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RESUMO

As silagens de TMR tém a qualidade nutricional e viabilidade econdmica comprovadas por
muitos trabalhos, com foco principal na avaliacdo do efeito dos macros ingredientes na
formulacéo das silagens de rages mistas totais (TMRs). No entanto, poucos sdo os trabalhos
que testam as possiveis interferéncias dos aditivos moduladores de fermentacdo sobre a
qualidade do processo fermentativo TMRs, uma vez que podem prejudicar o crescimento de
microrganismos fundamentais para a qualidade do processo fermentativo da silagem. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes doses de monensina e de
6leo essencial limoneno sobre os parametros fermentativos de silagens de TMRs com elevado
teor de umidade (30% de MS). Os tratamentos testados foram: controle (TMR sem uso de
aditivo), MON35 (TMR com 35 mg monensina’/kg MS), MON45 (TMR com 45 mg
monensina/kg MS), OEL300 (TMR com 300 mg OE/ kg MS) e OEL600 (TMR com 600 mg
OE/kg MS). A TMR foi formulada com base nas exigéncias nutricionais de vacas leiteiras para
uma producdo média de 25 litros de leite/dia (NRC, 2001). Os parametros avaliados foram as
perdas fermentativas, pH (TMR ensilada), concentracdes de acidos organicos (TMR ensilado)
e a estabilidade aerdbia. As maiores perdas por efluentes foram observadas nos tratamentos que
receberam MON35, MON45 e OEL300 (69,07 kg/t MS, 66,25 kg/t MS e 66,52 kg/t MS,
respectivamente), porém foram os tratamentos que apresentaram maiores producdes de acido
latico (6,78% MS, 6,94% MS, 8,1% de MS. Entre os tratamentos testados OEL600 resultou
com menor teor de acido latico (4,87% MS), entretanto, promoveu uma maior estabilidade
aerdbia do que o OEL300 (91,88 e 86,06 horas, respectivamente), essa maior estabilidade
aerdbia pode ser associada ao acido acético, pois OEL600 forneceu maior teor de acido acético
em relacdo aos demais tratamentos testados. Diante disso, os aditivos foram benéficos para a
producdo das silagens de TMRs, controlaram a presenca e atividades de microrganismos
prejudiciais no processo de ensilagem, apresentando um perfil fermentativo adequado para
qualidade das TMRs ensiladas. Entretanto, para uma silagem de TMR com alto teor de umidade
a dosagem 600 mg/kg MS do OEL néo é recomendada, pois forneceu a menor producédo de
acido latico, as duas dosagens de MON n&o demonstraram muitas diferencas sobre efeitos ao
processo de ensilagem, sendo recomendado a dosagem 35mg/kg MS, pois a despesa da

producdo reduziria, visto que a monensina é um produto de alto custo.

Palavras-chaves: Ensilagem, monensina, limoneno, umidade, perfil fermentativo.



ABSTRACT

The nutritional quality and economic viability of TMR silages have been proven by many
studies, with the main focus on evaluating the effect of macro-ingredients in the formulation of
total mixed ration silages (TMRs). However, few studies have tested the possible effects of
fermentation modulating additives on the quality of the TMR fermentation process, since they
can jeopardise the growth of microorganisms that are fundamental to the quality of the silage
fermentation process. The aim of this study was to assess the influence of different doses of
monensin and limonene essential oil on the fermentation parameters of TMR silages with a high
moisture content (30 per cent DM). The treatments tested were: control (TMR with no additive),
MON35 (TMR with 35 mg monensin/kg DM), MON45 (TMR with 45 mg monensin/kg DM),
OEL300 (TMR with 300 mg OE/kg DM) and OEL600 (TMR with 600 mg OE/kg DM). The
TMR was formulated based on the nutritional requirements of dairy cows for an average
production of 25 litres of milk/day (NRC, 2001). The parameters assessed were fermentation
losses, pH (ensiled TMR), organic acid concentrations (ensiled TMR) and aerobic stability. The
highest effluent losses were observed in the treatments that received MON35, MON45 and
OEL300 (69.07 kg/t DM, 66.25 kg/t DM and 66.52 kg/t DM, respectively), but these were the
treatments that showed the highest lactic acid yields (6.78% DM, 6.94% DM, 8.1% DM).
Among the treatments tested, OEL600 resulted in a lower lactic acid content (4.87% DM),
however, it promoted greater aerobic stability than OEL300 (91.88 and 86.06 hours,
respectively). This greater aerobic stability may be associated with acetic acid, as OEL600
provided a higher acetic acid content than the other treatments tested. In view of this, the
additives were beneficial for the production of TMR silage, controlled the presence and
activities of harmful microorganisms in the ensiling process, and presented an adequate
fermentation profile for the quality of ensiled TMR. However, for TMR silage with a high
moisture content, the 600 mg/kg DM dosage of OEL is not recommended, as it provided the
lowest production of lactic acid. The two dosages of MON did not show many differences in
their effects on the ensiling process, and the 35mg/kg DM dosage is recommended, as

production costs would be reduced, given that monensin is a high-cost product.

Keywords: Silage, monensin, limonene, moisture, fermentation profile.



1 INTRODUCAO

A apresentacdo da alimentacdo para gado leiteiro mudou nos ultimos 30 anos, com 0
uso de misturadores de racOes para preparacdo de ragGes mistas totais (TMR) (Kristensen,
2017). A TMR fornece uma ingestédo uniforme de dietas completas, devido ao uso de variados
ingredientes a sua durabilidade é baixa, sendo necessario o preparo diario e varias vezes ao dia.
Diante disso, o processo de ensilagem agrega a TMR beneficios, como destacado por Bueno et
al., (2020) ao relatarem que a ensilagem de TMR oferece otimizagdo do trabalho e uso de
maquindrio, aproveitamento de subprodutos, maior estabilidade aerobia e aumento da
degradabilidade da proteina ruminal. A qualidade nutricional e econdmica da silagem de TMR
ja foi considerada viavel por muitos trabalhos (Bueno et al., 2020; Chen et al., 2017; Lazzari et
al., 2021).

A monensina, aditivo modulador da fermentacdo ruminal é amplamente utilizado para
melhorar a eficiéncia alimentar de ruminantes (Janior et al., 2020), porém sdo poucos 0S
trabalhos que relatam os possiveis efeitos sobre a atuacdo da monensina no desenvolvimento
do processo fermentativo. Segundo Davison, (1984) a monensina inibe preferencialmente o
crescimento de bactérias Gram-positivas, 0 que pode prejudicar o crescimento dos
Lactobacillus spp que estdo presentes no processo de ensilagem, assim, quando se pretende
utilizar esse aditivo na producdo das silagens de TMR isso se torna um alerta. Os 6leos
essenciais apresentam comportamento semelhante ao da monensina e por ser um composto
natural, o interesse como modulador de fermentagdo ruminal vem aumentando (Calsamiglia et
al., 2007). No entanto, ainda séo escassos o0s trabalhos sobre os efeitos causados ao perfil
fermentativo e valor nutricional para ruminantes da silagem de TMR com o uso de aditivos
(monensina e 6leos essenciais).

De acordo com Bueno et al., (2020) o maior acimulo de produtos e prote6lise resultam
na maior perda de MS, que ocorrem devido ao aumento dos teores de umidade nas silagens de
TMR, afetando assim o padréo de fermentagdo. Tanto a monensina quanto o 6leo essencial tem
acdo sobre a permeabilidade das membranas celulares das bactérias, interferindo no transporte
dos ions, deduz-se que o efeito dos aditivos sobre os microrganismos pode ser intensificado
quando os ions estdo na solucéo (presenca de dgua). Por esse motivo, 0 objetivo desse estudo €
avaliar a influéncia de diferentes doses de monensina e de 6leo essencial de limoneno sobre os

parametros fermentativos de silagens de TMRs com elevado teor de umidade.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Racdo mista total na alimentacdo de vacas leiteiras

As vacas leiteiras possuem diversas fases ao longo de sua vida produtiva, que vai desde
a fase de crescimento até as fases de gestacdo e lactacdo. Em cada uma destas fases, as
exigéncias nutricionais mudam e sdo necessarios ajustes na dieta para evitar que a subnutricdo
leve a transtornos na satde e no desempenho dos animais.

O consumo adequado de nutrientes pelos animais é fator determinante para o sucesso
de uma pecuaria leiteira e, uma das formas de garantir isso, € 0 uso de TMR. A TMR ¢
produzida pela mistura de forragens verdes, subprodutos, concentrados, vitaminas, minerais e
aditivos (Bueno et al., 2020), objetivando sempre atender as exigéncias nutricionais dos
animais. Segundo Schingoethe et al., (2017), a alimentacdo com TMR oferece vérias vantagens,
incluindo:1) Dieta Completamente Balanceada: Cada porcdo consumida € essencialmente
uma dieta completa e nutricionalmente equilibrada; 2) Fornecimento Facil e Seguro de
Aditivos: Facilita a incluséo e administracdo de aditivos de forma mais segura; 3) Reducéo da
Separacdo de Ingredientes: Minimiza problemas relacionados a separacdo de ingredientes
devido a mistura inadequada; 4) Diminuicao da Selecdo de Ingredientes Menos Palataveis:
Reduz a seletividade dos animais, garantindo que todos os componentes da dieta sejam
consumidos; 5) Desempenho Melhorado dos Animais: Contribui para um maior desempenho
e eficiéncia produtiva dos animais; 6) Menor Incidéncia de Disturbios Digestivos: Diminui a
ocorréncia de distarbios digestivos, promovendo a saude geral do rebanho.

Embora a alimentacdo com TMR ofereca varias vantagens, também apresenta algumas
desvantagens, conforme destacado por Schingoethe et al., (2017) e outros pesquisadores. As
principais desvantagens incluem: 1) Custo Inicial Elevado: O investimento em equipamentos
para mistura e distribuicdo de TMR pode ser alto; 2) Manutencdo de Equipamentos: A
necessidade de manutencéo regular dos equipamentos pode aumentar 0s custos operacionais;
3) Complexidade da Formulagdo: A formulacdo de uma TMR balanceada exige
conhecimento técnico e pode ser complexa, especialmente para produtores menores ou com
menos recursos; 4) Variedade de Ingredientes: A indisponibilidade constante de alguns
ingredientes necessarios para garantir uma dieta equilibrada pode ser um desafio; 5) Controle
de Qualidade: E essencial garantir a consisténcia da mistura para evitar variaces na dieta que
possam afetar a saude e o desempenho dos animais; 6) Armazenamento e Manuseio: A

necessidade de armazenar e manusear grandes volumes de diferentes ingredientes pode exigir



espaco e trabalho adicionais; 7) Risco de Fermentagdo: Se a TMR nédo for consumida
rapidamente, h4 um risco de fermentacdo indesejada, que pode comprometer a qualidade da
dieta.

Esses pontos destacam a importancia de considerar tanto os beneficios quanto os

desafios ao implementar uma dieta baseada em TMR na gestédo de um rebanho.

2.2 Ensilagem de TMR e sua influéncia sobre os nutrientes da dieta

De acordo com Bueno et al., (2020), a ensilagem de TMR comecou nos Estados Unidos
na década de 1960 e oferece varios beneficios, como otimizacdo do trabalho e uso de
maquinario, aproveitamento de subprodutos, maior estabilidade aer6bia e aumento da
degradabilidade da proteina ruminal. Restelatto et al., (2019) afirmam que a silagem de TMR
em fardos com filme plastico mantém baixa perda de nutrientes, mesmo quando o filme é
danificado. Bueno et al., (2020) destacam que a compra de silagem de TMR em sacos ou fardos
€ uma estratégia interessante para pequenos produtores, devido a maior conservagdo e
facilidade de transporte, melhorando a gestdo da fazenda e otimizando o tempo para outras
atividades (Schmidt et al., 2017).

Segundo Xie et al., (2022), a silagem de TMR pode enfrentar problemas de fermentacéo,
pois formulagdes inadequadas podem resultar em processo fermentativo indesejavel. A silagem
de TMR deve ser utilizada logo apos ser desembalada, pois a entrada de oxigénio leva ao
crescimento de microrganismos aerobios responsaveis pela degradacao dos nutrientes presentes
na silagem.

Durante o processo de ensilagem, os nutrientes (carboidratos, amido, proteinas, lipidios,
entre outros) nos alimentos que compdem as silagens passam por transformac6es que podem
impactar positiva ou negativamente sua qualidade e disponibilidade ao longo do consumo.
Segundo Bueno et al., (2020), a umidade é um fator que pode afetar o padrdo de fermentacéo,
o fracionamento de nutrientes e a sua digestibilidade. Weinberg et al., (2011) avaliaram TMR
ensilada imida e semisseca com teor de MS 500 ou 650 g.kg™, respectivamente, e constataram
que apos 140 dias de armazenamento na silagem mais Umida a recuperacdo de MS (988 vs. 999
g.kg! de MS) e o teor de aclcar (10 vs. 28 g.kg™* de MS) foram menores.

Para que a fermentacédo da silagem ocorra, o teor de umidade, a qualidade e quantidade
de carboidratos (carboidratos sollveis em &gua), o conteido proteico e 0 poder tampédo da
forragem, sdo fatores importantes para promover o crescimento de microrganismos (Pedroso,

1998). Durante 144 dias de armazenamento, Weinberg et al., (2011) relataram uma reducao



continua de carboidratos sollveis em silagens de TMR armazenadas em fardos. De acordo com
Bueno et al., (2020), o conteudo final de carboidratos soltveis em silagens de TMR dependera
do conteudo inicial e do tipo de fermentacdo. No entanto, durante as primeiras semanas de
fermentacdo, a maioria dos carboidratos soluveis é consumida.

Segundo Rooke et al., (2003), Der Bedrosian et al., (2012) & Ferraretto et al., (2015), o
teor de amido normalmente ndo diminui durante a ensilagem, pois a maioria das bactérias
responsaveis pela fermentacdo ndo apresenta atividade amilolitica. Entretanto, Miyaji et al.,
(2016) demonstraram que em silagens de TMR contendo milho floculado a vapor ou arroz
integral, armazenadas por 210 dias, houve uma perda média de 22,8% de amido. Na silagem de
TMR e na TMR fresca, a concentracdo de amido tende a ser semelhante devido ao consumo de
outros nutrientes durante a fermentacéo (Bueno et al., 2020).

Na silagem de TMR, todos os ingredientes sdo ensilados, expondo todas as proteinas a
acdo de microrganismos proteoliticos (Bueno et al., 2020). Em dietas com alto teor de proteina
bruta a protedlise é indesejavel, sendo observado uma menor eficiéncia de utilizacdo do
nitrogénio (Huhtanen et al., 2008 & Hymes-Fecht et al., 2013). A degradacdo da proteina
durante a ensilagem ocorre em duas fases: 1) Hidrolise da proteina, com acdo de proteases
vegetais e microbianas, resultando em peptideos e aminodcidos livres (AA) (Rooke et al.,
2003); e 2) Descarboxilacdo e desaminacéo dos AA, formando aminas biogénicas e dioxido de
carbono, NHs e &cidos organicos, respectivamente (Scherer et al., 2015).

Em silagens bem conservadas, espera-se que o contetdo de lipideos ndo sofra alteracdes
significativas, uma vez que os lipideos ndo sdo combustiveis comuns para a fermentacdo
(Bueno et al., 2020). Segundo Liu et al., (2019), silagens bem conservadas apresentam um teor
de gordura total semelhante ao do material fresco, no entanto, € comum observar um aumento
dos &cidos graxos livres. Elgersma et al., (2003) relataram que apenas 20% dos &cidos graxos
de cadeia longa estavam em sua forma livre no azevém fresco, enquanto, apds a ensilagem, esse
nivel aumentou para 50% na silagem de azevém.

Os animais alimentados com silagem de TMR apresentam maior eficiéncia alimentar
guando comparado aos animais alimentados com a TMR convencional. Hibbs & Conrad (1976)
compararam TMR fresca com TMR ensilada (sem aditivos na silagem) para vacas leiteiras,
formuladas com os mesmos ingredientes, nas mesmas proporcdes e fornecido para os animais
nas mesmas quantidades. As vacas alimentadas com silagem TMR tiveram um aumento na
digestibilidade total da MS (767 vs. 791 g.kg™® MS para TMR fresca e ensilada, respetivamente)
e uma diminuicdo da ingestdo de MS (18,1 vs. 16,3 kg.d* para TMR fresca e ensilada,

respetivamente). No entanto, ndo foram observadas diferencas na producéo de leite (18,8 vs.



19,0 kg.d! para TMR fresca e ensilada, respetivamente). Portanto, a eficiéncia alimentar
(consumo MS/producéo de leite) foi maior para vacas alimentadas com silagem de TMR (1,01

vs. 1,15, para TMR fresca e ensilada, respetivamente) (Bueno et al., 2020).

2.3 Monensina (MON)

A monensina pertence a um grupo de antibiéticos poliéteres produzidos naturalmente
por determinadas cepas de Streptomyces ( Blanchflower & Kennedy 1996). Aditivo alimentar
amplamente utilizado para melhorar a eficiéncia alimentar de ruminantes (Junior et al., 2020)
por ser um ionoforo antimicrobiano que deprime ou inibe seletivamente o crescimento de
microrganismos do ramen. Desde a sua descoberta em 1969 tem sido usada mundialmente na
pecuaria como coccidiostatico (Mammi et al., 2021).

O mecanismo de acdo da MON se d& pela capacidade seletiva, reduzindo as bactérias
Gram-positivas no rimen, favorecendo as bactérias Gram-negativas, devido a maior facilidade
de causar dano a permeabilidade da membrana celular da bactérias Gram-positivas, melhorando
a eficiéncia do metabolismo energético com diversos beneficios para a satde e producdo dos
animais (Duffield & Bagg 2000). Essa capacidade de melhorar a eficiéncia alimentar alterando
a fermentacdo ruminal ocorre pelo aumento na producdo de propionato enquanto diminui a
perda de carbono na forma de didxido de carbono e metano (Russel et al., 1989; Duffield &
Bagg 2000).

Lazzari et al., (2021) compararam silagem TMR com TMR convencional com adi¢édo
de premix contendo 1.500 mg de monensina sodica. Foi observado, nesse estudo, que a silagem
de TMR apresentou boa conservacdo e estabilidade a exposi¢do do ar (estabilidade aerdbia
>240 h), os autores consideraram desenvolvimento satisfatorio das bactérias acido latica (BAL)
com nivel de 4cido latico em torno de 3% MS, na literatura teor adequado de &cido latico €
superior a 4,5% (McDonald et al., 1991). Segundo os autores, as concentragdes de monensina
sodica na TMR convencional e silagem de TMR tinha aproximadamente 33 mg/kg MS e 31
mg/kg MS, respectivamente, sendo observado uma ligeira reducdo das concentracGes de
monensina na silagem de TMR (- 6%) em comparagdo com TMR convencional. Os mesmos
autores concluiram que durante a fermentacdo da silagem a monensina suplementada foi
parcialmente metabolizada, porém de acordo com (NASEM, 2016) as concentragdes finais
ficaram dentro dos niveis recomendados para bovinos de corte em terminag&o. No entanto, ndo
tem como afirmar que durante a ensilagem a monensina ndo levou a uma modificacdo da

composicao dos nutrientes e na populagdo microbiana, pois na pesquisa de Lazzari et al., (2021)



todos os tratamentos possuiam monensina em sua composicao (sem grupo controle) e os teores
de umidade foram baixos nas TMRs utilizadas pelos autores (média 60% de MS), segundo
Borreani et al., (2018) a atividade de agua esta diretamente ligada com o crescimento
microbiano e a intensidade de fermentacéo.

Apesar da monensina apresentar beneficios, o uso deste ion6foro foi proibido por muitos
paises, sendo necessario o estudo de alternativas, principalmente de compostos naturais que
apresentem os mesmos beneficios e ndo causem danos ao meio ambiente. Os 6leos essenciais,
através de pesquisas, tém demonstrado sua eficiéncia contra bactérias Gram-positivas
(Hyldgaard et al., 2012).

2.4 Oleos essenciais

Segundo Burt, (2004) os 6leos essenciais (OEs) sdo metabolicos secundarios de plantas
que tém potencial como aditivos alimentares por serem lipofilicos, volateis e possuirem
propriedades antimicrobianas. Os compostos ativos mais importantes estdo incluidos em dois
grupos quimicos: terpenoides (monoterpenoides e sesquiterpenoides) e fenilpropanoides
(Calsamiglia et al., 2007). Segundo Gershenzon & Croteau (1991) na literatura j& foram
descritos mais de 1500 compostos diferentes de terpenoides, sendo 0 grupo mais numeroso e
diversificado dos metabdlicos secundarios de plantas. As atividades mais importantes desses
compostos sdo como antissepticas e antimicrobianas (Calsamiglia et al., 2007). Isso se deve a
capacidade de causar danos as propriedades estruturais e funcionais da membrana celular, sendo
identificado como o mais importante mecanismo de agdo contra microrganismos (BD da Silva
etal., 2021).

De acordo com Smith-Palmer et al., 1998 & Chao e Young (2000) as bactérias gram-
positivas sdo mais susceptiveis a esse mecanismo de ac¢do do que as gram-negativas, porque a
membrana celular das gram-positivas pode interagir diretamente com compostos hidrofdébicos
dos OEs. As bactérias gram-negativas possuem uma parede celular externa ao redor da
membrana celular hidrofilica o que dificulta a interagdo com os compostos hidrofobicos dos
OEs . Atualmente muitos compostos de OEs com fortes atividades antimicrobianas ja foram
estudados ( Burt, 2004), alguns deles que afetam as bactérias gram-positivas e gram-negativas
sdo: a) Anethum graveolens (endro), compostos ativos limoneno e carvona (Deans & Ritchie,
1987); b) Origanum vulgare (orégano), composto ativo carvacrol e timol (Sivropoulou et al.,
1996; Dorman & Deans, 2000); c) Zingiber officinale (gengibre), compostos ativos

zingibereno, zingerona (Chao & Young, 2000).



As propriedades antissépticas e antimicrobianas dos OEs podem favorecer o
desenvolvimento de microrganismos benéficas ao processo de ensilagem, promovendo uma
melhora na qualidade da fermentacdo com reducdo na perda de nutrientes e uma melhora na
estabilidade aerobia da silagem apds abertura do silo (Chen et al., 2023). Ainda segundo Chen
et al., (2023) a utilizacdo do OE de cominho (Cuminum cimo) em dose adequada durante a
ensilagem inibem significamente o crescimento de Proteobacteria, Bacteroidetes e
Actinobcteria beneficiando o desenvolvimento de Firmicutes proporcionando melhora na
qualidade da silagem. A melhora na qualidade ocorre porque Bacteroidetes como Palidibacter
propionicigenes e Prevotella ruminocola degradam com maior facilidade do que Firmicutes
substancias moleculares pequenas, como monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos ndo
celulosicos na silagem (Klang et al., 2015).

Turan e Oneng et al., (2018) observaram que o OE de cominho de acordo com a dose
aumentou o0 numero de BAL e diminuiu o numero de leveduras e bolores evitando a
decomposicdo aerébia, mantendo a estabilidade aerdbia por trés dias. Entretanto, o OE de
cominho ndo impediu completamente o desenvolvimento de leveduras e bolores, segundo
Weinberg et al., (1993) existe uma relacdo positiva entre a populacédo de leveduras, bolores e
carboidratos solUveis em agua com &cido latico e BAL, antes da exposi¢do ao oxigénio, o alto
teor de carboidratos soliveis em agua fornece condicGes para o desenvolvimento de leveduras

e bolores.

2.5 Oleo essencial Limoneno (OEL)

O limoneno é um dos principais constituintes presentes nas plantas aromaticas e
principalmente em 6leos essenciais de cascas de frutas citricas spp. como limdo, laranja,
toranja, lima e tangerina, sendo o terpeno mais comum presente na natureza e ligeiramente
solivel em &gua (13,8mg/L a 25° C). Apresenta propriedades antibacterianas, antifungicas,
antivirais e anti-biofilme (Gupta et al., 2021).

Kung et al. (2008) utilizaram para ensilagem um composto de OEs que continha
limoneno, em seu trabalho observaram que a mistura de OEs pode ser Gtil como aditivo ndo
prejudicando as BAL. No entanto, o limoneno segundo Adegoke et al.,(2000) demostrou efeito
contra espécies de Candida e Aspergillus flavus, identificadas como causadoras do inicio da
deterioracdo aerdbia em silagens, poréem de acordo com Kung et al., (2008) o estudou revelou
gue a mistura de OEs ndo afetou o numero de leveduras e bolores, enterobactérias ou BAL

guando comparadas com a silagem néo tratada durante os estagios iniciais da ensilagem se



mantendo com os mesmos resultados apds 256 dias de ensilagem. Kung et al., (2008)
concluiram que pode ter ocorrido uma inativacdo dos OEs no ambiente complexo da silagem,
pois a inibicdo da concentracdo de OEs usada foi demonstrada em cultura pura.

Cantoia Junior, et al., (2020) relataram em seu estudo com adicdo de dleo essencial de
capim lim&o (limoneno como um dos constituintes) na ensilagem de cana-de-agucar, o 6leo
reduziu a contagem de leveduras e fungos, concentracdo de acido butirico e acido latico.

Também foi observado um maior pH da silagem com a menor dose de OE de capim liméo.

3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa, foi desenvolvida em marcgo de 2023, na Fazenda Experimental de Ciéncias
Agrarias (FAECA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) (22° 13” 52,44’ 95"
S 54° 59° 10, 53° 72" W), localizada no municipio de Dourados, MS-Brasil (22 ° 11'55" S,
54°56'7 " W e 452 m de altitude). O clima da regido ¢ o Cwa (mesotérmico imido, COM Verao
chuvoso), de acordo com a classificacdo de Kdppen (Fietz E Fisch, 2008).

Para o ensaio foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, composto por
cinco tratamentos experimentais, contendo formas diferentes de adicdo de monensina sddica e
Oleo essencial de limoneno: 1) TMR sem uso de aditivo (controle), 2) TMR com 35mg
monensina’/kg MS, 3) TMR com 45 mg monensina’kg MS, 4) TMR com 300 mg do OE /kg
MS (OEL300) e 5) TMR com 600 mg do OE /kg MS. Foram realizadas quatro repeticdes por
tratamento (silos experimentais).

A massa de TMR de cada tratamento foi armazenada em silos experimentais construidos
a partir tubos de PVC (10 cm de didmetro e 50 cm de altura) com volume atil de 3,8 L. O
material foi compactado manualmente com auxilio de bastdes de madeira. A TMR com alta
umidade apresentou densidade de compactacéo de 897 kg de matéria verde (MV)/m?®. No fundo
de cada silo, havia uma camada de aproximadamente 4,5 cm de areia (300 g) para a drenagem
dos efluentes. Utilizou-se uma malha fina de tecido de algod&o para evitar o contato da forragem
com a areia. Apds o enchimento, os silos foram lacrados com lona plastica dupla-face (preta e
branca) e fita adesiva e armazenados em laboratorio a temperatura ambiente (média de 25,15°C)
por 90 dias.

A TMR foi formulada para atender as exigéncias nutricionais de vacas leiteiras com
producdo média de 25 litros de leite/dia (NRC, 2001). A TMR foi composta por sorgo
forrageiro, grdo de milho triturado, farelo de soja, calcério calcitico, fosfato bicalcico e sal

comum, além das doses dos aditivos descritas anteriormente. A propor¢do dos ingredientes



utilizados para atender as exigéncias nutricionais de vacas lactantes e a composi¢do quimica da

dieta estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Proporcdo dos ingredientes e composic¢do quimica das silagens de TMR de

alta umidade para vacas leiteiras em cada um dos ensaios experimentais.

Ingredientes % da MS
Sorgo Forrageiro 46,56
Milho grdo triturado 28,67
Farelo de soja 22,46
Calcério calcitico 1,18
Fosfato bicalcico 1,11
Sal comum 0,02
Total 100,00
MS, % MN 30,48
PB, % MS 16,76
FDN, % MS 37,74
Amido, % MS 20,00
EE, % MS 3,59
MM, % MS 7,13
Lignina, % MS 3,77
CNF, % MS 36,18
CT, meqg NaOH/100g MS 29,32
pH 6,3

MN = matéria natural; MS = matéria seca; PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro; EE = extrato

etéreo; MM = matéria mineral; CNF = carboidrato néo fibroso: CT = capacidade tampéo.

O concentrado foi misturado com o volumoso para a formulagdo da TMR. Os aditivos
a serem testados e suas respectivas doses foram previamente incorporados ao concentrado para
facilitar a mistura e garantir uma distribuicdo mais homogénea em toda massa a ser ensilada. A
mistura do volumoso com o concentrado proporcionou uma TMR com teores médios de MS de
41% muito proximo ao teor de MS formulado (40% de MS). Para obter TMR com teor de MS
de 30% foi adicionado 171 mL de agua destilada sobre o material que foi utilizado para o
enchimento de cada silo experimental (média de 4,25 kg). Para evitar a formacao de efluente o

material foi sendo homogeneizado durante a adigdo de agua destilada.
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Ap0s a abertura dos silos foram calculadas a recuperagdo de MS (g/kg de MS ensilada)
e as perdas fermentativas, todos os componentes dos silos (silo, areia e pano), bem como a
massa de TMR ensilada, foram pesados antes e depois da ensilagem. A recuperacdo de MS
(g/kg de MS ensilada), a perda por gases (g/kg de MS ensilada) e a producao de efluente (g/kg
de forragem ensilada) foram calculadas de acordo com as equacOes de (Jobim et al., 2007). A
recuperacdo de MS foi calculada pela férmula:

MSI — MSF
MSI

Onde: RMS = recuperacdo de matéria seca (% da massa seca inicial); MSI = massa seca

RMS =100 — ( X 100)

inicial (kg MS colocada nos silos); MSF = massa seca final (kg MS retirada dos silos).
As perdas por gases foram calculadas pela formula:
C= PSI — PSF
MSI
Onde: PG = Perdas por gases durante o armazenamento (% da massa seca inicial); PSI

x 100

= peso do silo fechado no inicio (kg), PSF = peso do silo fechado na abertura (kg); e MSI =
massa seca inicial (kg MS colocada nos silos).
As producdes de efluentes foram calculadas pela formula:
Pf — Pi
PE =451
Onde: PE = producéo de efluente (kg/t de massa seca); Pf = peso final conjunto (silo +

X 1000

areia + pano) em kg; Pi = peso inicial do conjunto (silo + areia + pano) em kg; MSI = massa
seca inicial (kg MS colocada nos silos).

Amostra de material in natura (depois da ensilagem) de aproximadamente 300 g de cada
silo experimental foi retirada e congelada. A amostra foi utilizada para determinar o pH (TMR
ensilada) e a concentracdo de acidos organicos (TMR ensilada). A amostra congelada foi
processada para a producdo de um extrato aquoso, foram diluidos 25 g da TMR em 225 mL de
agua destilada e homogeneizados manualmente por aproximadamente 20 min. O pH do extrato
foi determinado usando um potencidmetro digital, e os teores de acidos organicos foi feito por
meio de cromatografia liquida.

A estabilidade aerdbica foi determinada em todas as silagens apos a abertura do silo.
Amostras (2 £ 0,005 kg) de cada repeticdo experimental foram colocadas livremente nos silos
experimentais limpos. Sensores térmicos foram colocados no centro geométrico das silagens e
uma dupla camada de gaze foi colocada sobre cada silo experimental para evitar o ressecamento
e a contaminacgdo, mas permitindo a penetracdo do ar. A temperatura ambiente, bem como a

temperatura de cada silagem, foi registrada a cada minuto e calculada a média a cada 20 minutos
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por um datalogger (RC-4, Elitech®). A estabilidade aerdbia foi definida como o numero de
horas necessérias para que a temperatura da silagem atingisse um valor de 2°C acima da
temperatura do ambiente (Kung Jr et al., 2018).

Os dados avaliados foram submetidos a anélise de variancia e analisados por meio do
programa estatistico Sisvar versdo 5.8 (Build 92). As médias foram comparadas pelo teste de
Scott Knott, com nivel de significancia de 5%.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Né&o foram observadas diferencgas (P>0,05) para os teores de matéria seca (MS) entre o0s
tratamentos testados, no entanto, a média dos teores de MS entre os tratamentos foi de 30,49 %
0 que pode ser considerado baixo para uma silagem de TMR (Bueno et al., 2020). Os baixos
teores de MS proporcionam maiores producoes de efluentes principalmente quando o material
apresenta elevada taxa de compactacdo (Gebrehanna et al., 2014), uma compactacao ideal seria
> 500kg MV/m3 (Paiva, 1976 & Vilela et al., 1982). No presente experimento, os silos
apresentaram as mesmas taxas de compactacio (897kg MV/m?), no entanto foram observadas
maiores producOes de efluentes para os tratamentos MON35, MON45 e OEL300. Segundo
Akinci & Soycan Oneng, (2021) em alguns casos, os 0leos essenciais melhoram a qualidade
geral da silagem, promovendo uma populacdo microbiana e um perfil de fermentacdo mais
desejaveis. Isto pode levar a uma maior preservacdo de nutrientes e a uma melhor estrutura
geral da silagem, o que pode reduzir a necessidade de retencdo excessiva de umidade e, assim,
aumentar a producdo de efluentes como um subproduto natural da melhoria da eficiéncia da

fermentacao.

Tabela 2: Teores de MS, perdas fermentativas, recuperacdo de MS, pH, estabilidade aerdbia e

perfil fermentativo das silagens de TMRs com diferentes doses de MON e OEL.

Tratamentos

Parametro Controle _Mon35 _ Mond5 OEL 300 OELeoo C M Pvalor
MS, %MN 30,40 31,63 31,53 29,30 29,68 071 0,104

PG,% MS 1,52a 3,11b 1,69a 1,56a 4,67b 0,69 0,02

PE, kg/t MS 54,580 69,08¢c 66,25¢ 66,53C 39,58a 478 <0,01
RMS, % MS 91,44b 93,03c 94,77¢c 90,31b 87,71a 0,74 <001
EA, h 83,39 91,90¢c 89,57¢ 86,06b 91,88¢c 086 <001
pH 3,93a 4,05b 4,09b 3,93a 431c 0,03 <001
Ac. Lético, % MS 5,87b 6,78¢c 6,95¢ 8,10d 4,87a 025 <001
Ac. Acético, % MS 0,73a 0,71a 0,69a 1,04b 2,11c 005 <001
L/A 8,04b 9,55¢ 10,45¢ 7,89b 2,32a 064 <001

Ac. Butirico, mg/kg MS 78,93a 200,66b 71,02a 12,32a 15,36a 37,89 0,02
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Etanol, % MS 0,33 0,35 0,39 0,29 0,27 0,032 0,099
Ac. Propionico, mg/kg MS ~ 166,94b  11353b  143,51b 0,95a 2,01a 22,99 <001
Ac. Isobutirico, mg/kg MS 30,84b 65,94d 71,28d 46,92¢ 6,34a 400 <001
Ac. Isovalérico, mg/kg MS 40,29b 26,54b 11,83a 6,23a 2,89 517 <0,01
Ac. Valérico, mg/kg MS 44,34b 31,27b 11,42a 4,41a 2,16a 589 <001
TMR sem uso de aditivo (controle); TMR com 35 mg MON/kg MS (MON35); TMR com 45 mg MON/kg MS
(MONA45); TMR com 300 mg OEL/kg MS (OEL300); TMR com 600 mg OEL/kg MS (OEL600); PG = perdas
por gases; PE= perdas por efluentes; RMS = Recuperagio de matéria seca; EA = estabilidade aerobia; Ac. = 4cido;
Relacdo L/A = relacdo acido latico/acético. Médias seguidas por diferentes letras diferem entre si pelo teste de
Scott Knott a 5% de probabilidade. EPM = Erro padrdo da média.

As perdas de gases, como observado, houve diferencas (P<0,05) entre os tratamentos,
sendo 0 maior valor observado para o tratamento OEL600 4,667% da MS. Segundo Borreani
et al., (2018) a quantidade de perda de matéria seca devido a fermentacdo depende das espécies
microbianas dominantes e dos substratos fermentados. As bactérias acidas laticas (BAL)
homofermentativas fermentam a molécula glicose produzindo duas moléculas de acido latico,
ndo havendo perdas MS e nem a formacéo de gases (Borreani et al., 2018). Ou seja, quando ha
0 predominio deste tipo de fermentacao durante o processo de ensilagem maiores serao as taxas
de recuperagdo de MS. No entanto, BAL heterofermentativas utilizam a glicose, frutose, citrato
e malato presentes no meio para a producdo de acido latico, &cido acético e etanol, sendo que
para a sintese destes ha producéo de diéxido de carbono (Borreani et al., 2018). A producao de
diéxido de carbono contribui para aumentar as perdas por gases consequentemente diminuem
as taxas de recuperacdo de matéria seca. Isso ajuda a explicar por que o tratamento OEL600
apresentou a menor taxa de recuperacdo da matéria seca. Segundo Borreani et al., (2018) a faixa
aceitavel de perda de gases € de 4%, sendo que para este experimento, o Unico tratamento que
teve perdas acima do desejavel foi o OEL600.

A estabilidade aerobia das silagens de TMR foi afetada (P<0,05) pelos tratamentos
testados. Os tratamentos que tiveram adicdo da MON e OELG600 apresentaram 0s maiores
valores de estabilidade aerdébia, em contrapartida, o tratamento controle foi 0 que apresentou o
menor valor. De acordo com Susanto et al., (2023) os OEs de origem vegetal possuem boa
atividade antimicrobiana, o que acaba inibindo o crescimento de microrganismos indesejaveis
durante a ensilagem e no pdés-abertura. O trabalho realizado por Susanto et al., (2023)
demostrou que a medida que as doses de OEs aumentaram, a populacédo de bolores e leveduras
nas silagens foram inferiores ao tratamento controle. Além disso, no pds-abertura as silagens
também apresentaram menores taxas de crescimentos destes microrganismos. Isso pode
explicar por que a estabilidade aerobia foi menor no tratamento controle e porque OEL300 foi
menos eficiente do que o tratamento OEL600. Além dos teores de &cido acético, sendo maior

no tratamento OEL600 em comparagdo com o OEL300.
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Outro ponto que ajuda a explicar a maior estabilidade aerébia do OEL600 é o maior teor
de &cido acético em relacdo aos demais tratamentos testados. Segundo Kung et al., (2018) a
estabilidade de uma silagem quando exposta ao ar também depende da concentracdo de acido
acetico. Segundo os mesmos autores, 0 acido acético tem como caracteristica principal inibir o
crescimento de bolores e leveduras e sua presenca em quantidades moderadas pode contribuir
para melhorar a estabilidade das silagens. A concentragdo normal de acido acético na silagem
é de aproximadamente 3 a 4% da MS. Concentracdes excessivamente altas de &cido acético
(>4-6%) sdo detectadas com mais frequéncia em silagens extremamente umidas (>70% de
umidade) (Kung et al., 2018). O &cido acético do OEL 600 resultou em maiores concentracdes
(2,105% MS) , mas em comparacdo a faixa normal representa baixo valor de &cido acético.

Os menores valores de pH foram observados para os tratamentos controle e OEL300,
seguidos da MON35 e MON45 e por ultimo o maior pH observado foi para OEL600 (3,93,
4,05, 4,09 e 4,31, respectivamente). O pH é um importante pardmetro para avaliacdo da
qualidade do processo fermentativo, pois é um indicativo da quantidade de &cidos organicos
que foram produzidos durante a ensilagem. No entanto, o pH por si s6 ndo demostra o quanto
de cada acido foi produzido, sendo necessaria a avaliacdo do perfil fermentativo,
principalmente, com relacdo as produc¢des de acido latico, &cido acético e &cido butirico.

As concentracdes de acido de latico tiveram diferencas significativas (P<0,05) em
funcdo dos tratamentos testados. O OEL300 apresentou maior concentracdo de &cido latico em
comparacdo a OEL600 que resultou no menor teor de acido latico (8,10% MS e 4,87% MS).
De acordo com Susanto et al., (2023) doses mais elevadas de OE afetam negativamente o
processo de ensilagem, reduzindo a populacdo de BAL e a concentracdo do acido latico,
resultando em silagens com maiores valores de pH. Isso ajuda a explicar o comportamento do
acido latico e do pH nos tratamentos OEL300 e OEL 600.

Os tratamentos MON35 e MON45 apresentaram as maiores relacfes acido latico:
acético, em comparacdo com os demais tratamentos. Isso demostra que o uso de MON
favoreceu o0 crescimento de bactérias homofermentativas em detrimentos as
heterofermentativas, o que é benéfico do ponto de vista de conservagdo de alimentos. Além
disso, Lazzari et al., (2021), observaram que a monensina ndo sofre nenhum tipo de degradagéo
durante o processo de ensilagem da TMR, o que € benéfico quando se pretende fazer o uso deste
ionoforo na alimentagdo dos animais

Os resultados obtidos para os teores de acido butirico foram baixos, ndo tendo diferengas
para a maioria dos tratamentos (P<0,05), com excecdo da MON35 que apresentou a maior

concentracéo de acido butirico (200,655mg/kg MS). De acordo Pahlow et al., (2003) a presenca
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desse &cido butirico na silagem é um indicativo da presenca de microrganismos do género
Clostridium, o que acaba prejudicando na recuperacdo de energia devido a perdas de MS.
Segundo Mills & Kung, (2002), a silagem com muitos microrganismos clostridiais tendem a
ter altas concentracdes de fibra e baixa digestibilidade da MS, portanto o acido butirico ndo
deve ser encontrado em altas porcentagens em silagens bem fermentadas.

Embora a presenca de acido butirico tenha sido observada, isso ndo representa uma
silagem de baixa qualidade, porque os teores foram muito abaixo do teor aceitavel de 2,0g/kg
MS (Moselhy et al. 2015), ou seja, até mesmo a maior concentracao obtida em MONS35 ficou
muito inferior do limite aceitavel de 2,0 g/kg MS &cido butirico, as concentracbes encontradas
no presente trabalho representam 0,2g/kg MS.

N&o foram observadas diferencas significativas (P>0,05) para porcentagens de etanol
entre os tratamentos testados. O etanol pode ser produzido por diferentes microrganismos (BAL
heterofermentativas, enterobactérias e leveduras), sua concentracdo em silagens de plantas
inteiras de milho e leguminosas, geralmente é baixo (0,5-1,5%), diferente de silagens de cana-
de-acucar que podem conter mais de 15% de etanol com base na MS (Kung e Stanley, 1982;
Daniel et al., 2013) . Uma silagem com alta concentracdo de etanol (3 a 4% MS) geralmente
apresenta um elevado nimero de leveduras, as quais utilizam o &cido latico quando estdo na
presenca de oxigénio reduzindo assim a estabilidade aerébia (Kung et al., 2018). Portanto, a
concentracdo de etanol encontrada na silagem TMR no presente experimento ficaram muito
abaixo da faixa normal recomendada para silagens, o que pode ser considerado positivo.

As producdes de acido propidnico no tratamento controle e nas silagens que receberam
monensina (MON35 e MON45) apresentaram 0s maiores valores para 0 &cido propiénico
(113,53mg/kg MS e 143,51mg/kg MS). Ja os tratamentos com 6leo essencial (OEL300 e
OEL600) apresentaram menores as producdes de acido propionico (0,95mg/kg MS e 2,01mg/kg
MS, respectivamente.) De cordo com (Kung et al., 2018), a presenca do acido propibnico
geralmente é dificil de ser observada (especialmente em silagens mais secas) ou se presente 0s
teores ficam baixos de <0,1 da MS em silagens muito boas. Quando apresenta altas
concentragdes em uma silagem (>0,3-0,5%) isso se deve normalmente a fermentacoes
clostridiais, provavelmente resultado do Clostridium propionicum (Kung et al., 2018). Isso,
colabora com os resultados encontrados de acido butirico, demonstrando que a populacéo de
Clostridium spp foi baixa nas silagens de TMR do presente experimento.

As silagens de TMR que foram tratadas com MON35 e MON45 apresentaram as
maiores producdes de acido isobutirico e nos tratamentos MON45, OEL300 e OEL600 tiveram

as menores produgdes de acido isovalérico e acido valérico. Os acidos isobutirico, isovalérico
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e valérico sdo produtos da fermentacdo proteolitica, onde proteinas sdo decompostas em
aminoacidos e depois em acidos graxos de cadeia ramificada (Kung Jr. et al., 2000). Este tipo
de fermentacdo é menos desejavel porque indica que as proteinas estdo sendo degradadas,
resultando em uma menor qualidade nutricional da silagem (Muck, 2010). Altos niveis desses
acidos, acima de 5 mg/kg MS, geralmente indicam uma menor recuperacdo de matéria seca e
energia, resultando em uma silagem de menor qualidade nutricional (Borreani et al., 2018).
Como os valores obtidos foram muito baixos, pode-se concluir que houve baixa protedlise

durante o presente experimento.

5 CONCLUSAO

A utilizacdo da MON e OEL forneceram parametros fermentativos que atesta a
influéncia positivo do aditivo durante processo de ensilagem da TMR, controlando a presenca
e atividade dos microrganismos prejudiciais para producao de silagens de TMRs. O uso do 6leo
essencial limoneno pode ser recomendado para silagens de TMR com teor de MS abaixo de
30%, ndo sendo recomenda dose acima de 300 mg/kg MS de 6leo essencial limoneno para
silagens com alto teor umidade, pois a menor producdo de acido latico foi observada na
dosagem 600 mg/kg MS. A dosagem de monesina 35mg monensina/kg MS é recomenda, pois
para os tratamentos MON35 e MON45 ndo demonstraram diferencas na maioria dos padrdes
fermentativos, porém devido ao alto custo da monensina, a utilizacdo da menor dose reduziria

a despesa da producéo.
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