxons nao BAL predominantes em D60 e D100 (Figuras 10, 11 e 12).
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Figura 9. Abundancia relativa dos géneros bacterianos nas silagens de sorgo inoculadas com aditivos microbianos nos
periodos de fermentacéo de 20, 60 e 100 dias. D20: silagem a base de sorgo forrageiro apés 20 dias de fermentacéo;
D60: silagem a base de sorgo forrageiro ap6s 60 dias de fermentacdo; D100: silagem a base de sorgo forrageiro
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inoculada apds 100 dias de fermentagdo. Control, Controle (sem inoculante); Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri;
Lb+Lh, cepa Lentilactobacillus hilgardii CNCM 1-4785 com o L. buchneri NCIMB 40788.
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Figura 10. Abundéancia diferencial das bactérias nas silagens de sorgo inoculadas com aditivos microbianos no
periodo de fermentacdo de 20 dias. D20: silagem & base de sorgo forrageiro apds 20 dias de fermentagdo. Control,
Controle (sem inoculante); Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri; Lb+Lh, cepa Lentilactobacillus hilgardii CNCM 1I-
4785 com o L. buchneri NCIMB 40788.
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Figura 11. Abundancia diferencial das bactérias nas silagens de sorgo inoculadas com aditivos microbianos no
periodo de fermentacéo de 60 dias. D60: silagem & base de sorgo forrageiro ap6s 60 dias de fermentacdo. Control,
Controle (sem inoculante); Lb+Lh, cepa Lentilactobacillus hilgardii CNCM 1-4785 com o L. buchneri NCIMB
40788.
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Figura 12. Abundancia diferencial das bactérias nas silagens de sorgo inoculadas com aditivos microbianos no
periodo de fermentacdo de 100 dias. D100: silagem a base de sorgo forrageiro inoculada apés 100 dias de
fermentagdo. Control, Controle (sem inoculante); Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri.

De forma semelhante ao padrdo familiar, as comunidades flangicas exibiram menor
biodiversidade no nivel de género em comparacdo as comunidades bacterianas, como
Kazachstania como taxon dominante em todos os periodos, incluindo apos a exposi¢do ao ar,
enquanto Aspergillus, Lysurus, Zasmidium, Pleosporales genus Incertae sedis, Colletotrichum e
Saccharomycetales genus Incertae sedis estiveram presentes em menores propor¢des nas amostras
(Figura 13). A analise de abundancia diferencial mostrou uma associacdo de Kazachstania com o
estagio inicial de fermentagdo, enquanto tadxons de baixa abundancia, como Wallemia,
Fungi_phy_Incertae_sedis e Lysurus, foram associados aos estagios finais da fermentacao (Figura
14).
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Figura 13. Abundéncia relativa dos géneros flingicos nas silagens de sorgo inoculadas com aditivos microbianos nos
periodos de fermentacdo de 20, 60 e 100 dias, e ap6s 144 horas de exposi¢do aerébia. D20: silagem a base de sorgo
forrageiro apés 20 dias de fermentagdo; D60: silagem a base de sorgo forrageiro ap6s 60 dias de fermentagdo; D100:
silagem a base de sorgo forrageiro inoculada ap6s 100 dias de fermentacgdo; 144h AE: silagem exposta ao ar por 144
horas. Control, Controle (sem inoculante); Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri; Lb+Lh, cepa Lentilactobacillus
hilgardii CNCM 1-4785 com o L. buchneri NCIMB 40788.
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Figura 14. Abundancia diferencial fingica nas silagens de sorgo inoculadas com aditivos microbianos nos periodos de
fermentacdo de 20, 60 e 100 dias, e ap6s 144 horas de exposicdo aerébia. D20: silagem & base de sorgo forrageiro
apos 20 dias de fermentacdo; D60: silagem & base de sorgo forrageiro ap6s 60 dias de fermentacdo; D100: silagem a
base de sorgo forrageiro inoculada ap6s 100 dias de fermentacdo; 144h AE: silagem exposta ao ar por 144 horas.

A analise de predicdo de genes revelou intensa biossintese de aminoacidos (e.g.,
biossintese de L-ornitina, L-lisina VI, supervia da biossintese de L-treonina, supervia da
biossintese de S-adenosil-metionina) e degradagdo de carboidratos (e.g., fermentacdo do &cido
misto, degradacdo de D-fructuronato, degradacdo de sacarose IV via fosforilase de sacarose,
supervia da degradacédo de p-D-glucuronideo e D-glucuronato) em D20 nos grupos inoculados, em
comparacdo ao Control (Figura 15). Esse padrdo mudou completamente em D60, quando o grupo
Control apresentou aumento significativo na biossintese de proteinas (Figura 16). Em D100,
observou-se um ressurgimento da atividade anaerébica (e.g., fermentacdo heterolatica,
fermentacdo de piruvato para acetato e lactato 11, degradacdo de acetileno) nos grupos inoculados,

em comparacédo ao Control (Figura 17).
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Figura 15. Predicdo génica das bactérias nas silagens de sorgo inoculadas com aditivos microbianos no periodo de

fermentacdo de 20 dias. Control, Controle (sem inoculante); Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri; Lb+Lh, cepa
Lentilactobacillus hilgardii CNCM 1-4785 com o L. buchneri NCIMB 40788.
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Figura 16. Predi¢do génica das bactérias nas silagens de sorgo inoculadas com aditivos microbianos no periodo de
fermentagdo de 60 dias. Control, Controle (sem inoculante); Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri; Lb+Lh, cepa
Lentilactobacillus hilgardii CNCM 1-4785 com o L. buchneri NCIMB 40788.
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Figura 17. Predicdo génica das bactérias nas silagens de sorgo inoculadas com aditivos microbianos no periodo de
fermentacdo de 100 dias. Control, Controle (sem inoculante); Lb, cepa Lentilactobacillus buchneri; Lb+Lh, cepa
Lentilactobacillus hilgardii CNCM [-4785 com o L. buchneri NCIMB 40788.

N&o houve correlacdo direta significativa entre os valores de pH e temperatura com as

BAL em todos 0s grupos.

4 DISCUSSAO

O pH permaneceu abaixo da faixa ideal ao longo da fermentacdo. No entanto, apesar das
preocupacOes sobre a inibicdo das BAL abaixo de 3,8, nenhum efeito adverso foi observado, pois
as silagens inoculadas apresentaram altas contagens de BAL em D20, consumindo rapidamente
CHO e produzindo AL, o que reduziu significativamente os niveis de pH, AB e N-NHs. A
sucessao microbiana ocorreu em D20, mas com padrdes distintos, como Lentilactobacillus como o
principal taxon nas silagens inoculadas, especialmente no tratamento Lb+Lh, uma vez que este
género demonstrou ser menos competitivo em comparagdo com outras BAL nativas, como
Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus e Secundilactobacillus. Xu et al. (2022) relataram
resultados semelhantes em silagem de sorgo inoculada com a uma combinacdo de L. buchneri,
observando o dominio de Lentilactobacillus ja trés semanas apds a inoculacdo. Lactiplantibacillus
domina a fermentacdo nativa do sorgo, mas, quando inoculado, ocorre uma transicdo para
Lentilactobacillus, acelerando a fermentacdo em estagios avancados e evidenciando sua afinidade
com a silagem de sorgo (Xu et al., 2022; Xu et al., 2024). Lentilactobacillus supera as espécies
nativas no uso de amido durante a ensilagem de sorgo, fermentando granulos de proteina-amido
por meio de enzimas proteoliticas €, com uma relacdo AL:AA otimizada, melhora a fermentacao
da silagem e a EA (Muck et al., 2018). Embora a analise microbiana baseada em 16S rRNA seja
limitada a resolucdo no nivel de género, o efeito inicial pés inoculagdo provavelmente decorreu da
proliferacdo de L. hilgardii e da producdo inicial de AA, enquanto L. buchneri converteu
posteriormente AL em AA e 1,2P (Heinl et al., 2012; Avila et a., 2014). A atividade metabdlica
precoce de L. hilgardii, combinada com a acdo prolongada de L. buchneri, contrasta com a
atividade limitada de fermentag&o latica inicial de espécies homofermentativas, o que pode inibir
bactérias associadas a deterioracdo tanto no curto quanto no longo prazo, durante a abertura do
silo (Fernandes et al., 2020; Arriola et al., 2021). Aos D60, a sucessdo microbiana se encerrou
com Lentilactobacillus com taxon dominante, sem diferengas entre Lb e Lb+Lh, refletindo a
transicdo para a fase de equilibrio fermentativo. Nesse estdgio, a disponibilidade de aguUcares
fermentaveis diminui, pois a fermentagdo ja se deslocou completamente de homolatica para

heterofermentativa, aumentando as concentragdes AA e AP observadas aos D60 e D100. Kung et



73

al. (2018) e Muck et al. (2018) enfatizaram o papel de L. buchneri na estabilizacdo das silagens
entre 45 e 60 dias, quando os niveis de AA reduzem a deterioragdo, 0 que esta alinhado com Da
Silva et al. (2021), Drouin et al. (2021) e Gomes et al. (2021), que relacionaram cepas
heterofermentativas a maior EA via aumento de AA e supressao microbiana.

Por outro lado, a sucessdao microbiana foi indesejavel em D60, pois tadxons nao
pertencentes as BAL compuseram a maior parte da microbiota. Paenibacillus e Acinetobacter séo
bactérias consumidoras de acidos organicos associadas ao aumento do pH em silagens, enguanto
Clostridium e Lelliottia podem causar protedlise indesejavel, levando a formacdo de NHs*, o que
compromete a qualidade geral do produto fermentado (Zhang et al., 2019; Zhao et al., 2021). No
entanto, os valores N-NH3z permaneceram abaixo de 100 g/kg do nitrogénio total e, embora as
silagens inoculadas tenham apresentado niveis ligeiramente superiores de N-NH3z em comparagédo
ao Control, esses valores ainda refletiram uma fermentacéo proteica controlada (Kung et al., 2018;
Silva et al., 2018; Tavares et al., 2024). Essa tendéncia pode estar associada a acdo das BAL
heterofermentativas, cuja atividade metabolica pode contribuir para a liberacdo de aménia, mesmo
com a inibicdo de enterobactérias pelos inoculantes (Junges et al., 2017).

Em D100, os niveis mais elevados de N-NHs no tratamento Lb indicam degradacéo de PB,
enquanto Lb+Lh preservou melhor a proteina, evidenciando sua sinergia, pois 0s baixos niveis de
AB em todas as silagens sugerem fermentacdo controlada, mesmo diante do predominio de taxons
ndo pertencentes as BAL, indicando estabilidade e minimas perdas. Arriola et al. (2021) também
observaram baixa producdo de AB em silagens de sorgo tratadas com L. buchneri e com a
combinacdo Lb+Lh, demonstrando a eficiéncia desses inoculantes na preservacdo da proteina.
Essa instabilidade influenciou as perdas de MS durante a fase aerobia, refletindo as caracteristicas
fermentativas da silagem de sorgo, onde altos teores de CHO e baixa capacidade tampao
promovem acidificacdo rapida, mas aumentam a suscetibilidade a deterioracdo e reduzem a EA. A
acidificacdo € mais rdpida quando o sorgo apresenta alto teor de MS (<33%), possivelmente
gerando um excesso de CHO residual ligados proteinas vegetais, que pode servir como substrato
para microrganismos deteriorantes, fazendo com que a silagem ndo inoculada apresente sinais de
deterioracdo mesmo antes da exposic¢ao ao ar (Santos et al., 2021; Xu et al., 2022; Nascimento et
al., 2023; Li et al., 2024). Isso pode ter favorecido a sucesséo microbiana aos D60 em direcdo ao
crescimento de Paenibacillus, Acinetobacter, Clostridium e Lelliotia no grupo Control. Nesse
sentido, tanto Lb quanto Lb+Lh demonstraram maior eficiéncia na utilizagcdo de CHO, auxiliando
na preservagdo da silagem, ao mesmo tempo em que mantiveram niveis estaveis de AL e menor
variagdo de CHO, auxiliando na preservacao da silagem, ao mesmo tempo em que mantiveram

niveis estaveis de AL e menor variacdo de CHO durante a exposicdo ao ar. Isso reforca a
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superioridade competitiva dos inoculantes heterofermentativos sobre microrganismos
deteriorantes, pois o perfil fermentativo é aprimorado pela reducgéo dos niveis de CHO residual em
silagens de sorgo sacarino quando pelo menos um desses inoculantes € aplicado (Xu et al., 2024).
O CHO residual pode ser compensado pelo aumento da atividade antifungica em silagens tratadas
com L. buchneri, onde o ambiente acidificado, combinado com a atividade antimicrobiana do AA
e do AP, melhora a protegdo durante o armazenamento e a exposi¢éo ao ar (Gomes et al., 2021;
Kung Jr. et al., 2021). A combinacdo Lb+Lh apresentou um efeito sinérgico, intensificando a
producdo de AA e AP, que, conforme estudos, aumentou a EA tanto em silagens de alta umidade
armazenadas a curto quanto a longo prazo (Ferrero et al., 2019; Ferrero et al., 2021; Da Silva et
al., 2021).

As PMS foram controladas nos tratamentos inoculados, com menores perdas no Lb aos
D20 e D60 devido a acdo inibitéria do AA sobre microrganismos indesejaveis. No entanto, em
D100, o acumulo de AA e AP aumentou as perdas devido a volatilizacdo dos compostos (Drouin
et al., 2019; Arriola et al., 2021). Embora BAL heterofermentativas produzam etanol e diéxido de
carbono, o que pode aumentar o potencial de perdas de MS, esse efeito ndo é equivalente ao das
leveduras produtoras de etanol, o que pode explicar os efeitos inconsistentes na recuperacdo da
MS (Kleinschmit & Kung, 2006; Oliveira et al., 2017; Da Silva et al., 2021). Isso também &
corroborado pela reducdo observada na MO, provavelmente causada pelo metabolismo
heterofermentativo de Lentilactobacillus sobre o consumo de CHO (Heinl et al., 2012; Drouin et
al. 2019). Nos estagios iniciais da ensilagem, os niveis de MS foram semelhantes entre o0s
tratamentos devido a producdo limitada de AA e ao controle da deterioracdo. No entanto, aos D60,
a intensificacdo da heterofermentagdo nos tratamentos Lb+Lh aumentou a producdo de AA e
metabolitos secundarios, melhorando a conservacdo, mas elevando as perdas de MS. Aos D100, o
metabolismo microbiano equilibrou os metabdlitos fermentativos e a retencdo de MS. Esses
resultados corroboram Arriola et al. (2021) e Da Silva et al. (2021) ao destacarem a importancia
da regulacdo da heterofermentacdo para a preservacdo ideal da MS, uma vez que a inoculagéo
reduziu a ragdo AL:AA em Lb e Lb+Lh, aumentou a producdo de AA e inibiu microrganismos
deteriorantes, alinhando-se com Morais et al. (2024), que associaram menores razées AL:AA em
silagens de sorgo ao metabolismo heterofermentativo de L. buchneri.

A auséncia de microrganismos deteriorantes como Pichia, Candida e Saccharomyces
sugere que os altos niveis de AA e as condi¢cdes anaerobicas atuaram como fatores seletivos. No
entanto, algumas leveduras, como Kazachstania, toleraram AL e contribuiram para a deterioracao
aerObia precoce em silagens com baixo pH, mesmo na presenca de inoculantes

heterofermentativos. Esse fendmeno ja foi observado em diferentes silagens, incluindo planta-
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inteira de milho, cevada e ponteiros de cana-de-agucar (Liu et al., 2019; Zhang et al., 2019; Wang
et al., 2021). De fato, cepas de Kazachstania podem crescer e tolerar alta osmolaridade, acidez e a
presenca de &cidos organicos, etanol e sal. No entanto, a presenca de leveduras ndo indica
necessariamente deterioracdo da silagem, como demonstrado pela presenca inicial de
Kazachstania aos D20, enquanto as silagens inoculadas, especialmente aquelas tratadas com a
combinacdo de L. buchneri e L. hilgardii, apresentaram melhora na EA (Korcari et al., 2021).
Segundo Ferrero et al. (2019), a combinagdo de L. buchneri e L. hilgardii em silagens de sorgo
melhora a qualidade fermentativa e a EA ja aos 15 dias ap0s a ensilagem, destacando a
adaptabilidade dessas espécies ao substrato do sorgo. A auséncia de mofos aos D100 é
provavelmente resultado do pH acido da silagem (3,28 — 3,37), criando um ambiente desfavoravel
ao crescimento fangico, o que corrobora estudos de Borreani et al. (2018) e Reis et al. (2018)
sobre o papel antifingico do baixo pH. As concentracdes elevadas de AA e AP nas silagens
tratadas dificultaram o crescimento flngico e retardaram a deterioracdo aerdbia. A menor razdo
AL:AA nas silagens tratadas reflete uma fermentagdo heterofermentativa mais eficiente,
estabilizando o perfil contra a exposicdo ao oxigénio. Além disso, a atividade prolongada de
Lentilactobacillus a partir dos D60 intensificou a producdo de metabdlitos antimicrobianos,
controlando o crescimento fungico e melhorando a EA. O uso de cepas heterofermentativas
minimiza a exposicdo a altas temperaturas e evita microrganismos deteriorantes em contato com
oxigénio devido ao papel inibitério do AA sobre leveduras e mofos, melhorando a EA das silagens
de sorgo tratadas com L. buchneri (Arriola et al., 2021; Gomes et al., 2021; Alves et al., 2023).
Entretanto, Lb+Lh superou Lb no controle flngico a partir dos D60, pois 0 ambiente estabilizado
apresentou niveis crescentes de AA e AP. Os &cidos organicos podem inibir efetivamente fungos
em silagens de sorgo inoculadas com heterofermentativos (Ferrero et al., 2019; Ferrero et al.,
2021). Destacamos que o gPCR quantifica contagens microbianas absolutas na silagem,
fornecendo insights sobre a dindmica da deterioracdo e 0 metabolismo microbiano, incluindo a
producéo de micotoxinas e a deterioracao da ragcdo (Shahrajabian & Sun, 2024).

Em sintese, os resultados desta pesquisa destacaram a efetividade dos inoculantes
heterofermentativos Lb, isoladamente ou em combinagdo em Lh, na melhoria da fermentagéo e
conservacdo da silagem de sorgo planta inteira. Ambos os tratamentos promoveram a rapida
proliferacdo das BAL, com destaque para o género Lentilactobacillus, e a producdo compostos
antifungicos, reduzindo o crescimento de LEV e FUN, como demostrado pela auséncia desses
microrganismos em D100. Embora ndo tenha sido observada diferenga significativa entre Lb
isolado e Lb+Lh, a acdo prolongada do Lb foi determinante para a maior EA e conservacdo da

silagem em D60 e D100, indicando seu papel crucial na manutencéo de silagens de alta qualidade.
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A inoculagéo influenciou significativamente a diversidade bacteriana, com o grupo Control
apresentando maior diversidade alfa em D60 e D100. Nas comunidades fangicas, a inoculagéo
teve efeito apenas em interacdo com o tempo, e Kazachstania foi o género dominante ao longo do
PF, enquanto a composicdo bacteriana dos grupos inoculados permaneceu estavel, contrastando

com maior variabilidade observada no grupo Control.

5 CONCLUSAO

Este estudo mostrou que a inoculacdo da silagem de sorgo planta inteira com L. buchneri,
isoladamente ou em combinagdo com L. hilgardii, melhorou a fermentacdo, a estabilidade
bacteriana e a producdo de AA e AP, suprimindo a maioria das leveduras e bolores, enquanto
favoreceu Kazachstania e manteve a qualidade da silagem. Ambos os tratamentos aumentaram a
estabilidade aer6bia e a preservacdo, mas a combinacdo promoveu consistentemente
Lentilactobacillus, com a inoculacdo remodelando a diversidade bacteriana no D20 e estabilizando
a sucessdo microbiana no D100 em comparagdo com a silagem n&o inoculada, que apresentou

maior variabilidade.
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RESUMO

Objetivou-se avaliar o perfil fermentativo, composicdo quimica e estabilidade aerdbia de silagens
de racdo em mistura total a base de sorgo forrageiro aditivadas com doses de um aditivo quimico
aos 40 e 80 dias ap6s ensilagem. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
utilizando dois periodos de fermentacdo, trés aditivos e cinco repeticbes por tratamento,
organizado em esquema fatorial 2x3. Os aditivos empregados foram: ragdo em mistura total
controle, sem aditivo; racdo em mistura total aditivada com 1 kg/Mg base MN; racdo em mistura
total aditivada com 2 kg/Mg base MN. Observou-se interacdo significativa (P<0,05) entre o
aditivo e o periodo fermentativo para extrato etéreo (EE), pH, carboidratos soltveis (CHOSs),
nitrogénio amoniacal (N-NHs), capacidade tampéo (CT), populacdo de leveduras (LEV) e mofos,
acido latico (AL), acido acético (AA), acido propibnico (AP), relacdo &cido latico: acético
(AL:AA), 1,2-Propanodiol (1,2P), acido butirico (AB), temperatura maxima (T. méxima) e
temperatura média (T. média). Foi observado efeito isolado de aditivo (P<0,05) para matéria seca
(MS), EE, fibra em detergente neutro, N-NHz, CT, LEV, mofos, AL, AA, AP, AL:AA, 1,2P, AB,
estabilidade aerdbia (EA), T. maxima e T média. Houve efeito isolado de periodo fermentativo
(P<0,05) para pH, CHOs, N-NHs, bactérias acido laticas, LEV, AL, AA, AP, AL:AA, 1,2P, EA,
T. maxima, T. média e Tempo maxima temperatura. Ndo houve diferenca (P>0,05) para matéria
orgénica, matéria mineral, proteina bruta, perdas de MS e temperatura minima. Em termos de
perfil fermentativo e EA, aos 80 dias, as silagens aditivadas com 2 kg demonstraram completa
eliminacdo de popula¢fes microbianas indesejaveis, com as concentra¢fes mais elevadas de AL e
AA, resultando em uma EA superior e menores temperaturas. As perdas MS foram semelhantes
entre os tratamentos. Conclui-se que a adicdo de aditivo quimico em silagens de racdo em mistura
total a base de sorgo forrageiro melhora as caracteristicas fermentativas e a estabilidade aerdbia
das silagens. Portanto, recomenda-se a adi¢do de 2 kg/Mg do aditivo quimico e o periodo de
fermentacdo de 80 dias.

Palavras chave: acidos organicos, estabilidade aerdbia, fermentacdo microbiana, silagem
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the fermentation profile, chemical composition, and aerobic stability
of total mixed ration silages based on forage sorghum, treated with doses of a chemical additive at
40 and 80 days after ensiling. The experimental design was completely randomized, utilizing two
fermentation periods, three additives, and five repetitions per treatment, organized in a factorial
scheme of 2x3. The additives used were: control total mixed ration without additive; total mixed
ration treated with 1 kg/Mg of fresh matter; and total mixed ration treated with 2 kg/Mg of fresh
matter. The additives used were: control total mixed ration without additive; total mixed ration
treated with 1 kg/Mg of fresh matter; and total mixed ration treated with 2 kg/Mg of fresh matter.
A significant interaction (P<0.05) was observed between the additive and the fermentation period
for ether extract (EE), pH, soluble carbohydrates (CHOs), ammoniacal nitrogen (N-NHs3),
buffering capacity (BC), yeast population (LEV) and molds, lactic acid (LA), acetic acid (AA),
propionic acid (PA), lactic acid to acetic acid ratio (LA:AA), 1,2-Propanediol (1,2P), butyric acid
(BA), maximum temperature (T.max), and average temperature (T.avg). An isolated effect of the
additive (P<0.05) was observed for dry matter, EE, neutral detergent fiber, N-NH3, BC, LEV,
molds, LA, AA, PA, LA: AA, 1,2P, BA, aerobic stability (AS), T.max, and T.avg. An isolated
effect of the fermentation period (P<0.05) was observed for pH, CHOs, N-NHs, lactic acid
bacteria, LEV, LA, AA, PA, LA: AA, 1,2P, AS, T.max, T.avg, and maximum temperature. No
differences (P>0.05) were found for organic matter, mineral matter, crude protein, dry matter
losses, and minimum temperature . In terms of fermentative profile and aerobic stability (AS), at
80 days, the silages treated with 2 kg demonstrated complete elimination of undesirable microbial
populations, with the highest concentrations of LA and AA, resulting in superior AS and lower
temperatures. The dry matter losses were similar among the treatments. It can be concluded that
the addition of a chemical additive to total mixed rations based on forage sorghum improves the
fermentative characteristics and aerobic stability of the silages. Therefore, it is recommended to
add 2 kg/Mg of the chemical additive and to use a fermentation period of 80 days.

Keywords: organic acids, aerobic stability, microbial fermentation, silage
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de tecnologias avangadas para a ensilagem tem sido foco de pesquisas
globais, visando aprimorar a conservacdo de alimentos e promover o uso eficiente de recursos,
elementos essenciais para sustentar a crescente intensificacdo da populacdo de ruminantes. Nesse
contexto, a racdo em mistura total (Total Mixed Ration, TMR) tem se destacado como uma
estratégia eficiente, ao combinar forragens, alimentos concentrados, minerais, vitaminas e aditivos
em uma formulacdo balanceada, atendendo as necessidades nutricionais especificas de diferentes
categorias de ruminantes (Dai et al., 2022).

O sorgo forrageiro [Sorghum bicolor (L.) Moench] é amplamente utilizado na producéo de
silagem, destacando-se pela sua adaptabilidade a condi¢des ambientais adversas, particularmente
em regiGes com escassez hidrica (Santin et al., 2020). No entanto, o elevado teor de carboidratos
sollveis, que pode ultrapassar 15% da matéria seca (Lucena et al., 2021), tende a reduzir o pH
abaixo dos niveis ideais, criando um ambiente propicio a proliferacdo de leveduras. Essas
leveduras podem se multiplicar rapidamente e produzir etanol, ocasionando perdas significativas e
deterioracdo quando expostas ao ar, resultando na assimilacdo de lactato e carboidratos residuais
(Kung et al., 2018; Santos et al., 2021).

Para mitigar esses problemas, a utilizacdo de aditivos quimicos apresenta-se como uma
solucdo promissora. Esses aditivos podem atenuar 0s riscos associados as caracteristicas
especificas da cultura e as condicdes ambientais adversas, inibindo o crescimento de
microrganismos indesejaveis ou deterioracdo e reduzindo as perdas de matéria seca (Muck et al.,
2018). Dentre os aditivos disponiveis, o FreshCUT Plus™ destaca-Se por sua composi¢do, que
combina acidos organicos, como acido propibnico, benzoico e acético, visando aumentar a
estabilidade aerobica da silagem. Este produto utiliza 4cidos tamponados, neutralizados com bases
ou sais, reduzindo sua corrosividade e aumentando a seguranca durante a aplicacdo, resultando em
silagens mais estaveis e bem conservadas (Kung et al., 2018).

Estudos recentes tém demonstrado os beneficios de aditivos a base de acidos organicos na
melhoria da fermentacdo e da estabilidade aerobia das silagens. Oliveira et al. (2023) relataram
que a adicdo de &cidos organicos, como o acido propidnico e o &cido acético, aumentou a
digestibilidade da matéria seca e intensificou a producéo de &cido latico. De maneira semelhante,
Da Silva Neto et al. (2023) observaram que a aplicacdo desses acidos em silagens de milho
reidratado promoveu maior producéo de &cido latico, preservou a qualidade fermentativa e reduziu
a deterioragdo aerdbia. Esses achados evidenciam o potencial dos &cidos orgénicos como

moduladores eficazes da fermentacdo e inibidores do desenvolvimento de microrganismos
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indesejaveis, atributos que também sdo investigados no presente estudo, com foco na conservagao
e no valor nutricional da silagem.

Além disso, o &cido propidnico tamponado tem mostrado ser eficaz na inibicdo de
leveduras, contribuindo para a estabilidade aerobia das silagens (Muck et al., 2018). O &cido
benzoico e o acido acético também séo conhecidos por limitar o crescimento de microrganismos
indesejaveis, promovendo uma melhor conservacdo das silagens (Qiu et al., 2014; Da Silva et al.,
2015).

Diante disso, tem-se como hipotese de que a adi¢do de FreshCUT Plus™ na ensilagem de
TMR a base de sorgo forrageiro sejam capazes de promover melhorias sobre o perfil fermentativo,
estabilidade aerdbia e valor nutritivo das silagens em ambos os periodos de fermentagdo, com
efeitos mais evidenciados nas silagens com maior concentracdo do aditivo, devido a uma maior
concentracdo dos seus componentes quimicos, capazes de modular a fermentacdo e inibir a
atuacdo de microrganismos indesejaveis.

Neste contexto, objetivou-se avaliar o perfil fermentativo, composicdo quimica e
estabilidade aerobia de silagens de racdo em mistura total a base de sorgo forrageiro aditivadas

com doses do aditivo quimico aos 40 e 80 dias de fermentacao.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local experimental, implantacdo e manejo do sorgo forrageiro

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Forragicultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) em Areia, Paraiba, Brasil, localizada na
latitude Sul 6°58'12" e longitude Oeste 35°42'15" com 619 m de altitude. Foi utilizado a cultivar
de sorgo forrageiro BRS Ponta Negra (Guansafra Sementes®, Fortaleza-CE, Brasil) implantado
em uma area de 0,76 ha no municipio de Riachédo, Paraiba, Brasil, localizado na latitude Sul
06°32'25" e longitude Oeste 35°39'35", com altitude média de 175 m e média pluviométrica
anual de 432 mm (AESA, 2024). O clima da regido segundo a classificacdo de Kdppen é do tipo
As’ (semiarido quente ¢ umido com chuvas de outono a inverno) (Alvares et al., 2013).

O solo da area experimental foi caracterizado como solo arenoso, textura leve (SBCS,
2018), 0 mesmo foi preparado através de aragdo e gradagem, e adubado para atender & exigéncia
em fertilidade para a cultura do sorgo.

O sorgo forrageiro foi implantado utilizando uma semeadora manual tipo matraca
(Semeadora Krupp®, Sdo Leopoldo-RS, Brasil). O sorgo foi semeado a uma profundidade de
aproximadamente 1 cm e espagamento de 0,10 x 0,80 m, com dez sementes por metro linear. A

adubacdo foi realizada durante a semeadura com aplicagdo de 100 kg/ha na forma de Superfosfato
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simples (Fertilizantes Heringer®, Sdo Paulo-SP, Brasil). A adubag&o de cobertura foi realizada no
estagio V4 da planta, utilizando 45 kg N/h na forma de ureia (Fertilizantes Heringer®, So Paulo-
SP, Brasil).

2.2 Delineamento experimental, colheita e ensilagem

Foi usado o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), arranjado em
esquema fatorial 2x3 e cinco repeti¢Bes por tratamento, sendo dois periodos de fermentacao (PF) e
trés aditivos (AD). Os PF foram 40 dias (40d) e 80 dias (80d) apos ensilagem. Os AD foram:
Racdo em mistura total controle, sem aditivo (TMR-C); Racdo em mistura total aditivada com 1
kg FreshCUT Plus™/Mg base MN, composto por propionato de amoénio, acido acetico,
polioxietileno, sorbitan monoleato (Polisorbato 80), &cido benzoico, agua, amarelo tartazina e azul
brilhante (Kemin-América do Sul, Indaiatuba-SP, Brasil) (TMR-1); Racdo em mistura total
aditivada com 2 kg FreshCUT Plus™/Mg base MN (TMR-2).

O sorgo forrageiro BRS Ponta Negra foi colhido de forma manual aos 110 dias apds
semeadura em julho de 2023. Logo em seguida, foi transportado para o Laboratério de
Forragicultura da universidade Federal da Paraiba, onde foi processado em tamanhos de particulas
+10 mm, através de maquina forrageira estacionaria (EN9-F3B, Nogueira®, Itapira-SP, Brasil). O
AD “FreshCUT Plus™” foi diluido em 50 mL de agua destilada e aplicado em pilhas individuais
de 15 kg com uso de borrifadores tipo spray (Nobre, GoedertGroup™, Biguacu-SC, Brasil), sendo
aplicado o0 mesmo volume de agua destilada para TMR-C.

A TMR foi formulada para atender as exigéncias nutricionais de ovinos deslanados em
crescimento, com ganho de 150 g peso corporal/dia, com base NRC (2007). Foi usada uma relagéo
volumoso:concentrado V:C-50:50 base matéria seca (MS). Para a confeccdo da TMR realizou-se a
mistura dos ingredientes: milho moido, torta de algoddo, ureia/sulfato de amonio (9:1) e nucleo
mineral-vitaminico (calcio: 14 g/kg; fosforo: 6,5 g/kg; magnésio: 1 g/kg; enxofre: 1,2 g/kg; sodio:
13 g/kg; cobalto: 8 mg/kg; ferro: 100 mg/kg; iodo: 6 mg/kg; manganés: 300 mg/kg; selénio: 1
mg/kg; zinco: 500 mg/kg; ferro: 65 mg/kg; vitamina A: 5000 U.l./kg; vitamina E: 31,2 U.l./kg)
com o sorgo forrageiro in natura.

Foram confeccionados 30 silos experimentais em baldes plasticos de 4 L (630EE,
GrouPack®, Cabedelo-PB, Brasil) (55 cm diametrox19 cm altura) previamente pesados (peso
vazio) e compactado manualmente, adotando-se uma densidade +600 kg MN/m?®. Os baldes foram
vedados com fita adesiva 45 mm, pesados e armazenados a temperatura ambiente até 0 momento
da abertura. Na Tabela 1 sdo mostrados a propor¢do dos ingredientes da TMR, bem como a

caracterizacdo do material antes da ensilagem.
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Tabela 1. Proporcdo dos ingredientes com base na matéria natural (MN), composi¢do quimica e
populacdes microbianas da racdo em mistura total a base de sorgo forrageiro aditivada com
FreshCUT Plus™ antes da ensilagem.

Ingredientes (% MN) Racéo em mistura total®

TMR-C TMR-1 TMR-2
Sorgo forrageiro 74,50 74,50 74,50
Milho moido 12,50 12,50 12,50
Torta de algodao 12,00 12,00 12,00
Ureia/Sulfato amonio (9:1) 0,50 0,50 0,50
Nucleo mineral-vitaminico 0,50 0,50 0,50

Composicdo quimica [g/kg matéria seca (MS)]
Matéria seca (g/kg MN) 384,48 393,03 376,20
Matéria orgéanica (g/kg MS) 956,00 954,20 952,80
Matéria mineral (g/kg MS) 44,00 45,80 47,20
Proteina bruta (g/kg MS) 155,37 155,05 153,73
FDNP (g/kg MS) 538,03 461,64 459,80
pH 5,68 5,66 5,46
CHOs® (g/kg MS) 84,02 77,76 86,40
CTY (Emg NaOH/100 g MS) 0,209 0,257 0,261
Populagdes microbianas (log10 UFC/g)®
Bacteérias cido laticas 6,01 5,83 5,54
Leveduras 4,65 4,80 4,93
Fungos filamentosos 4,56 4,87 4,69

4Racao em mistura total: TMR-C, Controle (sem aditivo); TMR-1, 1 kg FreshCUT Plus™ (Kemin-América do Sul,
Indaiatuba-SP, Brasil) /Mg MN. TMR-2, 2 kg FreshCUT Plus™/Mg MN; PFibra insoltvel em detergente neutro;
°CHOs: Carboidratos solliveis em agua; °CT (Emg NaOH/100 g MS), Capacidade tamp&o expressa em mmol/valéncia
de hidroxido de s6dio para cada 100 g MS; ¢logl0 UFC/g, Unidade formadora de col6nia na escala logaritmica de
base 10/g MN.

2.3 Coleta e preparo das amostras

Ap0s os periodos de fermentacdo de 40 e 80 dias, os silos experimentais foram pesados e
abertos para a coleta das amostras. Para evitar a contaminagdo das camadas superficiais devido a
exposicdo ao oxigénio, uma camada superficial foi descartada, com espessura ajustada conforme
as caracteristicas de cada silo. O material remanescente foi retirado e distribuido sobre uma lona
previamente higienizada com alcool, garantindo a integridade microbioldgica e quimica das
amostras.

O material foi entdo homogeneizado para garantir a uniformidade das amostras, seguido de
um processo de quarteamento, no qual a porcdo representativa foi selecionada para anélises
subsequentes. A primeira fracdo da silagem foi imediatamente processada para analises de pH,
quantificacdo de acidos organicos, caracterizacdo das popula¢des microbianas e determinacdo do
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teor de nitrogénio amoniacal. Uma segunda fragdo foi acondicionada em sacos de papel para o
processo de pré-secagem, visando a andlise da composi¢do quimica. A terceira fracdo foi
reservada para avaliacdo da estabilidade aerdbia, enquanto a ultima foi armazenada para analises

futuras.

2.4 Perfil fermentativo e perdas de matéria seca

Para a realizacdo das andlises referentes ao perfil fermentativo, quantificacdo das
populacdes microbianas e de &cidos organicos, as amostras de 25 g da planta e das silagens aos
40d e 80d de fermentagéo foram homogeneizadas em 225 mL de solugéo salina [0,85 g NaCl P.A.
(Dinamica®, S&o Paulo-SP, Brasil) /100 mL H2O destilada] em liquidificador industrial (LAR.2,
METVISA®, Brusque-SC, Brasil) durante 1 min. O extrato aquoso obtido foi filtrado em gaze
estéril de algodao e dividido em trés aliquotas.

A primeira aliquota foi usada para mensuracdo do pH, utilizando-se potenciémetro digital
(K39-1420A, KASVI®, Sao José dos Pinhais-PR, Brasil). Em seguida, a segunda aliquota de 50
mL do extrato aquoso foi acidificado (H2SOs4 P.A. 1:1 v/v, Neon®, Suzano-SP, Brasil) e
armazenados a -20°C para quantificacdo do teor de nitrogénio amoniacal (N-NHz) pelo método
descrito por Bolsen et al. (1992). Os teores de carboidratos soliveis em agua (CHOs) também
foram determinados pelo método do acido sulfirico concentrado de acordo com a metodologia
descrita por Dubois et al. (1956). A capacidade tampédo (CT) foi determinada de acordo com a
metodologia proposta por Playne & McDonald (1966).

As perdas de matéria seca (PMS) foram quantificadas por diferenca de pesagem dos baldes
(peso final menos o peso inicial expresso em relagdo ao peso inicial). Sendo calculada de acordo
com Magalhaes et al. (2012) pela equacao:

PMS (g MS/kg MN) = 1000-[(MSab/MSfe)x1000]

Onde: PMS (g MS/kg MN): perdas de matéria seca em gramas por quilograma de matéria
natural; MSab: kg matéria seca da silagem na abertura (quantidade de silagem em kgx% MS);
MSfe: kg matéria seca da forragem no fechamento do silo (quantidade de forragem em kgx%
MS).

2.5 Populacdes microbianas e acidos organicos
A segunda aliquota do extrato aquoso foi destinada para quantificagdo das populagdes
microbianas: bactérias acido laticas (BAL), leveduras (LEV) e fungos filamentosos (FUN). Foram

realizadas diluicBes seriadas de 10* a 108, Em seguida, o plagueamento foi realizado em placas de
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Petri estéreis (90x15mm, FirstLab®, S&o Jose dos Pinhais-PR, Brasil) pelo método pour-plate em
meios de cultura (Kung Jr. et al., 2003). Foi utilizado o 4gar MRS (De Man, Rogosa & Sharpe,
K25-1043, Kasvi®, Sdo José dos Pinhais-PR, Brasil) para o cultivo de BAL (37°C/48 h) e agar
DRBC (Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol, Oxoid™, Hampshire, Inglaterra) para cultivo de
LEV (25°C/72 h) e de FUN (25°C/120 h). Para a quantificacdo de ufc foram consideradas placas
contendo entre 25 a 250 ufc (American Public Health Association, 2015).

A terceira aliquota do extrato aquoso foi usada para quantificacdo dos acidos organicos
[acido lactico (AL), acido acético (AA), acido propidnico (AP), 1,2-Propanodiol (1,2P) e acido
butirico (AB)]. Foi usado 10 mL do extrato aquoso, em que, foi adicionado em tubos de ensaio
com tampa rosqueada (AJO3, PlenaLab®, Jundiai-SP, Brasil) a serem centrifugados em vortex
(Vortex Mixer VX-200, LabNet®, New Jersey, EUA) e adicionado 2,0 mL de acido metafosforico
P.A. (Neon®, Suzano-SP, Brasil) e a solucdo formada foi centrifugada (Mikro-120, Hettich
Zentrifugen®, Tuttlingen, Germany) durante 15 min a 13.000 g. Apds este processo, 0
sobrenadante foi coletado acondicionado em tubos microtubos de centrifugagdo tipo eppendorf
(CralPlast®, Cotia-SP, Brasil), que foram selados, identificados e congelados até serem analisados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC; SHIMADZU, SPD-10A VP) (Siegfried et al.,
1984). As andlises foram realizadas no Laboratdrio de Nutricdo Animal e Solos da Universidade

Federal do Piaui.

2.6 Composi¢ao quimica

As amostras da planta, dos ingredientes e das silagens foram submetidas a secagem parcial
em estufa de circulacdo forcada de ar (55°C/72 h). Posteriormente, as amostras foram moidas em
moinho de facas (Wiley®, Arthur H. Thomas, PA, EUA), com peneireira de crivo de 1 mm, para
analises da composicdo quimica.

As amostras da planta, dos ingredientes e das silagens foram submetidas as analises de
quantificacdo dos teores de matéria seca (MS, método 934,01), matéria organica (MO, método
972,43), materia mineral (MM, método 942,05), proteina bruta (PB, Nx6,25, método 984,13) e
extrato etéreo (EE, método 920,39) de acordo com AOAC (1990). Nessas amostras também foram
determinados os teores de fibra insoldvel em detergente neutro (FDN), utilizando-se a-amilase

termoestavel sem o uso de sulfito de sodio (Van Soest et al., 1991).

2.7 Estabilidade aerdbia
Para avaliacdo da estabilidade aerdbia (EA), foram coletadas no momento da abertura 1 kg

da silagem foi pesado e retornou para seu respectivo balde sem compactacao, onde foram expostos
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durante seis dias (144 horas) em sala com temperatura controlada (25+2°C). Foi inserido um
datalogger (AK285 New, AKSO®, S&o Leopoldo-RS, Brasil) no centro da massa de cada
silagem, para que a temperatura da mesma fosse registrada a cada 10 min. Outros trés dataloggers
foram distribuidos na sala, para mensuracéo da temperatura ambiente. A EA foi definida como o
namero de horas que a silagem permaneceu estavel, antes da temperatura da mesma elevar dois

graus centrigrados acima da temperatura ambiente (Kung Jr. et al., 2021).

2.8 Analises estatisticas

Todos os dados foram avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk para verificacdo da
normalidade e homogeneidade de varidncias. Os dados da avaliacdo microbioldgica expressos em
unidades formadoras de colénias (UFC) foram transformados para unidade logaritmica na base
dez (UFC log.10). Os dados foram analisados de acordo com o DIC, arranjado em esquema

fatorial 2x3, com dois PF e trés AD e cinco repeti¢des, conforme o seguinte modelo estatistico:

Yijk = u + PFi + ADj + (PF*AD)ij + eijx

Em que: Yijk = variavel resposta; u = média geral; PFi = efeito do periodo de fermentacao
i (efeito fixo); ADj = efeito de aditivo j (efeito fixo); (PF*AD)ij = efeito da interacdo entre periodo
de fermentacdo e aditivo ij (efeito fixo); eijk = erro experimental aleatério.

Todos os dados foram analisados através da andlise de variancia (ANOVA), quando
significativo para efeito de PF as médias foram comparadas pelo teste F (P<0,05), quando
significativo para efeito de AD ou interacdo entre PFXAD onde foi realizado o desdobramento
destes, as médias foram comparadas pelo teste Tukey a um nivel de significancia de 5%, como
nivel critico de probabilidade para o erro tipo I, utilizando-se o programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 2019).

3 RESULTADOS
3.1 Perfil fermentativo e perdas de materia seca

Observou-se interagdo significativa PFxAD (P<0,05) para o pH, CHOs, N-NH3 e CT
(Tabela 2). Aos 40d os maiores valores de pH foram observados para TMR-C e TMR-1 (3,92 e
3,94 pH), enquanto o TMR-2 teve o menor valor (3,88 pH), enquanto aos 80d verificou-se maior e
menor valor de pH para TMR-1 e TMR-2, 4,10 e 3,89 pH, respectivamente. Verificou-se que aos
40d o teor de CHOs foi igual independentemente do tipo de AD, enquanto aos 80d foi verificado
maior teor de CHOs para TMR-2 (24,35 g/kg MS) comparado aos demais. Em relacdo aos teores

de N-NHsz e CT verificou-se que em ambos os periodos as silagens aditivadas com TMR-2
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apresentaram maior teor de N-NHs (2,77 g/kg NT), bem como de CT 0,53 e 057 Emg NaOH/100g
MS, respectivamente, comparado aos demais AD. N&o houve efeito de nenhuma das fontes de
variacdo para PMS apresentando valor médio de 41,14 g/kg MN.

Tabela 2. Perfil fermentativo e perdas de matéria seca (PMS) das silagens de racdo em mistura
total (TMR) a base de sorgo forrageiro aditivadas com FreshCUT Plus™ armazenadas durante
40d e 80d apos ensilagem.

Periodo F. Aditivo® - b P-valor®
TMRC TMRLI TMR2 Media  EPMP —0c AD _ PFxAD
pH
40d 3.92Ab  394Ab  388Ba  3.91b

80d 406Ba  410Aa 389Ca 402 0L <0001 <0001 <0001

Média 3,89B 4,02A 3,89B

CHOs¢ (g/kg MS)
40d 40,12Aa 31,91Aa 2851Aa 33,5la
80d 12,13Bb  12,06Bb 24,35Aa 16,18b
Média 26,13 21,99 26,43

0,38 <0,001 0,348 0,005

N-NHs (g/kg NT)®
40d 224Ba  229Ba 277Aa 243
80d 0,88Cbh  2,00Ba 2,77Aa  1,88b
Média 156C  2,15B 2,772

0,06 <0,001 <0,001 <0,001

CT (Emg NaOH/100g MS)’
40d 047Ba  048Ba  053Ab 0,50
80d 048Ba 046Cb 057Aa 051 001 0060 <0001 <0,001
Média 0488  047B 0,55

PMS (g/kg MN)
40d 38,81 36,54 41,92 39,09
80d 44,01 43,38 42,20 43,20
Média 41,41 39,96 42,06

1,54 0,072 0,726 0,454

aAditivo: TMR-C, Controle (sem aditivo). TMR-1, 1 kg FreshCUT Plus™ (Kemin-América do Sul, Indaiatuba-SP,
Brasil) /Mg base matéria natural (MN). TMR-2, 2 kg FreshCUT Plus™/Mg base MN; "EPM: Erro padrdo da média;
°P-valor: Probabilidade de efeitos para Periodo Fermentagdo (PF), Aditivo (AD) e interacdo PF com AD (PFxAD);
dCHOs, carboidratos soltveis em agua; ®N-NH3 (g/kg NT), nitrogénio amoniacal expresso em relagdo ao nitrogénio
total; 'CT (Emg NaOH/100 g MS), Capacidade tamp&o expressa em mmol/valéncia de hidroxido de sodio para cada
100 g MS; Médias seguidas por letras mailsculas distintas nas linhas diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05) para
efeito de AD. Médias seguidas por letras mindsculas distintas nas colunas diferem entre si pelo teste F (P<0,05) para
efeito de PF.

3.2 Populagdes microbianas e acidos organicos
Observou-se interacdo significativa PFxAD (P<0,05) para as populagdes de LEV e FUN
(Tabela 3). Aos 40d, as contagens de LEV apresentaram valores médios variando entre 3,84 a

4,18 logl0 UFC/g, sem diferencas significativas entre os tratamentos, enquanto aos 80d, a
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contagem de LEV foi reduzida para 0,00 logl0 UFC/g. Para as populaces de FUN, o TMR-2
apresentou uma reducdo consideravel aos 40d (1,47 log10 UFC/g), enquanto aos 80d ndo houve
diferencas significativas entre os tratamentos. Foi observado efeito de tempo de fermentacao sobre
as BAL, com contagens mais elevadas aos 40d (6,65 logl0 UFC/g), que diminuiram
significativamente aos 80d (4,32 log10 UFC/g). Nao houve efeito do AD sobre as populactes de
BAL, nem efeito do tempo sobre a populacdo de FUN, com médias de 5,49; 5,49; 2,93 logl0

UFC/g, respectivamente.

Tabela 3. Quantificacdo das popula¢fes microbianas de bactérias acido laticas (BAL), leveduras
(LEV) e de fungos filamentosos (FUN) das silagens de racdo em mistura total (TMR) a base de
sorgo forrageiro aditivadas com FreshCUT Plus™ armazenadas durante 40d e 80d apds

ensilagem.
Periodo F. Aditivo? - b P-valor®
TMRC TMRI TMR2 Media  EPM PF AD _ PFxAD
BAL (log10 UFC/g)¢
40d 6,48 6,70 677  6.65a
80d 5,81 3.84 332  43p 049 0002 0402 0242
Média 6,15 5,27 5,05
LEV (log10 UFC/g)
40d 418Aa  384Aa  398Aa  4.00a
80d 217Ab  2.62Ab  000Bb 160p 2 <0001 <0001 <0001

Média 3,18A 3,23A 1,99B

FUN (log10 UFC/g)
40d 386Aa 366Aa 147Bb 2,99
80d 242Ab  344Aa  274Aa 2,87
Média 3,14A  355A  2,11B

0,22 0,685 <0,001 0,007

aAditivo: TMR-C, Controle (sem aditivo). TMR-1, 1 kg FreshCUT Plus™ (Kemin-América do Sul, Indaiatuba-SP,
Brasil) /Mg base matéria natural (MN). TMR-2, 2 kg FreshCUT Plus™/Mg base MN; "EPM: Erro padrdo da média;
°P-valor: Probabilidade de efeitos para Periodo Fermentagdo (PF), Aditivo (AD) e interacdo PF com AD (PFxAD);
d0g10 UFC/g, Unidade formadora de colonia na escala logaritmica de base 10/g MN. Médias seguidas por letras
maidsculas distintas nas linhas diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05) para efeito de AD. Médias seguidas de
letras mindsculas distintas nas colunas diferem entre si pelo teste F (P<0,05) para efeito de PF.

Houve efeito de interacdo PFXAD (P<0,05) para todos os &cidos organicos (Tabela 4). Aos
40d, o TMR-2 apresentou maior concentracdo de AL (52,19 g/kg MS). Aos 80d, os teores de AL
foram semelhantes e superiores nos tratamentos TMR-C e TMR-2. As silagens TMR-2 se
destacaram pelos maiores teores de AA em ambos os periodos de fermentacdo, com media 36,56
g/kg MS. A relagdo AL:AA foi mais elevada no TMR-1 em ambos os periodos. As concentracdes
de 1,2P e AP permaneceram superiores no TMR-2 durante todo o periodo. Embora os niveis de
AB tenham sido semelhantes aos 40d, o TMR-C apresentou a maior concentracdo aos 80d (0,102
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g/kg MS). Nao foram observados efeitos isolados de tempo e AD para AB, com médias de 0,09 e

0,08 g/kg MS, respectivamente.

Tabela 4. Teores médios de &cidos organicos das silagens de racdo em mistura total (TMR) a base
de sorgo forrageiro aditivadas com FreshCUT Plus™ armazenadas durante 40d ¢ 80d apods

ensilagem.
Periodo F. Aditivo? - b P-valor®
T™MRC TMRI  TMR2  Meédia EPMY ——— o AD
Acido latico (AL, g/kg MS?)
40d 47.84Bb  49.10Bb  52.19Ab  49.71b
80d 5686Aa  54.65Ba 57.98Aa 5650 ot <0001 <0001 0002
Média 52358  51.87B 55,082
Acido acético (AA, g/kg MS)
40d 29.72Bb  2523Cb  37,06Aa  30,67b
80d 3479Ba  27.68Ca  36.06Ab 32851 10 <0.001 <0,001 <0,001
Média  32.26B  2646C 36562
Relacdo AL:AA
40d 161Ba  195Aa  141Cb  1.65b
80d 163Ba  197Aa  161Ba 1749 01 <0001 <0,001 <0,001
Média 1,628 1,96A 1,51C
1,2-Propanodiol (g/kg MS)
40d 243Ba  199Ca  2.88Aa  2.42a
80d 237Ba  201Ca  261Ab  233b 024 0007 <0001 0006
Média 2 40B 2.00C 2 750
Acido propidnico (g/kg MS)
40d 034Bb  0358b  039Ab  0,36b
80d 054Aa  050Ba  055Aa 053 0t <0001 <0001 0,003
Média 044B  042C 0,478
Acido butirico (g/kg MS)
40d 0,077Ab  0087Aa  0077Aa 008
80d 0.102Aa  0080Ba  0082Ba 009 01 0318 0155 0,007
Média 0,090 0,083 0,080

aAditivo: TMR-C, Controle (sem aditivo). TMR-1, 1 kg FreshCUT Plus™ (Kemin-América do Sul, Indaiatuba-SP,
Brasil) /Mg base matéria natural (MN). TMR-2, 2 kg FreshCUT Plus™/Mg MN; PEPM: Erro padrdo da média; °P-
valor: Probabilidade de efeitos para Periodo Fermentagéo (PF), Aditivo (AD) e interagdo PF com AD (PFxAD); ‘MS:
Matéria seca. Médias seguidas por letras mailsculas distintas nas linhas diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05)
para efeito de AD. Médias seguidas por letras minusculas distintas nas colunas diferem entre si pelo teste F (P<0,05)

para efeito de PF.

3.3 Composicao quimica

Observou-se efeito de interagdo PFXAD (P<0,05) apenas para o teor de EE (Tabela 5). Aos

40d as TMR-2 apresentou menores valores de EE (35,69 g/kg MS), enguanto aos 80d, os teores de
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EE se equipararam entre os tratamentos. O AD influenciou os teores de MS, EE e FDN, com
TMR-C e TMR-1 apresentando maiores valores de MS (403,49 e 399,44 g/kg MS) e TMR-2
destacando-se com o maior teor de FDN 482,66 g/kg MS. N&o houve efeito significativo de
nenhuma das fontes de variacdo para MO, MM e PB, com valores médios de 953,5; 46,5 e 145,52
g/kg MS, respectivamente.

Tabela 5. Composi¢do quimica das silagens de ragdo em mistura total (TMR) & base de sorgo
forrageiro aditivadas com FreshCUT Plus™ armazenadas durante 40d e 80d apds ensilagem.

Periodo F. Aditivo® - b P-valor®
TMRC  TMRL  TMR2  Media  EPMY —oe—— o D
Matéria seca (g/kg MNY)
40d 40239  397.84 37633 392,18
80d 40459 40103 38492 39685 0t 0157 <0001 0684

Media 403,49A  399,44A  380,62B

Matéria organica (g/kg MS*)
40d 955,84 952,01 950,63 952,83
80d 952,86 956,17 953,48 954,17
Média 954,35 954,09 952,06

1,02 0,362 0,379 0,121

Matéria mineral (g/kg MS)

40d 44,16 47,99 49,37 47,17
80d 47,14 43,83 46,52 45,83 102 0363 0379 0.121
Média 45,65 45,91 47,94
Proteina bruta (g/kg MS)
40d 147,12 144,89 147,54 146,51
80d 141,70 144,32 147,52 14451 145 0339 03% 0,506

Média 144,41 144,60 147,53

Extrato etéreo (g/kg MS)
40d 42,00Aa 44,01Aa 35,69Ba 40,57
80d 40,00Aa 39,71Ab 36,85Aa 38,85
Média 41,00A  41,86A  36,27B

0,61 0,056 <0,001 0,050

FDNf (g/kg MS)
40d 434,19 454,72 47490 454,60
80d 438,95 44969 490,41 459,68 3,99 0377 <0,001 0,348
Média 436,57B  452,21B 482,662

aAditivo: TMR-C, Controle (sem aditivo). TMR-1, 1 kg FreshCUT Plus™ (Kemin-América do Sul, Indaiatuba-SP,
Brasil) /Mg base matéria natural (MN). TMR-2, 2 kg FreshCUT Plus™/Mg base MN; "EPM: Erro padrdo da média;
°P-valor: Probabilidade de efeitos para Periodo Fermentagdo (PF), Aditivo (AD) e interacdo PF com AD (PFxAD);
dIMN, Matéria natural; °MS, Matéria seca; 'Fibra insollivel em detergente neutro. Médias seguidas por letras
mailsculas distintas nas linhas diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05) para efeito de AD. Médias seguidas por
letras mindsculas distintas nas colunas diferem entre si pelo teste F (P<0,05) para efeito de PF.
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3.4 Estabilidade aerobia

Observou-se efeito de interacdo PFxXAD (P<0,05) para t. méaxima e t. média (Tabela 6).
Aos 40d, o TMR-2 apresentou a menor t. maxima (28,02°C), mantendo essa tendéncia aos 80d,
com 25,32°C. Para a t. média, 0 TMR-2 também registrou 0os menores valores, como 25,78°C aos
40d e 24,53°C aos 80d. Em relagdo ao efeito isolado AD, o0 TMR-2 demostrou maior EA, com
média de 129,38h, superando o0 TMR-C (77,48h) e 0o TMR-1 (67,92h). Quanto ao efeito isolado do
PF, a EA foi maior aos 80d (104,62h) em comparacdo aos 40d (78,57h). Observou-se efeito
significativo do tempo de fermentacdo sobre a t. maxima, com maior valor aos 40d (123,22h),
reduzindo para 104,62 h aos 80d. Ndo houve efeito significativo de nenhuma das fontes de
variacdo sobre t. minima, que apresentou valor médio de 23,58°C. Além disso, ndo se observou

efeito de AD sobre o tempo méxima t., que apresentou uma média de 113,92 h.

Tabela 6. Estabilidade aerobia (EA, h) e temperatura (T., °C) das silagens de racdo em mistura
total (TMR) a base de sorgo forrageiro aditivadas com FreshCUT Plus™ armazenadas durante
40d e 80d apos ensilagem.

Periodo F. Aditivo? Média EPMP P-valor®
TMR-C TMR-1 TMR-2 PF AD PFxAD
EA (h)
40d 58,03 62,90 114,77 78,57b
<
80d 96,93 72,93 144,00 104,62a 516 0,002 <0001 0.278

Média 77,48B 67,92B 129,38A

T. méxima (°C)

40d 36,38Aa 34,58Aa 28,02Ba 32,99a
80d 28,42Bb 37,20Aa 25,32Ba  30,31b 083 0031 <0001 0,004
Média 32,40A 35,90A 26,67B
T. minima (°C)
40d 23,32 23,62 23,64 23,53
80d 23,48 23,74 23,68 23,63 007 0311 0066 0890
Média 23,40 23,68 23,66
T. média (°C)
40d 29,92Aa 29,28Aa 25,78Ba  28,33a
80d 25,94Bb 29,27Aa 2453Ba 26,58b 0,39 0,004 <0,001 0,022

Media 27,93A 29,27A 25,16B

Tempo méaxima T. (h)

40d 122,30 112,53 134,83 123,22a
80d 107,00 107,40 99,47 104,62b 488 0013 0693 0212
Media 114,65 109,97 117,15

aAditivo: TMR-C, Controle (sem aditivo). TMR-1, 1 kg FreshCUT Plus™ (Kemin-Ameérica do Sul, Indaiatuba-SP,
Brasil) /Mg base matéria natural (MN). TMR-2, 2 kg FreshCUT Plus™/Mg base MN; "EPM: Erro padrdo da média;
°P-valor: Probabilidade de efeitos para Periodo Fermentagdo (PF), Aditivo (AD) e interagdo PF com AD (PFxAD).
Médias seguidas por letras mailsculas distintas nas linhas diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05) para efeito de
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AD. Médias seguidas por letras minusculas distintas nas colunas diferem entre si pelo teste F (P<0,05) para efeito de
PF.

4 DISCUSSAO
4.1 Perfil fermentativo e perdas de matéria seca

As silagens analisadas apresentaram valores de pH dentro da faixa recomendada por Kung
et al. (2018), variando entre 3,8 e 4,2. Como esperado, as silagens tratadas com a maior dose do
aditivo quimico exibiram pH mais baixo, resultado que se alinha as observacfes de Dai et al.
(2022) e Han et al. (2022). Esses autores ressaltam que os aditivos quimicos promovem uma
fermentacdo latica mais eficiente, devido as suas propriedades antimicrobianas, que inibem o
crescimento de microrganismos deteriorantes. No presente estudo, essa eficiéncia foi demonstrada
pelo aumento na producdo de AL, maior CT e estabilizacdo do pH, fatores que retardam o
crescimento de LEV e mofos, minimizando os danos a silagem.

A maior CT observada nas silagens tratadas com TMR-2 foi essencial para a manutencéo
de um pH estavel e para a conservacdo do material ensilado aos 80d. Esses resultados sdo
consistentes com os de Tian et al. (2020), que relataram melhorias nas concentracdes de acidos
organicos e aumento da CT em silagens tratadas. Em relacdo aos niveis de N-NHs, embora tenha
ocorrido um leve aumento nos niveis de N-NHz no TMR-2, os valores observados permaneceram
dentro da faixa recomendada, com propor¢oes variando de 0,88 a 2,77 g de N-NHz/kg de NT. De
acordo com Kung et al. (2018), silagens bem preservadas devem apresentar até 100 g de N-
NHs/kg de NT, indicando que a qualidade da silagem foi mantida.

O controle microbiano esta associado ao aumento de &cidos organicos, como acido acético
e propionico, reconhecidos por suas potentes a¢es antimicrobianas (Oliveira et al., 2023). Nas
silagens tratadas com a dose mais elevada aos 80d, os altos teores de carboidratos residuais podem
ser atribuidos a menor atividade fermentativa das LEV, resultante do efeito inibitorio desses
acidos sobre seu crescimento e metabolismo, conforme também observado por Da Silva et al.
(2015). Esse efeito ocorre porque 0s acidos organicos, ao atravessarem a membrana celular das
leveduras na forma ndo dissociada, provocam a acidificacdo do citoplasma, o que aumenta o
consumo de energia e resulta em esgotamento energético, comprometendo sua sobrevivéncia e
atividade fermentativa (Stratford et al., 2013). Além disso, Da Silva et al. (2015) sugerem que a
baixa disponibilidade de agua metabodlica em ambientes com altas concentracfes desses acidos
pode limitar a atividade microbiana, favorecendo a preservacdo dos carboidratos na silagem. Esse
mecanismo € corroborado por Li et al. (2024), que associam a maior retencdo de agucares

residuais em silagens aditivadas a um ambiente 4cido e a inibi¢cdo de microrganismos indesejaveis
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4.2 Populagdes microbianas e acidos organicos

A aplicacdo da maior dose do aditivo resultou em um aumento significativo na
concentracdo de AL nas silagens. Esse efeito pode ser atribuido a intensificacdo da acidificacdo
promovida pelo aditivo, que favoreceu a fermentacdo homofermentativa (Wei et al., 2021). A
maior populacdo de BAL no inicio da fermentacdo se deve a intensa acidificacdo, que favorece
seu crescimento. Com o avancgo do periodo de fermentacdo, essa populacdo se estabiliza devido a
reducdo dos CHOs e a competicdo com outros microrganismos (Li et al., 2015). Essa acidificacdo
ndo apenas inibiu o crescimento de LEV, mas também reduziu a degradacdo da proteina em
amonia, criando um ambiente propicio a producdo de AL (Tyrolova et al., 2017). Além disso, a
presenca de LEV assimiladoras de CHOs pode ter também contribuido para a conversdo desses
CHOs em AL, aumentando ainda mais a eficiéncia de fermentacao e a queda do pH (Zhang et al.,
2020).

Durante o processo de ensilagem, as LEV metabolizam CHOs, resultando na producédo de
etanol e dioxido de carbono, o que contribui para PMS e deterioracdo da silagem (Han et al.,
2022). Em nosso estudo, a maior dose de FreshCUT Plus™ demonstrou eficacia na inibicdo do
crescimento de LEV aos 80d e na diminuicdo dos fungos aos 40d, conforme evidenciado pelas
contagens microbiol6gicas. Esse efeito pode ser atribuido a propriedade antimicrobiana desses
aditivos quimicos, que inibem o crescimento de microrganismos indesejaveis e promovem uma
fermentacdo latica (Dai et al., 2022; Han et al., 2022). Wang et al. (2023) e Oliveira et al. (2023)
também relataram que aditivos contendo &cidos organicos promovem uma rapida acidificacdo do
meio, reduzindo o pH e limitando o desenvolvimento desses microrganismos indesejaveis. As
concentragdes elevadas de AA, AP e 1,2P observadas neste tratamento eram esperadas e ajudam a
explicar a reducdo de microrganismos indesejaveis, devido as suas propriedades antifungicas. O
AA e o AP, em particular, desempenham um papel essencial na inibicdo de LEV e mofos,
enquanto o 1,2P pode ser convertido em propionato, potencializando ainda mais essa agéo
antimicrobiana (Da Silva et al., 2021).

Tyrolova et al. (2017) afirmam que silagens de alta qualidade devem apresentar uma
relacdo elevada entre AL e AA, indicando a predominéncia da fermentagdo homofermentativa,
que é crucial para a estabilidade e preservagdo do material. No presente estudo, todos o0s
tratamentos resultaram em uma maior producdo de AL em comparacdo ao AA, confirmando essa
predominancia da fermentacdo homofermentativa. No entanto, observou-se que a maior dose de
FreshCUT Plus™ resultou em uma diminuicdo dessa relagdo. Esse achado sugere que a adicdo de
acidos organicos pode favorecer o crescimento de bactérias heterofermentativas, promovendo uma
maior producdo de AA (Wei et al., 2021).
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O AB é comumente produzido pela fermentagdo Clostridium em condic@es de baixa MS e
CHOs (WEei et al., 2021). Para garantir uma fermenta¢do adequada, é recomendado que 0s niveis
de AB permanecam abaixo de 5 g/kg de MS (Kung et al., 2018). No presente estudo, as
concentracdes de AB foram relativamente baixas e, provavelmente, ndo apresentam impacto
bioldgico relevante. Resultados semelhantes foram reportados por Wang et al. (2023), que
investigaram o uso de sais organicos, e por Gheller et al. (2021), que testaram o AP, ambos

observando baixos niveis de AB, indicando uma fermentacéo eficiente.

4.3 Composicao quimica

Os teores de MS encontrados nas silagens de racdo total estdo acima da faixa considerada
ideal, que estd entre 28% a 32% (Kung et al., 2018). Apesar dessa elevacdo, 0 processo
fermentativo ndo foi comprometido, o que € esperado, uma vez que as TMRs, por sua natureza,
apresentam teores de MS mais elevados, devido a inclusdo de ingredientes com caracteristicas
higroscopicas, que ajudam a minimizar as perdas durante a fermentacdo (Marocco et al., 2020).
Além disso, Han et al. (2022) apontam que altos teores de MS podem ser benéficos, pois inibem o
crescimento de microrganismos indesejaveis, como clostridios e enterobactérias, o que pode
explicar os baixos teores de AB e N-NH3 observados em nossos resultados.

Os teores de PB mantiveram-se dentro das faixas estabelecidas na formulagdo das dietas.
Essa constancia pode ser explicada pelo uso de ingredientes com propriedades tamponantes, que
contribuem para a diminui¢do da umidade e do N-NHz3, favorecendo a manutencéo da PB (Lazzari
et al., 2021). Ademais, segundo Junges et al. (2017), em situacOes de elevada umidade, as enzimas
presentes nas plantas e as de origem bacteriana podem atuar em até 90% da prote6lise. O aumento
de FDN nas silagens tratadas com a maior dose pode ter inibido a atividade das enzimas como
celulases e hemicelulases. Segundo Wei et al. (2021), essa inibicdo reduz a degradacdo da parede
celular, preservando a estrutura fibrosa.

Em relacdo ao teor de EE, todas as silagens apresentaram valores abaixo dos limites
estabelecidos pelo National Research Council (NRC), que recomenda um valor maximo de 60-70
g/kg MS nas dietas (NRC, 2001). Esse limite é indicado, pois a presenca excessiva de lipideos
pode comprometer a digestibilidade e a taxa de passagem da fibra, favorecendo o crescimento de
microrganismos indesejaveis e prejudicando a eficiéncia da fermentagdo ruminal (Humer et al.,
2018). Contudo, as silagens tratadas com a maior dose de aditivo apresentaram menores teores de
EE aos 40 dias. Wang et al. (2023) também observaram uma redugdo nos niveis de EE nas TMRs
aditivadas com sais organicos, associando essa diminui¢do ao aumento da producdo de compostos

antifangicos e reducdo na populacdo de microrganismos indesejaveis. Além disso, a torta de
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algoddo, ingrediente presente em todas as silagens e rica em lipideos (Dias et al., 2019), pode ter
influenciado os niveis de EE observados, embora seu impacto ndo tenha sido o foco deste estudo.

4.4 Estabilidade aerdbia

Como esperado, a maior EA foi observada nas silagens tratadas com maior dose,
evidenciada pela manutengdo de um pH equilibrado e pela eficiente inibicdo de microrganismos
indesejaveis, como LEV e mofos. Essa dosagem também contribuiu para um ambiente térmico
controlado, com temperaturas mais baixas, além de uma elevada CT. Conforme Wilkinson e
Davies (2013), uma CT elevada é essencial para resistir a variacbes que favorecem
microrganismos deterioradores. O AA e o AP, componentes principais do aditivo, desempenham
um papel decisivo na supressao das LEV, corroborando as afirmacfes de Da Silva et al. (2021),
que destacam a eficacia desses &cidos em criar um ambiente que retarda a deterioracéo,
favorecendo a producdo de compostos organicos a partir da maior disponibilidade de CHOs, o que
estabelece condicdes desfavoraveis a proliferagdo de microrganismos indesejaveis, como também
observamos neste estudo.

Esse tratamento, aos 80d, apresentou uma EA de 144h, resultado ndo apenas da acdo
sinérgica entre os &cidos organicos, mas também da maior concentracdo desses acidos devido a
dose aplicada. A maior quantidade desses acidos favoreceu a producdo de compostos antifingicos,
promovendo uma inibicdo mais eficaz de microrganismos deterioradores e, consequentemente,
melhorando a EA (Da Silva et al., 2021). Nesse contexto, Da Silva Neto et al. (2023)
demonstraram que o uso do aditivo Mycoflake™, composto por AA e AP, também melhorou a
EA, agindo de maneira similar ao que foi observado no estudo. A acdo antimicrobiana dos acidos
organicos, que inibem o crescimento de FUN e LEV, preserva os nutrientes da silagem durante a
exposicdo ao ar. De acordo com Li et al. (2024), essa inibicdo da atividade das LEV resulta em
teores aceitaveis de N-NHs e AB, reduzindo a deterioracdo das silagens quando expostas ao ar.

Estudos realizados por Dai et al. (2022) confirmaram que silagens de TMR tratadas com
aditivos quimicos aumentaram significativamente a EA (>216h) em comparagéo ao CTRL (168h).
De maneira similar, Aslim et al. (2021) avaliaram o efeito da aplicacdo de AP em silagens de
TMR e observaram EA superior a 168h.

Os achados do presente estudo demonstraram que a adicdo de FreshCUT Plus™ nas
silagens de TMR a base de sorgo forrageiro € eficaz na melhoria das caracteristicas fermentativas
e na EA. A interacdo observada entre os periodos de fermentacéo e a adi¢do deste aditivo resultou

em melhorias significativas no pH e na concentracdo de CHOs, acompanhadas por uma reducéo
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nas populacdes de LEV aos 80d, sustentando a hipdtese de que a aplica¢do apropriada de aditivos
pode otimizar o processo fermentativo.

A dosagem de 2 kg/Mg de FreshCUT Plus™ destacou-se por elevar os niveis de acidos
organicos, como AL e AA, essenciais para a preservacdo e a qualidade do material ensilado. Além
disso, essa dosagem foi associada a uma maior EA das silagens aos 80d, indicando que a
utilizacdo estratégica desse aditivo ndo apenas melhora a eficiéncia da fermentacdo, mas também
potencializa a durabilidade e o valor nutritivo das silagens de sorgo forrageiro por periodos

prolongados.

5 CONCLUSAO

A adig¢do de FreshCUT Plus™ em silagens de racdo em mistura total a base de sorgo
forrageiro melhorou as caracteristicas fermentativas e a estabilidade aerdbia das silagens.
Portanto, recomenda-se a adi¢do de 2 kg/Mg de FreshCUT Plus™ e o periodo de fermentagdo de
80 dias.
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