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IMPACTOS FERMENTATIVOS E NUTRICIONAIS NA PRODUGCAO DE TMR ENSILADAS COM
ADICAO DE MONENSINA E OLEOS ESSENCIAIS

RESUMO

O uso de aditivos na silagem é uma pratica comum para melhorar sua conservacgdo e qualidade nutricional em
silagens de ragdes mistas totais (TMR). Desta forma, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar a influéncia da
adicdo da monensina sodica (MON) e do oleo essencial limoneno (OEL) na qualidade fermentativa e
nutricional das silagens de TMR. Foram avaliados dois ensaios diferentes, sendo o primeiro para avaliar a
silagem de TMR para cordeiros em fase crescimento (ensaio 1) com 65% de matéria seca (MS) e outra para
vacas lactantes (ensaio 2) com duas condicGes de umidade (30% e 40% de MS). Para os dois ensaios, foram
usando os seguintes tratamentos: controle (sem aditivo), MON35 (35 mg de monensina/kg de MS), MON45
(45 mg de monensina/kg de MS), OEL300 (300 mg de 6leo essencial/kg de MS) e OEL600 (600 mg de 6leo
essencial/kg de MS). Entre os parametros avaliados as perdas fermentativas, perfil de acidos graxos de cadeia
curta, estabilidade aerdbica, composi¢do quimico-bromatoldgica e digestibilidade in vitro da MS (DIVMS) das
silagens foram analisadas. No ensaio 1, os tratamentos com OEL apresentaram os menores valores de pH e as
maiores concentragBes de &cido lactico, com o tratamento OEL600 levando a maior estabilidade aerdbica
(297,88 h). Em relacdo a composicdo nutricional, os aditivos MON e OEL reduziram os teores de MS e
carboidratos ndo fibrosos e apenas os teores de amido dos tratamentos com OEL foram menores que 0s
demais. No ensaio 2, as silagens mais imidas (30% MS) e com OEL600 e MON35 foram as que tiveram as
maiores perdas por gases (2,72 e 2,13% MS respectivamente). As silagens com maiores teores de umidade
(30% MS) e com OEL600 apresentaram os menores valores de recuperacdo de MS (92,66% MS), acido latico
(5,59% MS) e maior pH (4,17) quando comparadas com silagens com menores teores de umidade (40% MS).
As maiores relagdes acido lactico:acido foram observadas nas silagens com maior umidade adicionada com
MON45 e MON35 (8,94 e 8,4 respectivamente). O teor de acido acético foi maior na silagem mais imida e
com OEL600 (1,54% MS). O uso de MON e OEL aumentou a estabilidade aerdbica, com os maiores valores
observados para OEL600 (92,35 horas) e MON35 (91,56 horas). Os tratamentos com MON e OEL resultaram
em silagens com menores teores de fibra em detergente neutro e fibra em detergente acido e maiores teores de
extrato etéreo e amido quando comparados ao controle. Os aditivos MON e OEL proporcionaram melhores
DIVMS, sendo o tratamento com MON35 o que teve a melhor digestibilidade (77,56% MS). Conclui-se que
monensina sddica e dleo essencial limoneno podem melhorar a qualidade fermentativa da silagem de TMR
sem grandes alteragBes na composicao nutricional. No entanto, OEL deve ser usado em doses menores em
silagens mais Umidas para evitar fermentagdes indesejadas.

Palavras-chave: dietas totais; iono6foro; limoneno; umidade; vacas leiteiras.



FERMENTATIVE AND NUTRITIONAL IMPACTS ON THE PRODUCTION OF TMR ENSILED
WITH ADDITION OF MONENSIN AND ESSENTIAL OILS

ABSTRACT

The use of additives in silage is a common practice to improve its conservation and nutritional quality in total
mixed ration (TMR) silages. Thus, the objective of this research was to evaluate the influence of the addition
of sodium monensin (MON) and limonene essential oil (OEL) on the fermentative and nutritional quality of
TMR silages. Two different trials were evaluated, the first to evaluate TMR silage for growing lambs (trial 1)
with 65% dry matter (DM) and the other for lactating cows (trial 2) with two moisture conditions (30% and
40% DM). For both trials, the following treatments were used: control (no additive), MON35 (35 mg of
monensin/kg DM), MON45 (45 mg of monensin/kg DM ), OEL300 (300 mg of essential oil’kg DM) and
OEL600 (600 mg of essential oil/kg DM). Among the parameters evaluated, fermentation losses, short chain
fatty acid profile, aerobic stability, chemical bromatological composition and in vitro DM digestibility
(IVDMD) of the silages were analyzed. In trial 1, the treatments with OEL presented the lowest pH values and
the highest lactic acid concentrations, with the OEL600 treatment leading to the greatest aerobic stability
(297.88 h). Regarding the nutritional composition, the additives MON and OEL reduced the DM and non
fibrous carbohydrate contents and only the starch contents of the treatments with OEL were lower than the
others. In trial 2, the wetter silages (30% DM) and with OEL600 and MON35 were those th at presented the
greatest gas losses (2.72and 2.13% DM respectively). Silages with higher moisture contents (30% DM) and
with OEL600 showed the lowest DM recovery values(92.66% DM), lactic acid (5.59% DM) and higher pH
(4.17) when compared to silages with lower moisture contents (40% DM). The highest lactic acid:acid ratios
were observed in silages with higher moisture added with MON45 and MON35 (8.94 and 8.4 respectively).
The acetic acid content was higher in the wetter silage and with OEL600 (1.54% DM). The use of MON and
OEL increased aerobic stability, with the highest values observed for OEL600 (92.35 hours) and MON35
(91.56 hours). Treatments with MON and OEL resulted in silages with lower neutral detergent fiber and acid
detergent fiber conten ts and higher ether extract and starch contents when compared to the control. The
additives MON and OEL provided better IVDMD, with the treatment with MON35 having the best
digestibility (77.56% DM). It is concluded that sodium monensin and limonene essent ial oil can improve the
fermentation quality of TMR silage without major changes in the nutritional composition. However, OEL
should be used in lower doses in wetter silages to avoid undesirable fermentations.

Keywords: total diets; ionophore; limonene; moisture; dairy COWS.



CONSIDERACOES INICIAIS

A ensilagem é umas das praticas de conservacdo de forragem mais utilizada e difundida no
mundo. Essa técnica consiste em submeter a forragem & condicGes de anaerobiose, permitindo a
producao de acidos organicos que sao essenciais para que haja a queda do pH e consequentemente
promover a conservacdo do material ensilado por longos periodos.

Embora seja uma técnica muito utilizada para a conservacdo de forrageiras (apenas
alimentos volumosos), também é possivel aplicar essa técnica para a conservacdo de dietas
completas (concentrados misturados aos volumosos). De acordo com Bueno et al. (2020) as
principais vantagens de ensilar racdo mista total (TMR, do inglés: total mixed ration) s&o: redugao
da necessidade de mao de obra e de maquinario especializado na fazenda (terceirizacdo do
processo), dietas mais uniformes e nutritivas (maior digestibilidade do amido), menor intensidade
de selecdo de particulas por parte dos animais, elevada estabilidade da dieta no cocho e a
possibilidade de uso de diversos coprodutos industriais Umidos (reducdo dos custos com a
alimentacéo). Outros aspectos favoraveis de ensilar dietas completas, é a inclusdo de ingredientes
com baixa palatabilidade, maior eficiéncia do uso de energia e proteina no reticulo-rimen
(Teixeira et al., 2019), reducdo de perdas de nutrientes devido a maior estabilidade aerdbia
(Nishino et al., 2003; Nishino et al., 2007) possibilidade de comercializacdo (Weinberg et al.,
2011; Schmidt, Restelatto E Zopollatto, 2017) e estratégia de conservacdo de forragens com alta
umidade (Gusméo et al., 2018). Os fatores limitantes associados a silagens de TMR séo: perdas
parciais de vitamina A e proteina verdadeira durante o processo fermentativo (Liu, Wu E Shao,
(2019); Tian et al., (2020), formulagdes inadequadas podem causar fermentacdo indesejavel
durante a ensilagem (Wang E Nishino, 2013), por ser especifico, ndo pode ser ofertada para outra
categoria animal.

Por ser uma dieta completa, as TMR sdo elaboradas com diversos ingredientes, entre eles:
concentrados, forrageiras, coprodutos da agroinddstria, aditivos, vitaminas e minerais. Dentre 0s
inimeros aditivos que podem estar presentes nas TMR, os moduladores de fermentacéo ruminal
vém ganhando uma atencdo especial na ultima década, em decorréncia da melhora dos indices
produtivos.

Dentre os compostos que agem melhorando o desempenho dos ruminantes, destacam-se 0s
ionoforos. Os iondforos sdo aditivos que atuam como moduladores da fermentacdo ruminal, pois
agem de forma seletiva sob determinados microrganismos, com a finalidade de reduzi-los ou de

inibir seu meio de atuacdo. A monensina é o ion6foro mais conhecido quanto aos seus efeitos sobre
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0 padréo de fermentacdo ruminal e na producdo animal. No entanto, o uso da monensina foi
proibida na Unido europeia em decorréncia a resisténcia bacteriana.

Diante desse cenario, 0 uso de fontes naturais que atuam como agentes antimicrobianos,
tem se destacado frente aos ionoforos. Nesta perspectiva, tem-se a oportunidade para o
desenvolvimento e exploracdo dos chamados 6leos essenciais (OE). Os OEs podem ser definidos
como compostos volateis que estdo presentes em determinadas estruturas das plantas. Geralmente
sdo caracterizados por apresentar um forte aroma, sendo derivados do metabolismo secundario dos
vegetais. S8o misturas complexas, uma vez que a composi¢do quimica da maioria dos OEs é
constituida de inGmeros compostos, entre eles os terpenoides e fenilpropanoides. Pesquisas tém
demonstrado que os OE possuem acéo seletiva sobre 0s microrganismos ruminais, muito parecida
com a monensina (MON) (Matos et al., 2021), mas com a vantagem de serem parcialmente
metabolizados pelos animais e excretados em menores quantidades nas fezes.

Outro ponto, que também merece investigacdo, estd relacionado aos possiveis efeitos
negativos da incluséo destes moduladores de fermentacdo (MON ou OE) na produgéo das silagens
de TMR. A principio, tanto a MON quanto os OE, atuariam como inibidores do crescimento de
bactérias do género Lactobacillus spp (Gram positivo), o que prejudicaria a producao de acido
latico e, consequentemente, a qualidade fermentativa da silagem de TMR. Na literatura ndo
existem, até o momento, trabalhos que comparam a qualidade fermentativa de TMR ensiladas com
a presenca e auséncias de moduladores de fermentacéo ruminal.

Em funcdo da demanda crescente pela pratica da ensilagem de TMR, sd0 necessarios
estudos que avaliem as possiveis interferéncias do uso da MON e do OE sobre o processo

fermentativo e a qualidade nutricional de silagens de TMR.
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CAPITULO 1- REVISAO DE LITERATURA

1. Racédo Mista Total ou Racéo de Dieta Total (TMR).

1.1 Definicéo e Historico

A producdo de silagens convencionais a base de forrageiras (milho e sorgo principalmente),
ainda é muito adotada pelos produtores. Todavia, 0 preparo diario para misturar os demais
ingredientes da racdo requer tempo e médo de obra o que contribui para 0 aumento nos custos de
producdo. Como alternativa, silagens de TMR vem com o objetivo de otimizar tempo e baratear
0s custos com mao de obra.

Silagem de TMR pode ser definida como uma mistura homogenia dos ingredientes que
compdem as racdes dos ruminantes (Xie et al., 2022). Entre 0s insumos que entram na confeccao
das TMR podemos citar as forragens, coprodutos da agroindustria, concentrados, aditivos,
minerais e vitaminas, balanceados para fornecer nutrientes suficientes para atender as necessidades
de uma determinada categoria animal. A partir da compilacdo de 32 trabalhos da literatura, Neri
et al. (2019) observaram que em média séo utilizados 9 ingredientes diferentes na formulacao das
dietas TMR, porém ha casos em que maior numero de ingredientes sdo utilizados (até 18
ingredientes).

Segundo Bueno et al (2020), a silagem de TMR ndo é uma pratica recente, sendo 0s
primeiros estudos datados da década de 60 nos Estados Unidos. Essa pratica vem ganhando

bastante espaco em diversos paises orientais e ocidentais (Tabela 1).

Tabela 1 Paises onde silagens de TMR vem sendo produzidas e pesquisadas.

Autores Pais Ano
Owen e Howard Estados Unidos 1965
Wang e Nishino Japéao 2008
Abdollahzadeh et al. Ird 2010
Weinberg et al. Israel 2011
Seppalé et al. Finlandia 2012
Hu, Hao, Wang China 2015
Schmdit, Restelatto, Italia, Africa do Sul, 2017
Zopollatto Argentina, Brasil, Coréia do
Sul e Vietna

Gusmao et al. Brasil 2018
Restelatto et al. Brasil 2019
Tian et al., Bueno et al. China, Brasil 2020
Lazari et al. Brasil 2021
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Xie et al., Alves et al. China, Portugal 2022

Do ponto de vista de producgédo, as silagens de TMR podem ndo apenas facilitar o
fornecimento de alimento de qualidade durante todo o ano e melhorar a eficiéncia de producao,
mas também podem reduzir a pressdo em sistemas de pastejos mais intensivos (Chen et al., 2016).
J& no ponto de vista ambiental, os coprodutos provenientes das agroindustrias, podem ser usadas
para a confeccdo das TMR, pois quando fermentados podem alterar a sua palatabilidade, tornando-

0S mais atrativos para os ruminantes (Chen et al., 2016).

1.2 Ensilagem da TMR

Semelhante a ensilagem de forrageiras, 0 processo fermentativo de dietas totais, consiste
na quebra de agucares disponiveis por bactérias e posteriormente convertidos em acidos organicos
(principalmente &cido latico), que por sua vez reduzem o pH do material ensilado (Jobim E Nussio,
2013). Segundo esses autores, 0s principais fatores que influenciam na qualidade da fermentagéo
sdo os teores de MS, carboidratos soltveis, capacidade tampéo, além dos microrganismos epifitas
presentes nas plantas.

Neri et al., (2019) ressalta que dietas totais possuem cerca de 50 a 60% de MS. No entanto,
dietas totais com elevados teores de MS, tendem a restringir o crescimento microrganismos (Jobim
E Nussio, 2013) e posteriormente reduzem as concentracdes de acidos organicos. Cunha et al.,
(2020), argumentam que teor elevado de MS promove reducdo da intensidade de fermentacéo,
resultando em pH final mais elevado. Segundo Silva, (2001), sdo necessarios 6 - 8% de
carboidratos solUveis para que o processo fermentativo ocorra de forma desejavel. A capacidade
tampao em silagens de TMR, pode ser afetada pelo teor de proteina bruta, minerais e pela incluséo
de tampdes (Andrade, 2021). No entanto, por mais que a capacidade tampéo interfira na reducéo
do pH, ela possibilita um incremento na producéo de acido latico (Jobim E Nussio, 2013).

A presenca de microrganismos epifitas na ensilagem de forrageiras influenciam
diretamente o curso da fermentacdo. Bactérias que proporcionam fermentacdes homolaticas e
heterolaticas sdo desejaveis, pois além de reduzirem o pH da silagem com perdas reduzidas de
MS, também retardam a deterioracdo aerdbia. Por outro lado, fermentacGes por enterobactérias e
clostridios sdo indesejaveis, pois promovem perdas de MS, tornam a silagem menos palatavel e
podem impactar na satde do animal (Andrade, 2021).

Durante o processo de fermentacdo das silagens de TMR, ocorre a producdo de acidos

organicos, compostos nitrogenados, alcoois, aldeidos, ésteres e cetonas (Bueno et al., 2020).
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Dentre os &cidos organicos produzidos, o acido latico é o de maior importancia, pois diminui o
pH, preserva a MS e a energia da dieta. Os acidos acético e propiénico também desempenham
fungdes favoraveis no controle de fungos e na estabilidade aerdbia ap6s a abertura do silo (Neri et
al., 2019).

1.3 Producéo e comercializacdo de TMR no Brasil

Assim como outras, as silagens de TMR apresentam capacidade de comercializacdo. A
compra de silagem de TMR em sacos ou fardos pode ser uma estratégia viavel para pequenos
produtores que ndo possuem recursos financeiros para investir em maquinario e estruturas de
armazenamento de racéo (Bueno et al. 2020).

Os mesmos autores descrevem que a confeccdo dessas silagens a niveis industriais,
normalmente é feita a partir da mistura dos ingredientes em vagdes misturadores estacionarios e
posteriormente armazenamento em bags ou enfardamento com compactadoras agricolas. Os fardos
de TMR resultantes tém aproximadamente 1000 kg de matéria fresca (Restelatto, et al., 2019), e
alta densidade (324 a 499 kg de MS/m®) (Borreani, Ferrero E Tabacco, 2019), o que tem sido
associado a baixa perda de nutrientes durante o armazenamento, mesmo quando o filme plastico
sofre algum tipo de injuria (Restelatto, et al., 2019). No entanto Os mesmos autores ainda ressaltam
que a desvantagem desta estratégia esta relacionada ao manuseio inadequado dos fardos durante o
transporte e armazenamento na fazenda (principalmente devido ao seu peso) que pode levar ao
aparecimento de alguns danos no filme plastico que podem facilitar a penetracdo do ar na massa
ensilada.

Ainda segundo Bueno et al. (2020), quando a silagem de TMR é produzida na prépria
fazenda, ela pode ser armazenada em diferentes tipos de silos. Os autores ainda recomendam que
para pequenos rebanhos, estruturas como sacos agricolas, bolsas, tambores e fardos sdo mais
aconselhaveis do que silos trincheira ou superficie, pois reduzem o risco de deterioracdo aerdbica
durante a alimentacéo.

Restelatto, (2018), através de um questionario online aberto para todas as regifes do brasil,
reuniu informacg6es de fazendeiros (n =175) a respeito da comercializacdo de silagens de TMR
(Figura 1). Dos 175 fazendeiros que responderam, 47% nunca ouviram falar a respeito da
comercializacdo de silagens de TMR, sendo 22% que ja ouviram falar sobre a silagem de TMR,
mas que ndo tinham certeza e apenas 31% que possuiam informacdes sobre a venda de silagens de

TMR. Esta pesquisa demonstrou que a comercializacdo de silagens de TMR é bastante
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desconhecida para muitos produtores, provavelmente por ser um nicho de mercado relativamente

novo.

Possibilidade de Comercializagdo de TMR Ensilada

m Nunca ouviu falar
Ja ouviu falar
= Ouviu alguma coisa mas nao esta certo

Figura 1 Perspectiva de comercializacdo de TMR ensilada adaptado de Restelatto, (2018).

Outra pergunta respondida pelos fazendeiros foi a respeito das silagens de TMR serem
adotadas em suas fazendas (Figura 2). Segundo a pesquisa, 51% dos entrevistados demonstraram
interesse sobre essa técnica de ensilagem e que poderiam adota-la em suas fazendas, enquanto que

39% ficaram indecisos e 10% preferiram ndo utiliza-las em suas fazendas.
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Silagem de TMR poderia vir a ser usada em sua
fazenda ?

10%

mSim = N&do = Talvez

Figura 2 Possibilidade do uso de silagem de TMR em fazendas adaptado de Restelatto,
(2018).

Independente da indecisdo ou da recusa, por parte dos produtores, 0s autores consideraram
os resultados da pesquisa satisfatorios, além de indicarem um grEe potencial de crescimento deste

tipo de tecnologia.

1.4 loné6foros

Nos ultimos anos, técnicas de melhoramento genético, nutricdo e manejo, contribuiram
significativamente para o aumento de indices zootécnicos nas fazendas. Salman, (2006), relata que
um desenvolvimento relevante para a producdo de animais de interesse zootécnico, foram 0s
chamados aditivos promotores de crescimento e entre eles destacam-se os ionoforos.

Os ionoforos sdo poliésteres carboxilicos, classificados como antibioticos e produzidos a
partir de linhagens de Streptomyces (Russel E Strobel,1989). Sao capazes ainda de transportar ions
através da membrana celular, o que permite sua passagem pela membrana lipidica e interferindo
no equilibrio Na/K (Paula, 2021). Dentre os varios tipos de ionoforos existentes, a monensina
sodica é a mais utilizada.

A monensina sodica é um poliéster monovalente produzida através da cepa de bactéria

Streptomyces cinnamonensis, e era utilizada originalmente para tratar casos de coccidiose em aves,
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mas passou-se a ser mais empregada na bovinocultura devido aos seus efeitos desejados na
nutricdo de ruminantes.

Segundo Russell E Strobel (1989), a monensina atua inibindo a formagéo de compostos
produzidos pelas bactérias Gram-positivas (hidrogénio, formato e aménia) e &cidos graxos de
cadeia curta (AGCC) (acetato e butirato), dessa forma a um aumento do teor de propionato e
declinio dos teores de acetato e butirato que resultam na melhoria do metabolismo energético e do
nitrogénio. Posteriormente a mudanca que ocorre nos teores dos AGCC promove a diminuigdo da
producdo do metano devido ao declinio de seus precursores (Hz e formato). McGuffey, Richardson
E Wilkinson (2001), relatam que a monensina reduz a degradacéo de peptideos e de amino&cidos
no ramen, proporcionando um aumento de proteina dietética no trato gastrointestinal. Gonzélez et
al., (2012), citam que a monensina proporciona alteragcdo no mecanismo de saciedade do animal e
consequentemente reduzindo a quantidade de alimento ingerido e aumento das frequéncias das
refeicbes. Alem disso, a monensina atua prevenindo distarbios metabdlicos e variagdes de pH
(Burrin E Britton, 1986).

O mecanismo de acdo dos iondforos sobre as bactérias estd associada com fatores de
resisténcia da parede celular, sendo a bomba ibnica responsavel por regular o balango quimico
entre 0 meio interno e externo da célula. Quando o ion6foro liga-se ao cation de maior afinidade,
movimentam-se através da membrana celular para dentro das bactérias, desencadeando a saida de
K* e entrada de H*, levando ao acumulo de H* no citoplasma e consequentemente reduzindo o pH
citoplasmatico. Em resposta, as bacterias utilizam o transporte ativo (com gasto de energia) para
dissipar o acimulo de H*, o que leva a uma reducéo da diviséo celular das bactérias (McGuffey,
Richardson E Wilkinson, 2001). Dessa forma, a bomba idnica ndo consegue compensar 0 gasto
energético desencadeado pelos ion6foros e consequentemente levando a morte das bactérias
(Russell E Strobel, 1989). Russell E Strobel (1989) desenvolveram um esquema (Figura 3),
explicando a atuacdo da monensina sodica inibindo o desenvolvimento do Streptococcus bovis

(bactéria Gram-positiva) no ramen.
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Espago extracelula Espaco intracelular
(TINa'; 4 [K']) [ Membrana (TIK'); vINa'])
K+
K+
H+ H+
Na+
Na+ EEEnEEn l.lllll.l’

H+ evcgoccccscccccdoccscccne H+

ATP

H+ H+

ADP + PI

Figura 3 Modelo hipotético desenvolvido por Russell E Strobel (1989).

Na figura 3 0 Na* é o cation de maior concentracdo no meio extracelular em relagcdo ao K*.
Inicialmente ocorre a saida de K* do meio intracelular e entrada de H* no meio intracelular,
provocando mudanca do gradiente idnico devido a maior concentracdo de K*. O H* que se acumula
no meio intracelular promove a diminuicdo do pH. A célula em resposta a esta queda no pH,
comeca a exportar H* para o meio extracelular e permitindo a entrada de Na* no meio intracelular.
Esse ciclo se repete varias vezes e a célula na tentativa de manter o pH citoplasmatico e o equilibrio
ibnico passa a consumir energia e posteriormente sendo incapaz de manter seu metabolismo

energético, reduz sua capacidade de crescimento e reproducdo e morre.

1.5 Oleos Essenciais (OES)

Nas Gltimas décadas, agentes antimicrobianos naturais, como os OEs, tém chamado
atencdo em virtude de suas propriedades fisico-quimicas e diversas atividades biologicas
(Asbahani et al., 2015). Segundo Hyldgaard, Mygind E Meyer (2012), os OEs constituem numa

importante ferramenta na preservagdo de alimentos devido as suas propriedades antimicrobianas
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naturais. Entretanto é necessario mais esclarecimentos dos componentes individuais dos OE, de
suas propriedades antibacterianas, mecanismo de acdo e dos organismos alvo para apoiar a
implementacdo dos OE como conservantes de alimentos (Angane et al., 2022).

Os OEs sdo compostos liquidos, bioativos, volateis, com odor e cor caracteristicos. So
formados a partir de metabdlitos secundarios de plantas, presentes em todos os 6rgdos tais como
brotos, flores, cascas, sementes, raizes (Brah et al., 2023), folhas, caules, galhos e frutas
(Bouabdallah et al., 2022; Brah et al., 2023). Esses compostos se formam no citoplasma e
geralmente existem como pequenas goticulas comprimidas entre as células (Angane et al., 2022).
Hyldgaard, Mygind E Meyer (2012) classificaram os compostos ativos dos OEs em quatro grupos:
terpenos (limoneno, p-cimeno, terpineno, sabineno e pineno), terpendides (timol, carvacrol, linalol,
acetato de linalila, citronelal, piperitona, mentol e geraniol), fenilpropenos (eugenol, o isoeugenol,
a vanilina, o safrol e o cinamaldeido) e outros (alicina e o isotiocianato de alila).

A atividade antibacteriana dos OEs ndo depende apenas de um modo de acao especifico,
isto é, os OEs podem atacar varios alvos da célula para inativar a bactéria (Hyldgaard, Mygind E
Meyer 2012). Devido a complexidade de compostos quimicos, das condi¢cdes ambientais e das
estruturas das bactérias alvo (bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas) dos OEs (Swamy,
Akhtar E Sinniah, 2016) se torna dificil detectar qual mecanismo de acdo foi mais eficiente em
cessar as atividades microbianas. Burt, (2004); Cho et al., (2020) relatam 0s possiveis mecanismos
de acOes dos OEs em bactérias, sendo eles: a desintegracdo da membrana externa ou da bicamada
fosfolipidica, alteracdo da composicdo de &cidos graxos, aumento na fluidez da membrana
resultando em vazamento de ions e protons de potassio, interferéncia com captacao de glicose e

inibicdo da atividade enzimatica ou lise celular (Figura 4).
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Leakage of intracellular materia

Essential oil

Figura 4 Esquema dos mecanismos de acdo dos 6leos essenciais na célula bacteriana por Angane
et al., (2022).

Segundo Fisher E Phillips, (2008) compostos terpénicos podem desestabilizar a estrutura
lipidica das bactérias, levando a um quadro de desintegracdo da membrana celular, desnaturacéo
das proteinas celulares, vazamento de material citoplasmatico, e posteriormente causando lise e
morte celular. Cristani et al. (2007) relataram que a atividade antimicrobiana esta relacionada com
a capacidade dos terpenos em causar danos ndo apenas a permeabilidade, mas também em
estruturas das membranas celulares. Esses compostos podem atravessar as membranas celulares,
penetrando assim no interior da célula e interagindo com substancias intracelulares criticas.

Segundo Fisher E Phillips, (2008) os terpenos possuem a capacidade de romper e penetrar
as estruturas lipidicas da parede celular das bactérias, levando a desnaturacdo das proteinas e
destruicdo da membrana celular e consequentemente levando a um extravasamento do citoplasma,
lise celular e eventualmente morte celular. Griffin et al., (1999), sugeriram que compostos terpenos
e terpendides podem impactar na fosforilacdo oxidativa ou na captacdo de oxigénio nas células
microbianas, inibindo assim o crescimento microbiano. Posteriormente essa sugestdo sustentada
por Zengin E Baysal, (2014) onde os autores observaram que compostos terpénicos como linalol,
a-terpineol e eucaliptol danificam a membrana celular e alteram a estrutura morfolégica. Ademais,
Togashi et al., (2010) complementa que compostos terpénicos interagem com as proteinas da

.....

fosforilagdo oxidativa, & interrupcéo da sintese de acidos nucléicos e a perda de metabdlitos.
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Para Hyldgaard, Mygind E Meyer (2012), alguns compostos antimicrobianos que
interagem com a membrana podem causar despolarizacdo ou aumento da permeabilidade através
de varios mecanismos como: peptideos antimicrobianos que formam poros (Fantner et al., 2010)
enquanto outros compostos possuem um efeito fluidez na membrana (Cristani et al., 2007).

Ademais, a comissdo europeia e a Administragdo de Alimentos e Medicamentos dos
Estados Unidos (FDA) consideram certos compostos aromaticos de 6leos essenciais como linalol,
timol, eugenol, carvona, cinamaldeido, vanilina, carvacrol, citral, limoneno, cravo, orégano,
tomilho, noz-moscada, manjericdo, mostarda e canela, geralmente reconhecidas como seguras

(GRAS) e nao apresentam risco a saude (Hyldgaard, Mygind E Meyer, 2012).

1.6 Oleo Essencial Limoneno (OEL)

O limoneno é um monoterpeno ciclico, presentes em mais de 300 espécies de plantas (Ren
et al., 2020; Mahato et al., 2019) e sdo encontradas nas formas de dois isdmeros oOpticos D e L
limoneno (Klimek-Szczykutowicz, Szopa E Ekiert, 2020). O limoneno é o composto majoritario
em frutas citricas (Guo et al., 2018; Ambrosio et al., 2019) e que participa na atividade
antimicrobiana (Gupta, 2022).

Segundo Hyldgaard, Mygind E Meyer (2012), o OE pertence ao grupos dos terpenos junto
com o p-cimeno, terpineno, sabineno e pineno (Figura 5). Embora os grupos terpenos e terpenoides
constituem uma classe significativa de compostos em OEs (Angane et al., 2022), os terpenos ndo
representam um grupo de constituintes com elevada atividade antimicrobiana inerente (Hyldgaard,
Mygind E Meyer, 2012).

Ambrosio et al., (2019) argumentam que os teores de limoneno sdo diferentes para cada
tipo de frutas citricas. Bourgou et al., (2012), mensurou concentracdes variadas de limoneno, sendo
a laranja amarga (Citrus aurantium) com 67,90-90,95% de limoneno, limao (Citrus limon) 37,63—
69,71% de limoneno, laranja maltase (Citrus sinensis) com 81,52-86,43% de limoneno, e
tangerina (Citrus reticulate) com 51,81-69,0% de limoneno.

O OEL ¢ bastante empregado em multiplos setores da industria, variando como aditivo de
sabor e fragrancia em alimentos (Ciriminna et al., 2014), produtos cosméticos (Jongedijk et al.,
2016), na inddstria farmacéutica (Anandakumar, Kamaraj E Vanitha, 2021), pesticida ambiental
(Ibanez, Sanchez-Ballester E Blazquez, 2020) e como solventes e aditivos em combustiveis de
aviacdo (Zhang E Zhao, 2015).
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Figura 5 Formas estruturais dos compostos terpenos por Hyldgaard, Mygind E Meyer, (2012).

Recentemente descobriu-se que certas cepas de leveduras como a Yarrowia lipolytica
(GRAS) sao capazes de produzir limoneno através de biossintese (Li et al., 2022), utilizando
precursores como acetil-CoA, ATP, NADH e malonil-CoA (Muhammad et al., 2020) para a sintese
de limoneno (Figura 6).
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Figura 6 Biossintese de limoneno por Yarrowia lipolytica por LI et al., (2022).

Existem muitas controversas quanto a eficacia antimicrobiana do limoneno em diversas
cepas bacterianas. Fancello et al., (2016) relata baixa atividade antimicrobiana do limoneno
quando o composto é puro em doze bactérias e quatro leveduras. Rammanee E Hongpattarakere,
(2011), ao utilizarem OEL puro, ou citronelal ou citronelol em bactérias Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus, os autores observaram que o limoneno puro teve uma atividade
antifangica cinco vezes menos eficiente. Em contrapartida 0s mesmos também observaram que
quando o limoneno puro junto com citronelal e citronelos tiveram efeitos sinérgicos em inibir as
atividades de A. flavus e A. parasiticus.

Abd-Elwahab et al., (2016) relatam que a atividade antibacteriana dos OEs extraidos de

cascas de frutas citricas (laranja, limdo, tangerina e toranja), sendo moderada a alta contra



Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia faecalis, Escherichia coli, Neisseria
gonorrhoeae e Pseudomonas aeruginos. A presencga de cumarina e tetrazeno na casca de limao
(Saleem E Saeed, 2020) e citral, limoneno e linalol (Abd-Elwahab et al., 2016) apresentaram uma
maior atividade antimicrobiana contra essas bacterias.

Han, Sun E Chen, (2020) avaliou 0 mecanismo antibacteriano do limoneno em Listeria
monocytogenes. Os autores relataram que o limoneno distorceu a estrutura da parede celular das
bactérias que levou a um vazamento de moléculas intracelulares, como é&cidos nucléicos e
proteinas, afetou posteriormente a funcionalidade dos complexos da cadeia respiratoria e dificultou
0 processo de sintese de trifosfato de adenosina (ATP). Segundo Saad, Muller E Lobstein, (2013),
a atividade antimicrobiana do limoneno é devido a presenca do substituinte alquenil e de uma
ligagdo dupla na estrutura molecular que aumenta sua atividade antimicrobiana.

Embora o limoneno esteja sendo aplicado em multiplas areas industrias, além de atuarem
como agentes antimicrobianos, pouco se sabe sobre o seu desempenho em conservacdo de
forrageiras e seu desempenho na nutricdo de ruminantes. Bravo-Martins (2004), ao avaliar a
inclusdo de extratos vegetais de alecrim (Rosmarius officinalis), capim limdo (Cymbopogon
citratus), capuchinha (Tropaeolum majus), hortela (Menthapiperita) e salvia (Salvia officinalis) na
producdo de silagem de cana-de-agucar, observou efeito inibitorio no desenvolvimento de
leveduras, surgindo assim como alternativa promissora para preservar a qualidade fermentativa no
processo de ensilagem. Chaves et al., (2012), ao avaliar a silagem de cevada com inclusdo de OE
de eugenol, timol e carvacrol ou limoneno nas concentragdes de 37, 5, 75 e 120 mg/kg na MS,
observaram uma reducdo no crescimento de leveduras por até 7 dias quando a silagem era exposta
ao ar.

Kung et al., (2008), avaliando forragem fresca de silagens de milho com OE de timol,
eugenol, vanilina, limoneno em concentracfes de 40 e 80 mg/kg, ndo observaram efeitos na

estabilidade aerobia e na resisténcia em diminuir o pH das silagens.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

O objetivo do presente experimento foi determinar os efeitos de doses de monensina sddica
(MON) e do oleo essencial Limoneno (OEL) sobre o processo fermentativo e a qualidade

nutricional de silagens de TMR.

2.2. ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos da inclusdo de MON e OEL sobre a qualidade do processo fermentativo
e a composicao quimica de silagens de TMR formuladas para atender as exigéncias nutricionais
de cordeiros confinados e vacas em lactacéo.

Avaliar os efeitos da inclusdo de MON e OEL sobre a qualidade do processo fermentativo

e a composicao quimica de silagens de TMR com diferentes teores de umidade
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CAPITULO 2 EFEITOS DA MONENSINA E OLEO ESSENCIAL LIMONENO SOBRE
A QUALIDADE FERMENTATIVA E NUTRICIONAL DE SILAGENS DE TMR
FORMULADAS PARA ATENDER AS EXIGENCIAS NUTRICIONAIS DE
CORDEIROS CONFINADOS E VACAS EM LACTACAO

RESUMO

A ensilagem de TMR vem sendo utilizada como forma de maximizar o uso da médo de obra e
baratear o custo das dietas em rebanhos de ruminantes. No entanto, o uso de aditivos promotores
de crescimento na formulacdo das TMR pode impedir o crescimento de microrganismos
fundamentais para a qualidade do processo fermentativo da silagem. Desta forma, o objetivo da
presente pesquisa foi determinar a influéncia da adi¢cdo da monensina sédica e do 0leo essencial
limoneno na qualidade fermentativa e nutricional das silagens de TMR. Os tratamentos testados
foram: COM (controle 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), que foram aplicados em uma TMR formulada para
cordeiros em fase crescimento (ensaio 1) e outra TMR formulada para vacas em lactacdo (ensaio
2). Os parametros avaliados foram as perdas fermentativas, perfil de acidos graxos de cadeia curta,
estabilidade aerdbia, composicdo quimico-bromatoldgica e a digestibilidade in vitro da MS das
silagens produzidas. No ensaio 1, menores valores de pH foram observados nos tratamentos que
receberam aditivos com OEL300 e OEL600 (4,74 e 4,73 respectivamente), enquanto que no ensaio
2, ndo se observou diferenca (P> 0,05) entre os tratamentos avaliados. O tratamento OEL600
proporcionou maior estabilidade aerobia (297,88 h) no ensaio 1, ja no ensaio 2, 0 uso dos aditivos
aumentaram a estabilidade aerdbia. Maiores concentracdes de acido latico foram observadas para
os tratamentos que receberam OEL no ensaio 1, enquanto no ensaio 2, foi observada para 0s
tratamentos que receberam MON e OEL. No ensaio 1, menores teores de amido foram encontrados
nos tratamentos com OEL, os teores de MS e CNF foram menores nos tratamentos com MON e
OEL, ja no ensaio 2, os teores de amido, MS e CNF nao diferiram entre os tratamentos avaliados.
Diante disso, as dosagens de MON e OEL utilizadas no presente estudo influenciaram

positivamente na qualidade das TMR ensiladas e ndo afetou a maiorias dos nutrientes avaliados.

Palavras chave: Aditivos, cordeiros, ensilagem, ion6foros, vacas leiteiras.
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CHAPTER 2 EFFECTS OF MONENSIN AND LIMONENE ESSENTIAL OIL ON THE
FERMENTATION AND NUTRITIONAL QUALITY OF TMR SILAGES
FORMULATED TO MEET THE NUTRITIONAL REQUIREMENTS OF CONFINED
LAMBS AND LACTATING COWS

ABSTRACT

TMR silage has been used as a way to maximize the use of labor and reduce the cost of diets in
ruminant herds. However, the use of growth-promoting additives in the TMR formulation can
prevent the growth of microorganisms that are essential for the quality of the silage fermentation
process. Therefore, the objective of the present research was to determine the influence of the
addition of sodium monensin and limonene essential oil on the fermentative and nutritional quality
of TMR silages. The treatments tested were: CON (control without use of 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), which were applied
in a TMR formulated for growing lambs (trial 1) and another TMR formulated for lactating cows
(trial 2). The parameters evaluated were fermentative losses, short-chain fatty acid profile, aerobic
stability, chemical-bromatological composition and in vitro DM digestibility of the silages
produced. In test 1, lower pH values were observed in treatments that received additives with
OEL300 and OEL600 (4.74 and 4.73 respectively), while in test 2, no difference (P> 0.05) was
observed between treatments evaluated. The OEL600 treatment provided greater aerobic stability
(297.88 h) in test 1, while in test 2, the use of additives increased aerobic stability. Higher
concentrations of lactic acid were observed for treatments that received OEL in test 1, while in test
2, it was observed for treatments that received MON and OEL. In test 1, lower starch levels were
found in treatments with OEL, DM and CNF levels were lower in treatments with MON and OEL,
while in test 2, starch, DM and CNF levels did not differ between the treatments evaluated.
Therefore, the MON and OEL dosages used in the present study positively influenced the quality
of the ensiled TMR and did not affect the majority of the nutrients evaluated.

Keywords: Additives, dairy cows, lambs, ionophores silage.
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1. INTRODUCAO

A silagem de racOes mistas totais ou racdes de dietas totais (TMR), séo dietas completas
ensiladas produzidas com a mistura homogénea de diferentes insumos como forrageiras,
subprodutos da agroindustria, concentrados proteicos e energéticos, minerais, vitaminas, além de
varios tipos de aditivos (Schingoethe, 2017). Bueno et al., (2020) ressaltam que as silagens de
TMR devem ser pensadas e formuladas de modo que atendam as exigéncias nutricionais de uma
determinada espécie ou categoria animal. A produ¢do da TMR se torna vantajosa, pois além de
reduzir os custos com médo de obra e alimentacdo, também pode ser ofertada durante todo o ano,
contornado os desafios nos periodos de escassez (Miyaji et al., 2017).

Por possuir na maioria das vezes uma proporc¢do consideravel de carboidratos sollveis e
teores de MS mais elevados, as silagens de TMR apresentam baixas perdas fermentativas,
fermentacéo prioritariamente latica e elevada estabilidade aerdbia (Bueno et al., 2020). No entanto,
a maioria das pesquisas na literatura apenas estudaram os efeitos dos diferentes tipos de
ingredientes sobre o processo fermentativo das TMR ensiladas (Alves et al., 2022; Lazzari et al.,
2021; Miyaji et al., 2017), ndo sendo questionada a possivel influéncia dos aditivos (micro
ingredientes) no processo de ensilagem.

Muitos sdo os aditivos que auxiliam na melhoria dos processos fermentativos no ramen,
dentre eles, destacam-se os ionoforos. Dentre os ionoforos mais estudados, a monensina sodica é
a mais utilizada (Muller et al., 2015). Porém, seu uso foi proibido na Unido Europeia devido a
possibilidade de conter residuos na carne e resisténcia bacteriana (Zizek et al., 2014). Desta forma,
a busca por produtos naturais que desempenhem papel semelhante e que possam substituir os
ionoforos estdo sendo cada vez mais pesquisados.

Os OE sdo substancias aromaticas e volateis extraidas de algumas espécies de plantas
(Susanto et al., 2023). Muitos dos compostos quimicos contidos nos OE sdo metabolitos
secundarios, que desempenham um papel importante na defesa das plantas, pois possuem
propriedades antimicrobianas (Hyldgaard et al., 2012). Calsamiglia et al., (2007) argumentam que
esse efeito é semelhante ao exercido pela monensina e podem ser utilizados como aromatizantes,
conservantes e até moduladores da flora microbiana ruminal. Todavia, poucos sdo as pesquisas
relacionadas aos processos fermentativos de silagens envolvendo OE em dietas totais.

Com base no exposto, a presente pesquisa foi baseada nas seguintes hipoteses: 1) O uso da
monensina e OEL atuam inibindo o crescimento de microrganismos da silagem, levando a

diminuicdo da concentracdo dos acidos organicos nas silagens; 2) As maiores doses dos aditivos
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levardo a menores perdas fermentativas e nutricionais das silagens de TMR, além de proporcionar
maior de estabilidade aerdbia. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia
da monensina sddica e do OEL sobre os processos fermentativos e na qualidade nutricional de
silagens de TMR.

2 MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa foi realizada em dois anos consecutivos, sendo o primeiro no més de
abril de 2022 (ensaio 1), na Embrapa Agropecuéria Oeste (22°16” 44 S 54°49°10” W), localizada
no municipio de Dourados, MS-Brasil. Outra parte da pesquisa foi desenvolvida em mar¢o de 2023
(ensaio 2), na Fazenda Experimental de Ciéncias Agrérias (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 ¢é o
Cwa (mesotérmico umido, com verdo chuvoso), de acordo com a classificacdo de Koppen (Fietz
E Fisch, 2008).

Foi adotado um delineamento inteiramente casualizado, composto por cinco tratamentos:
CON (controle 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). Foram realizadas quatro repeticbes por tratamento, totalizando 20 silos
experimentais em cada um dos ensaios. Como silos experimentais, foram utilizados tubos de PVC
(10 cm de diametro e 50 cm de altura) com volume util de 3,8 L. O material foi compactado
manualmente com auxilio de bastbes de madeira para obtencdo da densidade meédia de 630,5 kg
MV/m3. 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 algoddo para evitar o
contato da forragem com a areia. Ap0s o enchimento, os silos foram lacrados com lona plastica
dupla-face (preta e branca) e fita adesiva e armazenados em laboratdrio a temperatura ambiente
(média de 25,21 °C) por 90 dias.

A TMR foi formulada para atender as exigéncias nutricionais de cordeiros (ensaio 1) com
20 kg de peso corporal, ganho de peso médio diario de 300g/dia e um consumo de 0,7 kg MS/dia
(NRC, 2007). No ensaio 2, a TMR foi formulada para atender as exigéncias nutricionais de vacas
lactantes, com producdo estimada de 15 kg de leite/dia, peso médio de 500 kg e consumo médio
de 14 kg MS/dia (NASEN, 2021). A proporcdo dos ingredientes utilizados para atender as
exigéncias nutricionais dos animais e a composicao quimica da dieta estdo apresentados na Tabela
2.
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Tabela 2 Proporcao dos ingredientes e composic¢do quimica das TMR formuladas para cordeiros

(ensaio 1) e para vacas leiteiras (ensaio 2) em cada um dos ensaios experimentais.

Ensaio 1 Ensaio 2
Ingredientes

% da MS % da MS
Sorgo Forrageiro 35,00 46,56
Milho gréo triturado 41,74 28,67
Farelo de Soja 21,76 22,46
Calcério Calcitico 0,93 1,18
Fosfato Bicélcico 0,56 1,11
Sal comum 0,01 0,02
Total 100,00 100,00
MS, % MN 62,45 42,00
PB, % MS 18,10 16,42
FDN, % MS 30,54 39,53
Amido, % MS 27,05 16,71
EE, % MS 2,21 2,38
MM, % MS 8,18 6,33
Lignina, % MS 2,80 4,04
CNF, % MS 42,28 36,08
CT, meqg NAOH/100g MS 24,23 29,32

MN = matéria natural; MS = matéria seca; PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro; EE = extrato
etéreo; MM = matéria mineral; CNF = carboidrato ndo fibroso; CT = capacidade tampao.

Foi utilizado o sorgo biomassa BRS 716 como fonte de volumoso. Para o concentrado,
foram utilizados os seguintes ingredientes: milho moido, farelo de soja, fosfato bicalcico, calcario
calcitico e sal comum. Posteriormente, misturou-se o concentrado com o volumoso para a
formulacdo da TMR. Os aditivos (MON e OEL) a serem testados e suas respectivas doses foram
previamente incorporados ao concentrado, sendo as doses do OEL borrifados e para as doses de
MON distribuida de forma uniforme no concentrado para facilitar a mistura e garantir uma
distribuicdo mais homogénea em toda massa a ser ensilada. A homogeneizacdo dos ingredientes
da TMR foi realizada de forma manual, sendo as trocadas as lonas para cada tratamento. Apds a

homogeneizacdo do material foi realizado o enchimento dos silos experimentais.
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Durante o enchimento dos silos foram coletadas duas amostras da TMR de cada tratamento:
a primeira amostra, de aproximadamente 300 g, foi utilizada para determinar a composicao
quimica e os coeficientes de digestibilidade in vitro da MS, e a segunda, de aproximadamente 70
g, foi congelada para posterior processamento e determinacdo dos valores de pH e de capacidade
tampao.

Para o célculo das 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 recuperacao
de MS (g/kg de MS ensilada), a perda por gases (g/kg de MS ensilada) e a producdo de efluente
(9/kg de forragem ensilada) foram calculadas de acordo com as equacdes de (Jobim et al., 2007).

A recuperacao de MS foi calculada pela férmula:

MSI — MSF

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

X 100)

(kg MS colocada nos silos); MSF = massa seca final (kg MS retirada dos silos).

As perdas por gases foram calculadas pela formula:

PSI — PSF

PG = —oo—
MSI x 100

Onde: PG = Perdas por gases durante o armazenamento (% da massa seca inicial); PSI = 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

E =
VST x 1000

Onde: PE = producao de efluente (kg/t de massa seca); Pf = peso final conjunto (silo + areia +

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

ApoOs a abertura, todo o material contido em cada silo experimental foi retirado e
homogeneizado para a coleta de amostras. Uma amostra de aproximadamente 300 g de cada silo
experimental foi enviada ao laboratério para analise da composicdo quimica. Outra amostra foi
congelada para posterior analise de pH e do perfil de &cidos organicos de cadeia curta. A
composicdo quimica das TMR foi determinada em espectrofotdometro modelo Foss 5000 (Eden
Prairie, MN, USA) utilizando a calibracdo (WinlSI version 4.6.11, FOSS Analytical A/S,

Denmark) para determinar as concentragdes de matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina
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bruta (PB), proteina soltvel (PS), proteina digestivel (PD), proteina insolivel em detergente neutro
(PIDN); proteina insoltvel em detergente &cido (PIDA); fibra em detergente neutro (FDN), fibra
em detergente acido (FDA), lignina, extrato etéreo (EE), carboidratos ndo fibrosos (CNF) e amido.

Parte das amostras congeladas foram processadas para a producéo de um extrato aquoso, o
qual foi utilizado para avaliar o pH (antes e depois da ensilagem), o poder tampao (apenas antes
da ensilagem) e o perfil de acidos organicos de cadeia curta. Para obtengdo do extrato aquoso,
foram diluidos 25 g da TMR em 225 mL de &gua destilada e homogeneizados manualmente por
aproximadamente 20 min. O pH do extrato foi determinado usando um potenciometro digital
(mPA210 MS Tecnopon) e a capacidade tamp&o foi determinada de acordo com Playne E Mc
Donald, (1966). Uma porcdo deste extrato foi filtrada através de filtro de papel, centrifugada por
15 min a 10.000 rpm e o sobrenadante foi congelado a -20 ° C para posterior analise de acidos
organicos volateis. Os acidos organicos foram determinados por cromatografia gasosa com
detector de massa (GCMS QP 2010 Plus, Shimadzu, Kyoto, Japdo) usando uma coluna capilar
(Stabilwax, Restek, Bellefonte, EUA, 60 m, 0,25 mm @, 0,25 um de polietileno cross bond
carbowax glicol). A concentracdo de &cido latico foi determinada pelo método colorimétrico
proposto por Pryce, (1969). A concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NH3), foi determinada
pelo método Kjeldahl (AOAC, 2005) ( método namero 007/2). A digestibilidade in vitro da MS
foi determinada de acordo com Tilley E Terry, (1963) sendo as amostras colocadas em jarros por
72 horas.

A estabilidade aerdbica foi determinada em todas as silagens ap0s a abertura do silo.
Amostras (2 + 0,005 kg) de cada repeticdo de cada tratamento 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 contaminacdo, 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
por um datalogger (RC-4, Elitech®). A estabilidade aerdbia foi definida como o nimero de horas
necessarias para que a temperatura da silagem atingisse um valor de 2°C acima da temperatura do
ambiente (Kung Jr et al., 2018).

Os dados foram analisados por meio do programa estatistico Sisvar 5.8 (Biuld 92, 2018). No
caso de interacdo significativa, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott
Knott com nivel de significancia de 5%. Os dados relativos a silagem foram analisados de acordo

com o seguinte modelo:

Yik = p + Ai+ eik
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onde Yik = varidvel dependente, p = média geral, Ai = efeito de diferentes aditivos (efeito
fixo; i = Controle, MON35, MON45, OEL300 e OEL600) e €ik = erro aleatorio associado a cada
observacdo. Cada unidade experimental foi composta por um silo. Foram realizadas quatro

observaces por tratamento (k), totalizando 20 unidades experimentais.

3 RESULTADOS

Né&o foi observada diferenca (P> 0,05) entre os tratamentos testados para as perdas de gases,

efluentes e recuperacdo de matéria seca (Tabela 3). No ensaio 1, os valores de perdas de gases

variaram de 2,03 a 2,88% da MS ensilada, producdes médias de efluentes de 5,1 kg/ton MS e taxas

de recuperacdo da MS acima dos 97%.

Tabela 3 Valores de perdas fermentativas, pH final, recuperacdo de MS, estabilidade aerobia e

perfil fermentativo das silagens de TMR para cordeiros (ensaio 1) submetidas a diferentes doses

de MON e OEL.

A Tratamento EPM P-valor

Parametros
CON MON35 MON45 OEL300 OEL600

PG, % MS 2,88 2,03 2,27 2,18 2,28 0,35 0,50
PE, kg/t MS 6,27 4,14 5,78 5,89 3,38 1,40 0,53
RMS, % 97,38 98,18 97,92 97,95 98,16 0,26 0,23
pH final 4,75a 475a 4,76 a 4,74 b 4,73 b 0,01 0,01
EA, horas 213,65¢c 259,28b 24292b 24563b 297,88a 18,2 0,00
N-NH3, % do NT 10,48a 8,85b 812D 8,29 b 7,75¢ 0,19 <0,001
Ac. Latico, % MS 3,61b 3,79b 419D 5,06 a 4,84 a 0,26 0,00
Etanol, % MS 0,16 b 0,14b 016D 0,21a 0,13 b 0,01 0,03
Ac. Acético, % MS 0,76 b 097a 105a 1,12 a 1,08 a 0,05 0,00
Ac. Propibnico, mg/kg MS 26,33e 4509d 6152c 7484b 88,78a 3,19 <0,001
Ac. Butirico, mg/kg MS 7,45 9,12 7,90 8,01 8,83 1,14 0,83
Ac. Iso-butirico, mg/kg MS 3,10 2,05 1,90 2,93 2,07 0,52 0,36
Ac. Iso-valérico, mg/kg MS 3,37¢C 4,72b 456D 5,22 a 6,20 a 0,39 0,00
Ac. Valérico, mg/kg MS 1,06 1,35 1,37 1,22 1,17 0,14 0,55

TMR sem uso de aditivo (CON); TMR com 35 mg MON/kg MS (MON35); TMR com 45 mg MON/kg MS (MON45); TMR
com 300 mg OEL/kg MS (OEL300); TMR com 600 mg OEL/kg MS (OEL600); PG = perdas de gases; PE= perdas por
efluentes; RMS = Recuperagdo de matéria seca; EA = estabilidade aerdbia; N-NH; = nitrogénio amoniacal; NT = nitrogénio
total; Ac. = 4cido. Médias seguidas por diferentes letras diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. EPM
= Erro padrdo da média; P = valor de P.

Os menores (P< 0,05) valores de pH final foram observados para os tratamentos OEL600

e OEL300, ndo havendo diferencas (P> 0,05) nos valores de pH entre o tratamento controle e os



tratamentos que tiveram adi¢do de monensina (Tabela 3) (ensaio 1). A estabilidade aerdbia foi
afetada pela inclusdo dos aditivos testados (Tabela 3). No ensaio 1, a silagem que recebeu o
tratamento OEL600 apresentou o maior (P< 0,05) valor de estabilidade aerdbia (média de 297,88
horas), seguido dos tratamentos OEL300, MON35 e MON45. O tratamento controle foi o que
apresentou a menor estabilidade aerdbia (231,65 horas) (Tabela 3).

Os teores de N-NHz foram menores para os tratamentos que receberam algum tipo de
aditivo (Tabela 3). No ensaio 1, o tratamento CON apresentou 0 maior valor de N-NHz, com média
de 10,48 % do NT. J& o OEL 600 foi o aditivo que apresentou o0 menor valor de N-NHs. A maior
producéo de etanol foi observada para o tratamento OEL300 (0,21 % MS), enquanto os demais
tratamentos ndo apresentaram diferengas significativas entre si (Tabela 3) (ensaio 1).

As concentracBes de acido acético no ensaio 1 foram maiores (P< 0,05) para todas as
silagens que receberam os aditivos testados em comparacdo com a silagem CON (Tabela 3). Na
média, as silagens que receberam os aditivos MON ou OEL apresentaram teores de &cido acético
38,8% maiores em comparacdo com o tratamento CON. As concentracdes de acido propiénico no
ensaio 1 aumentaram gradativamente nos tratamentos, sendo a menor concentragdo para o
tratamento CON, seguido do tratamento MON35, MON, OEL 300 e OEL 600, respectivamente
(Tabela 3).

As silagens que receberam os aditivos OEL300 e OEL600 no ensaio 1 apresentaram as
maiores concentracdes (P< 0,05) de acido latico (média de 4,95 % da MS). N&o foram observadas
diferencas significativas nos teores de &cido latico das silagens provenientes dos tratamentos
MON35, MON45 e CON (Tabela 3). Durante o ensaio 1, ndo houve diferenca (P> 0,05) entre os
tratamentos testados para os teores de acido butirico, &cido iso-butirico e &cido valérico, os quais
apresentaram médias 8,2 mg/kg MS, 2,41 mg/kg MS e 1,23 mg/kg MS, respectivamente. Ja as
concentracdes de acido iso-valérico foram maiores (P< 0,05) para as silagens com OEL300 e
OEL600 com média de 5,71 mg/kg MS.

Durante o ensaio 1 foram observadas diferencas (P< 0,05) apenas para os teores de MS,
amido e CNF entre os tratamentos testados (Tabela 4). O uso dos aditivos (MON e OEL)
proporcionaram silagens com menores teores de MS em comparagdo com o tratamento CON. Os
teores de amido (ensaio 1) foram inferiores (P< 0,05) para os tratamentos OEL300 e OEL600
(média de 24,88 % da MS) em comparacdo com MON 35, MON 45 e CON (média 28,52 % da
MS) que ndo apresentaram diferencas (P> 0,05) entre si (Tabela 5). Os teores de CNF foram
inferiores (P<0,01) nas silagens que receberam algum tipo de aditivo (MON ou OEL)

independente da dose utilizada (ensaio 1).
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Tabela 4 Composicdo quimica-bromatoldgica das silagens de TMR para cordeiros (ensaio 1)
submetidas a diferentes doses de MON e OEL.

Tratamento
Parametros CON MON35 MON45 OEL300 OEL600 EFM  F-vaior
MS, % MN 6378a 6194b 6251b 6214b 61,90b 022 <001
PB, % MS 1658 1800 17,60 19,16 19,18 0,74 011
PS, % PB 2500 3360 2800 4040 38,60 415 0,07
PD, %PB 5720 61,00 56,60 64,40 65,00 265 0,09
PIDN, % MS 4.60 4.62 458 4,66 4.46 0,19 0,96
PIDA, % MS 1,04 1,02 1,12 0,98 1,10 0,09 0,84
FDN, % MS 2820 3086 2956 31,66 32,42 121 0,14
Amido, % MS  30,12a 27,18a 2826a 2501b 2476b 131 0,04
EE, % MS 232 210 218 234 214 0,14 0,68
MM, % MS 8,00 8,24 8,04 8,30 8,36 0,14 0,31

Lignina, % MS 2,38 2,70 2,72 3,00 3,22 0,22 0,13
CNF, % MS 46,32a 4231b 43,14b 40,11b 3954b 1,56 0,03

DIVMS % 85,47 84,26 83,23 83,96 85,05 3,21 0,98
TMR sem uso de aditivo (CON); TMR com 35 mg MON/kg MS (MON35); TMR com 45 mg MON/kg MS (MON45);
TMR com 300 mg OEL/kg MS (OEL300); TMR com 600 mg OEL/kg MS (OEL600); MN = matéria natural; MS =
matéria seca; PB = proteina bruta; PS = proteina solGvel; PD = proteina degradavel; PIDN = proteina insoltvel em
detergente neutro; PIDA = proteina insolGvel em detergente acido; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra
em detergente &cido; EE = extrato etéreo; MM = matéria mineral; CNF = carboidratos nao fibrosos; DIVMS =
digestibilidade in vitro da matéria seca; Médias seguidas por diferentes letras diferem entre si pelo teste de Scott Knott
a 5% de probabilidade. EPM = Erro padrdo da média; P = valor de P.

Né&o foi observada diferenca (P> 0,05) entre os tratamentos testados para as perdas de gases,
efluentes e recuperacdo de matéria seca (Tabela 5). No ensaio 2, os valores de perdas de gases que
variaram de 0,77 a 1,23% da MS ensilada, producGes médias de efluentes de 3,24 kg/ton MS e
taxas de recuperacdo da MS acima dos 97%.

Né&o se observou diferenca (P> 0,05) de pH para o ensaio 2, onde os valores de pH variaram
de 3,94 a 4,14 entre os tratamentos avaliados (Tabela 5). No ensaio 2, todos os aditivos utilizados
(MON e OEL) apresentaram estabilidade aerobica semelhantes (P> 0,05), diferindo apenas do
tratamento CON que apresentou a menor estabilidade entre as silagens avaliadas (media de 78,24
horas) (Tabela 5).

As silagens que receberam os aditivos (MON e OEL) tiveram os menores valores de N-
NH;3 (Tabela 5). No ensaio 2, o tratamento CON apresentou o maior valor de N-NHs, com média
de 9,27 % do NT. Ja o OEL 600 foi o aditivo que apresentou o menor valor de N-NHz. No ensaio

2, as maiores producdes de etanol foram observadas nos tratamentos com MON e OEL, mas nao
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se diferenciaram entre si (P> 0,05) em comparacdo ao tratamento CON. Menor concentracdo de
etanol foi observado para o tratamento CON (0,12 % MS) (Tabela 5).

Tabela 5 Perdas fermentativas, pH final, recuperacdo de MS, estabilidade aerdbia e perfil
fermentativo das silagens de TMR para vacas lactantes (ensaio 2) submetidas a diferentes doses
de MON e OEL.

imY
P=

Tratamento EPM
Paradmetros valor
CON MON35 MON45 OEL300 OEL600
PG, % MS 1,23 1,16 0,97 1,21 0,77 0,12 0,09
PE, kg/t MS 2,8 3,47 5,22 3,02 1,70 1,12 0,06
RMS, % 97,72 97,77 97,12 97,81 97,60 0,21 0,23
pH final 4,14 4,09 4,02 3,98 3,94 0,05 0,09
EA, horas 78,24b 91,23a 89,19a 91,87a 92,07a 0,84 <0,001
N-NHs, % do NT 927a 8,00b 840b 8,32b 8,40 b 0,26 0,04
Ac. Lético, % MS 491b 6,1 a 6,21a 6,48a 6,77 a 0,18 <0,001
Etanol, % MS 0,12b 0,20a 0,22a 0,23a 0,24 a 0,01 <0,01
Ac. Acético, % MS 1,03 0,83 0,83 0,88 0,97 0,06 0,15

Ac. Propidnico, mg/lkg MS  280,5a 123,75d 96,00e 133,75¢ 221,00b 0 <0,001
Ac. Butirico, mg/kg MS 73,00a 4525b 18,25¢c 22,50c 21,25c 7,07 <0,01
Ac. Iso-butirico, mg/lkg MS  46,75b 52,25b 80,00a 53,00b 70,50 a 4,53 <0,01
Ac. Iso-valérico, mg/lkg MS  62,50a 12,50b  9,25b  10,50b 9,50 b 6,58 <0,01

Ac. Valérico, mg/kg MS 67,25a 10,75b 6,25b 7,00b 550D 7,37 <0,01

TMR sem uso de aditivo (CON); TMR com 35 mg MON/kg MS (MON35); TMR com 45 mg MON/kg MS (MON45);
TMR com 300 mg OEL/kg MS (OEL300); TMR com 600 mg OEL/kg MS (OEL600); PG = perdas de gases; PE= perdas
por efluentes; RMS = Recuperagdo de matéria seca; EA = estabilidade aerdbia; N-NH; = nitrogénio amoniacal; NT =
nitrogénio total; Ac. = &cido. Médias seguidas por diferentes letras diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. EPM = Erro padrdo da média; P = valor de P.

As concentracdes de acido acético do ensaio 2 ndo diferiram entre si (P> 0,05), sendo o
tratamento CON que teve a maior concentracdo (1,03%) (Tabela 5). As concentracdes de acido
propiénico no ensaio 2 diferiram entre si (P> 0,05) entre os tratamentos testados, sendo a maior
concentracdo observada para o tratamento CON, seguidos pelas silagens com doses de OEL e
MON respectivamente (Tabela 5).

As concentracdes de acido latico no ensaio 2, foram superiores (P< 0,05) nas silagens que
receberam os aditivos MON e OEL em comparacdo com a silagem CON (Tabela 5). As silagens
que receberam os aditivos MON e OEL, apresentaram teores médios de acido latico de 6,15% MS
e 6,62% MS respectivamente. No ensaio 2, as producdes de acido butirico, valérico e iso-valérico
foram superiores para o tratamento CON, apenas o iso-butirico foi maior para MON45 e OEL600
(Tabela 5).
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Foram observados diferenca (P< 0,05) apenas para os teores de EE (ensaio 2) entre 0s
tratamentos testados, onde o uso do aditivo MON apresentou maiores valores de EE (2,55 e 2,52
respectivamente) quando comparada com o aditivo com OEL e tratamento CON (Tabela 6).

Tabela 6 Composi¢do quimica-bromatoldgica das silagens de TMR para vacas lactantes (ensaio
2) submetidas a diferentes doses de MON e OEL.

7 Tratamento
Parametros CON MON35 MON45 OEL300 OEL600 =M P-valor
MS. % MN 4315 4247 4117 4182 4142 083 0,08
PB, % MS 1520 16,10 17,07 1725 1695 059 0,13
PS, % PB 4525 4350 4625 4475 4450 2,07 0,91
PD, %PB 7450 7050 72,00 7325 7350 2,04 0,69
PIDN, % MS 1,59 1,53 1,59 1,65 1,63 0,09 0,01
PIDA, % MS 0,47 0,52 0,55 0,54 0,56 0,04 0,66
FDN, % MS 4222 3980 3870 3932 37,62 1,34 0,21
FDA, % MS 2747 2500 2490 2557 2450 0,86 0,18
Amido, % MS 1527 17,75 17,67 1595 1695 0,74 0,13
EE, % MS 227b  255a 252a 230b  230b 0,07 0,03
MM, % MS 6,15 6,75 6,52 6,45 5,82 0,30 0,30
Lignina, % MS 4,52 4,07 3,80 4,07 3,75 0,29 0,38
CNF, % MS 3435 3622 3630 3572 3782 097 0,21
DIVMS % 7328 7487 7106 7356 71,17 1,00 0,07

TMR sem uso de aditivo (CON); TMR com 35 mg MON/kg MS (MON35); TMR com 45 mg MON/kg MS (MON45);
TMR com 300 mg OEL/kg MS (OEL300); TMR com 600 mg OEL/kg MS (OEL600); MN = matéria natural; MS =
matéria seca; PB = proteina bruta; PS = proteina sollvel; PD = proteina degradavel; PIDN = proteina insolivel em
detergente neutro; PIDA = proteina insoltivel em detergente acido; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra
em detergente &cido; EE = extrato etéreo; MM = matéria mineral; CNF = carboidratos ndo fibrosos; DIVMS =
digestibilidade in vitro da matéria seca; Médias seguidas por diferentes letras diferem entre si pelo teste de Scott Knott
a 5% de probabilidade. EPM = Erro padrdo da média; P = valor de P.

4 DISCUSSAO

Os valores observados para perdas de gases ficaram abaixo dos 3% da MS ensilada para
ambos 0s ensaios o que configura silagens com boa qualidade fermentativa com a prevaléncia da
fermentacdo latica o que pode ser constatado na presente pesquisa (Borreani et al., 2018). As
producdo de efluentes foram muito baixas em ambos os ensaios, que € uma caracteristica da
ensilagem de TMR, pois a presenca do concentrado contribui para elevar os teores de MS da
mistura (Barmaki et al., 2018; Lazzari et al., 2021). Além disso, como ndo houve diferencas muito

elevadas nos teores de MS e nas densidades de compactacdo entre os tratamentos testados
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(comparando os tratamentos dentro de cada ensaio), ja eram esperadas producdes semelhantes de
efluentes.

Na presente pesquisa, 0s valores de recuperacdo de MS ficaram acima dos 97% em ambos
0s ensaios testados. Os teores medios de MS em torno de 62% e 41% para os ensaios 1 e 2,
respectivamente, associados com as baixas perdas por gases e efluentes encontrados explicam a
maior taxa de recuperagdo de MS. Segundo Bueno et al., (2020) os elevados teores de MS (acima
de 40% MS) das silagens de TMR contribuem na conservagdo do material e eleva a porcentagem
de recuperacéo de MS.

O pH ¢é um parametro importante para avaliar a qualidade fermentativa de uma silagem,
pois esta diretamente relacionado com o total dos &cidos organicos produzidos (Kung Junior et al.,
2003; Muck, 2010). Os valores de pH finais nos ensaios 1 e 2 apresentaram médias de 4,74 e 4,03
respectivamente, sendo considerados pertinentes pois ajudam a cessar as atividades de
microrganismos indesejaveis. Portanto € esperado que valores de pH entre 4,0 e 5,0 sejam capazes
de inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis em materiais com mais de 40% MS (Alves
et al., 2022; Miyaji E Nonaka, 2018; Zhang et al., 2020). Além disso, silagens com teores mais
elevados de MS resultam em pH finais mais elevados devido ha menor intensidade de fermentagao
(Cunha et al., 2020) o que explica os maiores valores de pH observados no ensaio 1.

Na meta analise de Susanto et al., (2023) os OE atuam inibindo o crescimento de
microrganismos patogénicos (principalmente fungos, leveduras e alguns tipos de bactérias)
melhorando a EA. Isso corresponde aos resultados obtidos nesta pesquisa, onde os maiores valores
de EA foram observados nos tratamentos com OEL para ambos 0s ensaios. De maneira menos
intensa, a MON também melhorou EA da silagem em comparacgéo ao tratamento CON. Lazzari et
al., (2021) observaram que silagens de TMR com 35 mg MON/kg MS apresentaram valores de
estabilidade aerobia acima de 240 horas, o que corrobora com os dados obtidos nesta pesquisa para
0 ensaio 1. Outro fator que possivelmente exerceu influencia no aumento da EA em ambos o0s
ensaios foi a acdo do calcério utilizado na formulacdo da TMR da presente pesquisa que elevaram
os teores de acido latico e acético (Niu et al., 2018)

Os tratamentos com a inclusdo de OEL600 no ensaio 1 e com MON e OEL em ambas as
doses no ensaio 2, promoveram reducdo dos teores de N-NHs durante a ensilagem. Na pesquisa
de Akinci E Soycan Oneng, (2021) com OE de cominho em silagem de aveia, os autores
observaram reducdo dos teores de N-NH3. Segundo esses autores, o0 OE de cominho atuou
diminuindo o fracionamento da proteina (proteolise). Possivelmente os tratamentos com inclusdo
de MON e OEL em ambos 0s ensaios no presente experimento também atuaram na reducdo da

proteodlise.
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Os tratamentos com a inclusdao de OEL em ambas as doses e em ambos 0s ensaios, tiveram
as maiores concentragdes de acido latico, o que contradiz a maioria dos dados encontrados na
literatura em meta analise realizada por Susanto et al., (2023). No entanto, Turan E Oneng, (2018)
observaram que a adicdo de 300mg/kg de Gleo de comino apresentou efeito antimicrobiano
seletivo, diminuindo o nimero de microrganismos prejudiciais (leveduras e bolores) e aumentando
0 numero de microrganismos benéficos (bactérias &cido laticas). Esta situacdo levou a maiores
producbes de &cido latico e menores valores de pH, o que colabora com os dados obtidos na
presente pesquisa.

Na presente pesquisa ficou evidente que as maiores producdes de &cido butirico observadas
no tratamento CON levaram também aos maiores teores de N-NHs, indicando que os aditivos
testados ajudaram a inibir as fermentac@es indesejaveis. No entanto, os valores de acido butirico e
do N-NH3estdo de acordo com limite tolerado (1g acido butirico/kg de MS e 10% do NT) para
uma silagem de boa qualidade nutricional e sanitaria (Borreani et al., 2018; Kung Junior et al.,
2003; Muck, 2010), o que configura uma silagem com baixa atividade de bactérias do género
Clostridium sp. De maneira geral todos os acidos organicos produzidos durante 0 processo
fermentativo contribuem para a reducgéo do pH da silagem, no entanto o &cido latico é o que exerce
maior importancia nesse processo (Wilkinson E Rinne, 2018).

Segundo Muck, (2010), algumas bactérias heterofermentativas também podem produzir
etanol a partir de produtos da fermentacao ou dos substratos presentes no meio, o que explica 0s
maiores teores de etanol nos tratamentos que receberam MON e OEL. Apesar disso, o0s valores de
etanol obtidos nos dois ensaios podem ser considerados baixos e ndo impactam negativamente a
qualidade do processo fermentativo (Cantoia Junior et al., 2020).

O uso dos aditivos (OEL e MON) promoveram uma pequena reducdo (P< 0,05) dos teores
de MS das silagens no ensaio 1 e valores numericamente inferiores (P=0,08) no ensaio 2. Sabe-se
que ao determinar a MS em estufa de circulacio forcada ha a perda de parte dos &cidos graxos
volateis produzidos durante a ensilagem, assim, é comum observar menores valore de MS em
silagens que apresentam maiores teores de acidos organicos (Brahmakshatriya E Donker, 1971).
Isso pode ajudar a explicar o porqué as silagens que receberam OEL e MON apresentaram 0s
menores valores de MS.

Na literatura existem algumas pesquisas que também observaram reducgdes nos teores de
amido e de CNF durante a ensilagem de TMR assim como 0s obtidos no presente estudo para o
ensaio 1. Na pesquisa de Miyaji et al., (2017) foram observadas reduc¢des de 5,5% nos teores de
amido em TMR a base de milho grdo. Segundo os autores, alguns tipos de microrganismos

presentes nas silagens sdo capazes de utilizar o amido como substrato para produgdo de &cido
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latico, &cido aceético e etanol sendo comum observar o0 aumento na concentragdo destes compostos
no produto final. No ensaio 1, as silagens que receberam a inclusdo de OEL300 e OEL600
apresentaram as maiores concentracdes de &cido latico (37,11% maior do que o tratamento CON)
0 que corrobora com as afirmacdes de Miyaji et al., (2017). Os teores de amido presente na TMR
do ensaio 2 foi bem menor que do ensaio 1 0 que pode ter contribuido para que esse comportamento
de reducéo do teor de amido n&o tenha sido observado.

Durante o processo de ensilagem ndo € esperado que os teores de EE se altere
expressivamente, uma vez que 0s acidos graxos ndo sdo combustiveis usuais para fermentagédo
(Bueno et al., 2020). Provavelmente o teor de EE foi maior para os tratamentos com MONS35 e
MON45 (ensaio 2) pela menor atividade lipolitica que naturalmente ocorre durante a ensilagem
(Lazzari et al., 2021).

5 CONCLUSOES

As doses de MON e OEL utilizadas neste trabalho ndo comprometeram qualidade
fermentativa das silagens produzidas, sendo observado inclusive aumento das producdes de acido
latico e maiores valores de estabilidade aer6bia com o uso destes aditivos. Além disso, a presenca
dos aditivos MON e OEL néo afetaram significativamente a maioria dos os teores dos nutrientes
mensurados, 0 que é positivo do ponto de vista nutricional.

Embora as silagens de TMR para cordeiros com dosagens de OEL promoveram uma
reducdo do teor de amido, ndo afetou o valor nutricional, uma vez que foi utilizado como substrato

para a producéo de acido latico.
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CAPITULO 3: INFLUENCIA DA MONENSINA SODICA E DO OLEO ESSENCIAL
LIMONENO SOBRE PROCESSO FERMENTATIVO E A COMPOSICAO QUIMICA
DE SILAGENS DE TMR COM DIFERENTES TEORES DE UMIDADE

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da adicdo da monensina e do OEL sobre a
qualidade do processo fermentativo e a composi¢cdo quimica de silagens de TMR com diferentes
teores de umidade. Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial
5 x 2, sendo testada cinco formas de incluséo dos aditivos [COM (controle sem aditivo), MON35
(35 mg monensina’/kg MS), MONA45 (45 mg monensina/kg MS), OEL300 (300 mg OE/ kg MS) e
OEL600 (600 mg OE/kg MS)] em TMR mais umidas (30% de MS) e TMR menos umidas (40 %
de MS). Os parametros avaliados foram as perdas fermentativas, perfil de &cidos graxos de cadeia
curta, estabilidade aerdbia, composicdo quimico-bromatolégica e a digestibilidade in vitro da MS
das silagens produzidas. As silagens com altos teores de umidade e que possuiam OEL600
apresentaram 0s menores valores de recuperacdo de matéria seca (92,66% MS) e acido latico
(5,79% MS) e maior pH (4,17). As maiores relagcdes acido latico: &cido acético foram obtidas para
as silagens com alta umidade acrescidas com MON45 e MON35 (8,94 e 8,4 respectivamente). O
uso da MON e OEL proporcionaram os maiores valores de estabilidade aerdbia, sendo os maiores
valores observados para OEL600 e MON35 (92,35 e 91,56 horas respectivamente). Os tratamentos
com MON e EOL proporcionaram silagens com menores teores de fibra e aumento do amido em
comparagdo com o tratamento controle, enquanto que os tratamentos doses de MON45 e MON35
tiveram maiores teores de extrato etéreo (3,21 e 3,11% MS). Pode-se concluir que MON 35, MON
45 e OEL 300 podem ser utilizados como melhoradores da fermentacdo de TMR ensiladas,
independente da umidade avaliada. Ja 0 uso de OEL600 deve ser evitado em silagens mais imidas
(proximo aos 30% MS), sendo indicado apenas para as silagens mais secas (proximo aos 40% de
MS).

Palavras chave: dietas totais; ion6foro; limoneno; umidade, vacas leiteiras.
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CHAPTER 3: INFLUENCE OF SODIUM MONENSIN AND LIMONENE ESSENTIAL
OIL ON THE FERMENTATION PROCESS AND CHEMICAL COMPOSITION OF
TMR SILAGES WITH DIFFERENT MOISTURE CONTENT

ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the influence of the addition of monensin and
OEL onthe quality of the fermentation process and the chemical composition of TMR silages with
different moisture contents. A completely randomized design was used in a 5 x 2 factorial scheme,
testing five forms of additive inclusion [CON (control without use of additive control), MON35
(35 mg monensin/kg DM), MON45 (45 mg monensin/kg DM), OEL300 (300 mg OE/kg DM) and
OEL600 (600 mg OE/kg DM)] in more humid TMR (30% DM) and less humid TMR (40% DM).
The parameters evaluated were fermentative losses, short-chain fatty acid profile, aerobic stability,
chemical-bromatological composition and in vitro DM digestibility of the silages produced.
Silages with high moisture content and which had OEL600 presented the lowest dry matter
recovery values (92.66% DM) and lactic acid (5.79% DM) and the highest pH (4.17). The highest
lactic acid: acetic acid ratios were obtained for silages with high moisture added with MONA45 and
MONS35 (8.94 and 8.4 respectively). The use of MON and OEL provided the highest values of
aerobic stability, with the highest values observed for OEL600 and MON35 (92.35 and 91.56
hours respectively). The treatments with MON and EOL provided silages with lower fiber content
and increased starch compared to the control treatment, while the treatments doses of MON45 and
MONS35 had higher levels of ether extract (3.21 and 3.11% DM). It can be concluded that MON
35, MON 45 and OEL 300 can be used as fermentation improvers for ensiled TMR, regardless of
the humidity evaluated. The use of OEL600 should be avoided in more humid silages (close to
30% DM), and is only recommended for drier silages (close to 40% DM).

Keywords: dairy cows, humidity, ionophore, limonene, total diets.
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1. INTRODUCAO

O uso de misturas totais (TMR) na alimentagdo de vacas leiteiras € uma pratica comum
para a maioria dos rebanhos, pois permite o fornecimento de uma dieta nutricionalmente
balanceada e com baixa sele¢éo dos alimentos por parte dos animais (Schingoethe, 2017). Segundo
0S mesmos autores, vacas leiteiras alimentadas com TMR apresentam uma melhor converséo da
energia metabolizavel da dieta em leite 0 que proporciona aumento na producdo de leite. No
entanto, para a produgdo da TMR é necessaria a mistura diéria dos ingredientes das dietas o que
pode encarecer o processo produtivo (Bueno et al., 2020). Além disso, esse tipo de dieta ndo
impede a utilizacdo de coprodutos Umidos da agroindustria, mas podem dificultar seu
armazenamento por longos periodos de tempo.

Submeter a TMR ao processo de ensilagem € uma forma de diminuir os custos com o
preparo diario da dieta e permitir a incluséo de coprodutos imidos nas dietas (Bueno et al., 2020;
Miyaji et al., 2017). Segundo Miyaji et al., (2017) a producéo da TMR ensiladas se torna vantajosa,
pois além de reduzir os custos com mao de obra e alimentacdo, também podem ser ofertadas
durante todo o ano, contornando os desafios nos periodos de escassez. Existem na literatura varios
trabalhos sobre os efeitos dos diversos tipos de ingredientes e aditivos microbianos sobre a
qualidade fermentativa e nutricional TMR ensiladas (Alves et al., 2022; Bueno et al., 2020; Miyaji
E Nonaka, 2018), no entanto, sdo poucos os trabalhos que avaliaram a influéncia (positiva ou
negativa) do uso dos ion6foros e OE comumente utilizados como promotores de crescimento nas
dietas de vacas de leite sobre o processo fermentativo das TMR ensiladas.

Existe um relato de Lazzari et al., (2021) no qual os pesquisadores observaram padroes
fermentativos satisfatorios para silagens de TMR que continham a dose de 33mg/kg MS de
monensina. No entanto, é valido destacar que todos os tratamentos testado por Lazzariet al., (2021)
possuiam a mesma dose de monensina, e a auséncia de um tratamento controle impede de concluir
se a monensina influencia ou ndo no processo fermentativo. Outro ponto que merece destaque na
pesquisa de Lazzari et al., (2021) foram os baixos teores de umidade nas TMR utilizadas pelos
autores (media 60% de MS), pois sabe-se que a atividade de dgua esta diretamente ligada com o
crescimento microbiano e a intensidade de fermentacdo (Borreani et al., 2018). Como a monensina
e 0s Oleos essenciais atuam, muitas vezes, desequilibrando as concentracdes de ions das células
microbianas, supem-se que quanto maior a atividade de agua da silagem (silagens mais imidas)

maior sera a a¢do destes aditivos sobre os microrganismos do meio.
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Diante disso, a presente pesquisa se baseou nas seguintes hipdteses: 1) O uso da monensina
e OEL na formulacdo das TMR atuam inibindo o crescimento microbiano de uma maneira geral,
afetando negativamente a producdo de acido latico e melhorando a estabilidade aerdbia, sem
alterar significativamente o valor nutricional da silagem; 2) A acdo da monensina e OEL sobre a
fermentacdo serd mais intensa nas silagens com maiores teores de umidade em compara¢do com
as silagens mais secas. O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da adicdo da
monensina e do OEL sobre a qualidade do processo fermentativo e a composicdo quimica de
silagens de TMR com diferentes teores de umidade.

2. MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa, foi desenvolvida em margo 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 umido, com verao
chuvoso), de acordo com a classificacdo de Koppen (Fietz E Fisch, 2008).

Foi adotado um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 x 2, sendo
testada cinco formas de inclusdo dos aditivos [COM (controle sem aditivo), MON35 (35 mg
monensina/kg MS), MON45 (45 mg monensina/kg MS), OEL300 (300 mg OE/ kg MS) e OEL600
(600 mg OE/kg MS)] em TMR mais umidas (30% de MS) e TMR menos Umidas (40 % de MS).
Foram realizadas quatro repetic6es por tratamento, totalizando 40 silos experimentais. Como silos
experimentais, foram utilizados tubos de PVC (10 cm de diametro e 50 cm de altura) com volume
atil de 3,8 L. O material foi compactado manualmente com auxilio de bastdes de madeira. As TMR
com alta e baixa umidade apresentaram densidades de compactacéo de 897 e 702 kg de 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 algodéo para evitar o contato da
forragem com a areia. Apos 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 lactantes, com
producdo estimada de 15 kg de leite/dia, peso médio de 500 kg e consumo médio de 14 kg MS/dia,
seguindo as recomendacbes do NASEN, (2021). A proporcdo dos ingredientes utilizados para
atender as exigéncias nutricionais de vacas lactantes e a composicdo quimica da dieta estdo

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 Proporcao dos ingredientes e composicao 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 bicélcico 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, megg 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 ndo fibroso: CT = capacidade tampao.

Foi utilizado o sorgo forrageiro (Sorghum bicolor L. Moench) como fonte de volumoso.
Para o concentrado, foi utilizado os seguintes ingredientes: milno moido, farelo de soja, fosfato
bicalcico, calcario calcitico e sal comum. Posteriormente, misturou-se o concentrado com o
volumoso para a formulacdo 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), por isso essa TMR foi prontamente utilizada para o enchimento dos silos experimentais. Para

obter TMR com teor de MS de 30% foi adicionado 171 mL de agua destilada sobre o material que
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foi utilizado para o enchimento de cada silo experimental (média de 4,25 kg). Para evitar a
formacdo de efluentes o material foi sendo homogeneizado durante a adi¢do de &gua destilada.

Durante o enchimento dos silos foram coletadas duas amostras da TMR de cada tratamento:
a primeira amostra, de aproximadamente 300 g, foi utilizada para determinar a composicao
quimica e a segunda, de aproximadamente 70 g, foi congelada para posterior processamento e
determinacgéo dos valores de pH e de capacidade tampé&o.

Para o célculo das 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 recuperacao
de MS (g/kg de MS ensilada), a perda por gases (g/kg de MS ensilada) e a producdo de efluente
(9/kg de forragem ensilada) foram calculadas de acordo com as equacdes de (Jobim et al., 2007).

A recuperacao de MS foi calculada pela férmula:

MSI — MSF

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

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:

PSI — PSF

PG=—
e X 100

Onde: PG = Perdas por gases durante 0 armazenamento (% da massa seca inicial); PSI =
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

E =
ST x 1000

Onde: PE = producdo de efluente (kg/t de massa seca); Pf = peso final conjunto (silo +

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

ApoOs a abertura, todo o material contido em cada silo experimental foi retirado e
homogeneizado para a coleta de amostras. Uma amostra de aproximadamente 300 g de cada silo
experimental foi enviada ao laboratorio para analise da composicdo quimica. Outra amostra foi
congelada para posterior analise de pH e do perfil de acidos orgéanicos de cadeia curta. A
composicdo quimica das TMR foi determinada em espectrofotobmetro modelo Foss 5000 (Eden
Prairie, MN, USA) utilizando a calibragcdo (WinlSI version 4.6.11, FOSS Analytical A/S,
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Denmark) para determinar as concentragdes de: matéria seca (MS), matéria mineral (MM),
proteina bruta (PB), proteina solivel (PS), proteina insolivel em detergente neutro (PIDN);
proteina insolivel em detergente &cido (PIDA); fibra em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente &cido (FDA) , lignina, extrato etéreo (EE), carboidratos ndo fibrosos (CNF) e amido.

Parte das amostras congeladas foram processadas para a producéo de um extrato aquoso, o
qual foi utilizado para avaliar o pH (antes e depois da ensilagem), o poder tampao (apenas antes
da ensilagem) e o perfil de acidos organicos de cadeia curta. Para obtencdo do extrato aquoso,
foram diluidos 25 g da TMR em 225 mL de &gua destilada e homogeneizados manualmente por
aproximadamente 20 min. O pH do extrato foi determinado usando um potenciometro digital
(mPA210 MS Tecnopon) e o poder tampéo foi determinado de acordo com Playne E McDonald
(1966). Uma porcdo deste extrato foi filtrada através de filtro de papel, centrifugada por 15 min a
10.000 rpm e o sobrenadante foi congelado a -20 ° C para posterior anélise de acidos organicos
volateis. Os acidos organicos foram determinados por cromatografia gasosa com detector de massa
(GCMS QP 2010 Plus, Shimadzu, Kyoto, Japdo) usando uma coluna capilar (Stabilwax, Restek,
Bellefonte, EUA, 60 m, 0,25 mm @, 0,25 um de polietileno cross bond carbowax glicol). A
concentracdo de &cido latico foi determinada pelo método colorimétrico proposto por Pryce
(1969). A concentragdo de nitrogénio amoniacal (N-NHz), foi determinada pelo método Kjeldahl
(AOAC, 1990; método numero 007/2). A digestibilidade in vitro da MS (DIVMS) foi determinada
de acordo com Tilley E Terry, (1963) sendo as amostras colocadas em jarros por 72 horas.

A estabilidade aerdbica foi determinada em todas as silagens apés a abertura do silo.
Amostras (2 + 0,005 kg) de cada repeticdo de cada tratamento 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 contaminacdo, mas permitindo a penetracdo do ar. A temperatura ambiente, bem como a
temperatura de cada silagem, foi registrada a cada minuto e calculada a media a cada 20 minutos
por um datalogger (RC-4, Elitech®). A estabilidade aerobia foi definida como o nimero de horas
necessarias para que a temperatura da silagem atingisse um valor de 2°C acima da temperatura do
ambiente (Kung Jr et al., 2018).

Os dados foram analisados por meio do programa estatistico Sisvar 5.8 (Biuld 92, 2018).
Quando a interacéo dos fatores foi significativa (a < 0,05), os mesmos foram lidos separadamente
para sua analise. No caso de interacdo ndo significativa, os fatores foram analisados por
componente principal. As médias foram comparadas pelo teste de Scott Knott com nivel de
significancia de 5%. Os dados relativos a silagem foram analisados de acordo com o seguinte

modelo:
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Yijk=p+ Ai+ Uj+ A* Uij + eijk
onde Yijk = varidvel dependente, p = média geral, Ai = efeito de diferentes aditivos (efeito
fixo; i = Controle, MON35, MONA45, OEL300 e OEL600), Uj = efeito de umidade (efeito fixo; j
= Ae B), A* Uij = efeito da interacdo entre os aditivos e umidade, e €ijk = erro aleatorio associado
a cada observacdo. Cada unidade experimental foi composta por um silo. Foram realizadas quatro
observacGes por tratamento (k), totalizando 40 unidades experimentais.

3. RESULTADOS

Foram observadas diferencas (P< 0,05) entre os aditivos para as perdas de gases (Tabela
8). Os maiores valores de perdas de gases foram obtidos para MON35 e OEL600, sendo estas
cerca 77,28% superiores as perdas observadas para os demais tratamentos testados. As silagens
com alta umida apresentaram valores de PG 134,57% maiores quando comparadas as silagens com
baixa umidade. Ndo foram observadas diferencas (P> 0,05) entre os aditivos testados para as
producdes de efluentes, no entanto as silagens com altos teores de umidade foram as que
apresentaram as maiores producdes de efluentes (média de 59,2 kg/t MS) (Tabela 8).

Os aditivos testados ndo influenciaram (P> 0,05) nas producfes de etanol, apenas foi
constatado valores superiores de etanol para as silagens com alta umidade em comparagdo com as
silagens com baixa umidade (Tabela 8). Houve diferenca (P< 0,05) entre as silagens com alta e
baixa umidade para os teores de acido propidnico e butirico (Tabela 8). A maiores concentracdes
de acido butirico (75,66 mg/kg MS) foram observadas para as silagens com alta umidade, sendo
observado o comportamento inverso para as concentracGes de acido propidnico e iso-butirico. De
maneira geral, o tratamento CON foi 0 que apresentou as maiores concentracdes dos acidos
propibnico, butirico, iso-valérico e valérico, sendo observada uma reducdo significativa destes
acidos com o uso dos aditivos MON e OEL.

Os teores de N-NHz3 das silagens testadas foram influenciados (P< 0,05) pelos aditivos e
pelos teores de umidade das TMR. De maneira geral, as silagens com alta umidade apresentaram
0s maiores valores de N-NHz (9,09% do NT) em comparacgdo as silagens com baixa umidade
(8,48% do NT). O tratamento CON, MON35, MON45 e OEL300 apresentaram 0S menores teores

N-NH3, sendo que OEL600 o Unico tratamento com o maior valor de N-NHa.
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Tabela 8 Perdas fermentativas, pH, estabilidade aerdbia e perfil fermentativo das silagens de TMR com diferentes teores de umidade e doses de

MON e OEL.
Aditivos (A) Umidade (U) P-valor

Parametros EPM

CON MON35 MON45 OEL300 OEL600 Alta Baixa A U A*U
PG, % MS 1,37b 213 1,32b 1,3%9b  2,72a 2,51 1,07 0,22 0,03 <0,01 0,05
PE, kg/t MS 28,88 36,24 3583 37,90 32,85 59,20 4,68 2,45 0,25 <0,01 0,41
RMS, % MS 94,58 9529 9595 94,06 92,66 91,45 97,56 0,38 <0,01 <0,01 <0,01
pH final 4,01 4,07 4,05 3,96 4,17 4,06 4,04 0,03 <0,01 0,58 <0,01
EA, horas 83,94 91,56 89,13 88,94 92,35 88,55 89,81 0,607 <0,01 0,02 <0,01
Ac. Latico, % MS 5,50 6,41 6,58 7,19 5,79 6,51 6,08 0,18 <0,01 0,01 <0,01
Ac. Acético, % MS 0,88 0,77 0,76 0,97 1,54 1,05 0,91 0,04 <0,01 <0,01 <0,01
Relacdo Lat/Ac 6,50 8,4 8,94 7,49 4,77 7,64 6,8 0,4 <0,01 0,02 <0,01
Etanol, % MS 0,23 0,28 0,31 0,26 0,25 0,33 0,20 0,02 0,37 0,01 0,42
Ac. Propionico, mg/lkg MS ~ 243,81a 118,59b 119,77b 67,28b 111,51b 85,39 179,00 28,62 <0,01 <0,01 0,08
Ac. Butirico, mg/kg MS 76,00a 122,89a 44,64b 17,42b 18,33b 75,66 36,07 19,27 <0,01 0,02 0,35
Ac. Iso-butirico, mg/lkg MS  38,89c  59,11b  75,54a 49,90c  38,43c 44,27 60,49 3,04 <0,01 <0,01 0,05
Ac. Iso-valérico, mg/lkg MS  51,44a  19,49b 10,59b 8,32b  6,26b 17,56 20,89 4,19 <0,01 0,37 0,58
Ac. Valérico, mg/kg MS 55,71a  20,99b 8,72c  5,74c  3,66¢ 18,72 19,22 4,72 <0,01 0,90 0,05
N-NHs, % do NT 8,46b 8,56b 8,58b  858b  9,34a 9,09 8,48 0,21 <0,01 <0,01 0,05

TMR sem uso de aditivo (CON); TMR com 35 mg MON/kg MS (MONS35); 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 de gases; PE= perdas por efluentes; RMS = Recuperacdo de matéria seca; EA = estabilidade aerdbia; Ac. = 4cido; Relacio Lat/Ac
= relagdo &cido latico/acético; N-NH; = nitrogénio amoniacal; NT = nitrogénio total. Médias seguidas por diferentes letras diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. EPM = Erro padrdo da média.
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Houve interacéo significativa entre a umidade das silagens de TMR e os aditivos testados
para a RMS (Figura 7 A). De maneira geral, as silagens com altos teores de umidade apresentaram
0s menores (P< 0,05) valores de recuperagéo de MS, com destaque para a silagem OEL600 que
apresentou apenas 88% de recuperacdo de MS. Dentre as silagens produzidas com altos teores de
umidade, os tratamentos que utilizaram MON foram os que apresentaram 0s maiores valores de
recuperacdo de MS. N&o foram observadas diferengas (P> 0,05) na recuperacdo da MS para as
silagens com baixos teores de umidade, sendo que todos os valores ficaram acima dos 97%.

Foi observada uma interacdo (P< 0,05) entre os aditivos testados e os teores de umidade
das silagens de TMR, onde o0 uso OEL600 na TMR com alta umidade proporcionou 0 maior
valores de pH (média de 4,31) (Figura 7 B). Os demais tratamentos testados de alta e baixa
umidade (inclusive o OEL600 nas silagens de baixa umidade) ndo diferiram (P> 0,05) entre si,
apresentando média de 4,02 de pH.

A estabilidade aerobia foi afetada pela interagcdo (P< 0,01) entre os aditivos e os teores de
umidade das TMR testadas (Figura 7 C). Independente da umidade testada, os menores valores de
EA foram observados para o tratamento CON, tendo como média 83,5 horas para a quebra da
estabilidade da silagem. Tanto o OEL600 quanto MON35 apresentaram melhores valores de
estabilidades aerobia (>92horas) independente da umidade da silagem. As silagens com alta
umidade e com dose de OEL.300 teve uma reducéo da EA (média de 85,33 horas) quando compara

as silagens com baixa umidade (media de 91,84 horas).
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A silagem que apresentou o maior (P< 0,05) teor de &cido latico (média de 8,1 % da MS)
foi a que recebeu OEL300 com alta umidade (Figura 8 A). Apenas o0 OEL600 presentou maiores
(P< 0,05) valores de &cido latico na silagem de baixa umidade quando comparado com a silagem
de mais alta umidade. Para os demais aditivos testados, sempre as silagens com alta umidade
tiveram as maiores producdes de acido latico. As silagens que receberam os aditivos MON e OEL,
apresentaram teores médios de acido latico de 6,15% MS e 6,62% MS respectivamente.

A concentracdo de acido acético foi maior (P< 0,05) para a silagem com alta umidade e
que recebeu OEL600 (2,11% da MS) (Figura 8 B). Comportamento oposto foi observado para os
tratamentos CON, MON35 e MON45 que apresentaram 0s menores valores de acido acético para
as silagens com alta umidade. Na média, o tratamento OEL600 em silagens com alta umidade
produziram em média 2,45 vezes mais acido acético em comparacdo com a média dos demais
tratamentos testados.

As silagens que apresentaram as maiores (P< 0,05) relagdes &cido latico: acético foram as
que receberam MON com alta umidade (Figura 8 C). Apenas o OEL600 presentou maior (P< 0,05)
relacdo acido latico: acético na silagem de baixa umidade quando comparado com a silagem de
alta umidade. Para os demais aditivos testados, sempre as silagens com alta umidade tiveram
relacGes acido latico: acético maiores ou semelhante as silagens com baixa umidade. As silagens
com alta umidade e que receberam OEL600 apresentaram 0s menores valores para a relagdo acido

latico: acético (média de 2,3).
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As silagens com baixa umidade apresentaram os maiores (P< 0,05) teores de MS, FDN e
FDA, em contrapartida as silagens com alta umidade apresentaram os maiores (P< 0,05) valores
de EE (Tabela 9).

Todos os aditivos testados proporcionaram silagens com menores teores de fibra e maiores
teores de amido. Os teores de EE foram maiores para os tratamentos em que a MON foi utilizada
como aditivo (Tabela 9). O maior coeficiente de DIVMS (77,56 % da MS) foi observado para as
silagens com adicdo de MONS35, seguido dos MON45, OEL300 e OEL600 com valores
intermediarios e o tratamento CON com o menor valor de DIVMS (71,09%) (Tabela 9).



Tabela 9 Composigdo quimica-bromatoldgica das silagens de TMR com diferentes doses de MON e OEL e submetidas a alta e baixa umidade.
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Aditivos (A) Umidade (U) P-valor

Parametro EPM

CON MON35 MON45 OEL300 OEL600 Alta Baixa A U A*U
MS, % MN 36,28 37,05 36,35 35,51 35,55 30,49 41,81 0,54 0,27 <0,01 0,39
MM, % MS 6,43 6,69 6,95 6,73 6,88 7,13 6,34 0,21 0,46 0,06 0,12
PB, % MS 15,62 16,27 16,86 16,97 16,43 16,76 16,52 0,21 0,24 0,43 0,38
PS, % PB 47,38 47,13 49,25 47,25 48,25 50,85 44,85 1,26 0,73 0,62 0,87
PIDN, % MS 19,04 18,53 18,58 18,34 18,73 17,26 20,03 0,81 0,98 0,14 0,64
PIDA, % MS 541 6,24 6,05 5,81 5,96 5,12 6,67 0,43 0,73 0,24 0,70
FDN, % MS 41,21a 38,25b 38,01b 37,67b 37,07b 37,75 39,54 0,91 0,02 0,03 0,90
FDA, % MS 26,78a 24,40b 24,80b 24,75b  23,99b 24,62 25,67 0,52 0,01 0,03 0,89
Lignina, % MS 4,16 3,71 3,88 3,84 3,95 3,77 4,05 0,22 0,69 0,17 0,27
Amido, % MS 16,36b  18,55a 18,72a 18,45a 19,72a 20,01 16,72 0,68 0,02 <0,01 0,15
CNF, % MS 34,50 36,06 36,16 36,71 37,23 36,18 36,09 0,72 0,11 0,88 0,61
EE, % MS 2,77b 3,11a 3,21a 2,98b 2,87b 3,59 2,39 0,07 <0,01 <0,01 0,42
DIVMS, % MS 71,09c 77,56a 73,09b 72,73b 72,38b 74,26 72,79 0,86 <0,01 0,06 0,07

TMR sem uso de aditivo (CON); TMR com 35 mg MON/kg MS (MON35); TMR com 45 mg MON/kg MS (MON45); TMR com 300 mg OEL/kg MS (OEL300); TMR com
600 mg OEL/kg MS (OEL600); MN = matéria natural; MS = matéria seca; MM = matéria mineral; PB = proteina bruta; PS = proteina soltvel; PIDN = proteina insollvel em
detergente neutro; PIDA = proteina insoltivel em detergente acido; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente &cido; CNF = carboidratos néo fibrosos; EE
= extrato etéreo; DIVMS = digestibilidade in vitro da matéria seca. Médias seguidas por diferentes letras distintas diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
EPM = Erro padrdo da média
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4. DISCUSSAO

Apesar de maiores, as perdas de gases dos tratamentos MON 35 e OEL600 ficaram abaixo
dos 3% da MS ensilada, o que e considerado adequado de acordo com Borreani et al. (2018). Alves
et al. (2022) observaram que TMR mais Umidas (23% de MS) em associagdo com aditivos
microbianos heterofermentativos provocaram perdas de gases de 3,7 % da MS, ao passo que
silagens de TMR sem inoculantes e mais secas (32% MS) apresentaram perdas de gases de 3,1%
da MS, ou seja, valores proximos aos obtidos nesta pesquisa.

Embora os aditivos MON e OEL n&o promoveram perdas significativas por efluentes, mas
foi afetado pelo teor de umidade. Por ser uma silagem com alta iGmida (média de 30% MS) ja era
esperadas maiores producoes de efluentes para as TMR. Segundo Borreani et al. (2018) o excesso
de efluente € evitado na maioria dos casos quando os teores de MS do material fica acima dos
35%, 0 que corrobora com os dados obtidos nesta pesquisa.

As silagens com alta umidade tiveram menores recuperacdo de MS, cerca de 6,11% MS
menor quando comparadas as silagens com baixo teor de umidade. As perdas por gases e efluentes
observados no presente estudo podem ter impactado negativamente na taxa de recuperacéo de MS.
Outro indicio para a menor recuperacdo de MS esta associado intensidade da fermentacdo que
ocorre no interior dos silos. Possivelmente a silagem com OEL600 com alta umidade promoveu
uma heterofermentacdo mais intensa, € consequentemente utilizou o acido latico como substrato
para a producdo de outros compostos como o que acido acético, o que explica os menores valores
de recuperacdo de MS. Segundo Borreani et al. (2018), a fermentacéo latica resulta em silagens
com perdas minimas de MS e energia, enquanto as fermentacdes acética, alcoolica e butirica
resultam em silagens com maiores perdas de MS e energia, ou seja, menores valores de
recuperacdo de MS.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a alta umidade interferiu de maneira
positiva sobre padrdo fermentativo das TMR CON, MON35, MON45 e OEL300, sendo
observados aumentos graduais nas concentracdes de acido latico revelando um efeito promotor no
progresso de bactérias do acido latico (BAL) e melhorou a fermentacéo da silagem. No entanto o
tratamento OEL600 com alta umidade foi observado reducdo na concentracdo do acido latico.
Possivelmente a dosagem de 600 mg/kg MS associado com alta umidade potencializou a acéo
antimicrobiana do limoneno e consequentemente afetando as BAL, além de favorecer o
crescimento de bactérias heterofermentativas em detrimento das homofermentativas. Na meta

analise de Susanto et al. (2023), os autores concluiram que os OE ndo s6 inibiu bactérias nocivas
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da silagem, mas também o crescimento de bactérias formadoras dos principais acidos organicos.
Ainda segundo esses autores 0 uso de OE em forragens com teores elevados de umidade podem
ter uma acdo antimicrobiana mais efetiva, principalmente em doses mais elevadas o que corrobora
com os dados observados na presente pesquisa.

Na presente pesquisa, as silagens com alto teor de umidade promoveram um perfil
heterofermentativos que promoveram aumento nas concentracfes de acido acético em relagdo as
silagens com baixo teor de umidade (Tabela 8). Provavelmente a maior concentracdo de acido
acético na silagem com OEL600 se deva pela heterofermentacdo que utilizou o acido latico como
substrato para producdo de acido acético (Muck, 2010). As maiores relacGes acido latico: acético
observadas com o uso da MON permitem concluir que esse aditivo modulou a fermentacdo das
TMR priorizando a homofermentacdo. De fato, este resultado pode ser considerado positivo, pois
permite a utilizacdo de MON na formulacdo das TMR que serdo ensiladas, visando a melhoria do
processo fermentativo. Além disso, Lazzari et al. (2021) constataram que MON nédo sofre
degradac@o microbiana durante o processo de ensilagem, permanecendo ativa para posterior acao
a nivel ruminal.

As silagens com alta umidade promoveram maiores concentracdes de &cido butirico em
relacdo as silagens com baixo teor de umidade (Tabela 8). Possivelmente a acdo antimicrobiana
do limoneno (Gupta, 2022), associado com a umidade promoveram um efeito sinérgico em reduzir
as atividades de bactérias indesejaveis, o que explica os menores valores de acido butirico nas
silagens com doses de OEL300 e OEL600. Diferentes valores de N-NHszencontrados na presente
pesquisa se devem pela acdo de bactérias do género Clostridium sp que ocorreu durante a
ensilagem. Embora detectados suas concentracGes ( acido acético e N-NHz) estdo numa faixa
toleravel (1g acido butirico/kg de MS e 10% do NT) para uma silagem de boa qualidade nutricional
e sanitaria (Borreani et al., 2018; Kung Junior et al., 2003; Muck, 2010), o que configura uma
silagem com baixa atividade de bactérias do género Clostridium sp. No processo fermentativo da
silagem ha também a formacéo do acido propibnico, produzido pelas bactérias do acido propiénico
que convertem glicose e acido latico em acido propidnico e acético (kung jr. et al., 2018). O acido
propiénico age como um importante inibidor do crescimento de leveduras (Filya et al., 2004). A
presenca do etanol é um indicativo de que houve acdo de bactérias heterofermentativas, que
utilizaram compostos presentes no meio para sua producédo (Muck, 2010), o que explica a presenca
de etanol nos tratamentos avaliados. Apesar disso, os valores de etanol podem ser considerados
baixos e ndo impactam negativamente a qualidade do processo fermentativo (Cantoia Janior et al.,
2020).
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A silagem de alta umidade e com OELG600 apresentou o maior valor de pH. Possivelmente
a menor concentracdo de &cido latico associado com a acdo de bactérias heterofermentativas
ajudam a explicar o porqué do tratamento com OEL600 teve o maior valor de pH. As silagens com
MONS35 e OEL600 apresentaram as melhores EA. Possivelmente os &cidos organicos produzidos
durante a ensilagem (acido latico, acético e propibnico) promoveram um efeito positivo no
controle de fungos e leveduras (Tian et al., 2020). Outro fator que possivelmente exerceu
influencia no aumento da EA foi a adi¢do do calcario utilizado na formulagdo da TMR da presente
pesquisa que elevaram os teores de &cido latico e acético. Na pesquisa de Niu et al. (2018), com
silagem de Bromus inermis Leyss aditivada com farinha de milho com 1,5% de calcério, os autores
observaram um aumento no teor de &cido latico e da EA da silagem. Tian et al. (2020) também
verificaram inibicdo de leveduras e bactérias aerdbicas durante a deterioracdo aerdbica com
elevados niveis carbonato de célcio em silagens mista total com alta umidade (60%).

As reducbes nos teores de FDN e FDA com a incluséo da MON e OEL se devem
provavelmente a uma maior atividade de enzimas fibroliticas durante o processo fermentativo. Em
um experimento com alfafa e OE de cominho nas dosagens de 300 e 500 mg/ kg MS (Turan E
Oneng, 2018) observaram reducdo nos teores de FDN e FDA em relacdo ao tratamento controle.
Segundo esses autores, as doses utilizadas estimularam atividades enzimaticas promovendo a
quebra da parede celular e liberaram sacarose para o meio. Essa maior liberacdo de sacarose
provavelmente foi utilizada como substratos pelas BAL para a producéo de acido latico.

No trabalho com 6leo essencial de cominho nas dosagens de 200, 300 e 500 mg/kg em
silagens de aveia de Akinci E Soycan Oneng (2021), os autores observaram que o 6leo essencial
nas dosagens de 200 a 500 mg/kg teve efeito (P< 0,05) em reduzir a fracdo celulolitica mas néo
teve efeito na fracdo hemicelulolitica das silagens. Na pesquisa de Kung et al. (1991) com doses
de 50 e 150 ppm de vancomicina (antibiético glicopeptideo) em silagem de alfafa, os autores
constataram que a adicdo do antibidtico levou a uma reducéo do teor de FDA.

Bueno et al., (2020) relatam que a quebra parcial da parede celular ¢ provavelmente
favorecida em silagens com maior teor de umidade e que os componentes da parede celular podem
ser usados como substrato para a fermentacao da silagem. Explicando assim, porgue no presente
experimento, os teores de FDN e FDA foram menores nas silagens com alta umidade, quando
comparado as silagens com baixa umidade.

O aumento dos teores de amido nas silagens de TMR com doses de MON e OEL
provavelmente esta relacionado com a reducdo da prolamina (camada que protege o amido do
gréo). Na reviséo da ensilagem de TMR para Ruminantes de Bueno et al., (2020), os autores

argumentam que a fermentagdo de silagens de TMR promove um efeito positivo sobre a atividade
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das proteases, favorecendo a reducdo das prolamina e consequentemente aumentando a
disponibilidade de amido na silagem. Outro fator que pode ajudar a explicar os maiores teores de
amido é o efeito de diluicdo, pois a queda nos teores de fibra promove 0 aumento na propor¢ao
dos outros nutrientes ndo fibrosos, como o amido por exemplo.

Os maiores teores de EE observados para tratadas com OE também foram observados em
outros trabalhos da literatura (Besharati et al., 2020; Chaves et al., 2012; Susanto et al., 2023). Ao
estudar a origem da lipdlise em silagens de alfafa, Ding et al. (2013) constataram que a queda nos
teores de acidos graxos totais durante a ensilagem ocorreu principalmente devido a degradacao de
dos &cidos graxos C18:2n-6 e C18:3n-3. Segundo 0s mesmos autores, as enzimas vegetais
desempenharam um papel importante na lipdlise durante a ensilagem da alfafa, no entanto,
diversos micrébios epifitos da alfafa contribuiram muito mais para a lip6lise durante a ensilagem
do que as bactérias acido laticas puramente inoculadas. A descoberta de Ding et al. (2013) pode
ajudar a explicar porque os tratamentos MON 35 e MON45 preservaram mais os teores de EE (na
comparagdo coma TMR fresca), uma vez que durante a ensilagem das TMR com MON houve um
predominio da fermentagdes homolatica (maiores relac6es acido latico: acético) diminuindo a acéo
lipolitica de outros grupos bacterianos.

O aumento da DIVMS na silagem de TMR com dose de MON35 pode estar relacionado
com os teores de fibras destas silagens. Possivelmente, como houve maior atividade das enzimas
fibroliticas neste tratamento, houve também maiores producdes de outros compostos mais
digestiveis entre eles o &cido latico. Seguindo essa premissa, as silagens com doses de MON45,
OEL300 e OEL600 também podem ter tido 0 mesmo estimulo para uma maior degradacdo da
fracdo fibrosa, entretanto com menor intensidade.

O presente estudo demostrou que o uso de MON e OEL melhoraram o processo
fermentativo e a composi¢do quimica das TMR ensiladas e que esses fatores séo influenciados
pela umidade do material. No entanto, o efeito dos mesmos sobre a dindmica das populactes
microbianas ao longo do processo de ensilagem ainda necessitam ser avaliados, sendo necessarios

estudos futuros principalmente relacionando ao uso da MON e OEL.
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5. CONCLUSAO

As dosagens de MON e OEL utilizadas no presente estudo impactaram positivamente na
qualidade fermentativa das silagens de TMR com teor de MS acima de 40%, sendo observado
aumento das producdes de &cido latico e maiores valores de estabilidade aerdbia. A presenca dos
aditivos MON e OEL n&o afetou significativamente a maioria dos nutrientes mensurados em
silagens de alta e baixa umidade, o que é positivo do ponto de vista nutricional.

Diante dos resultados obtidos, 0 uso do 6leo essencial limoneno pode ser recomendado
para silagens de TMR com teor de MS acima de 40%, com dosagem de 600 mg/kg MS, ndo sendo
recomenda dose acima de 300 mg/kg MS de 6leo essencial limoneno para silagens com teores de
umidade abaixo dos 30%.
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