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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da inoculagdo
de oito cepas de bactérias do acido latico (BAL), pré-selecionadas e isoladas de
cana-de-agucar, além de uma cepa de BAL comercial (Lalsil Cana), sobre
diferentes parametros que influenciam a qualidade da silagem de milho. A
inoculacdo da forrageira para ensilagem consistiu de duas dosagens (5 e 6 log
UFC g) para cada cepa de BAL testada. O trabalho foi conduzido em silos
experimentais de PVC, durante 3 meses, sendo que aos 30 ¢ 90 dias de
fermentacdo os silos foram abertos para a retirada de amostras de silagem
destinadas a avaliagdes quanto as caracteristicas quimico-bromatologicas e
microbioldgicas, ao perfil de fermentacdes de metabdlitos (acidos graxos
volateis e alcoois) e a estabilidade aerdbia. Os resultados evidenciaram que as
dosagens dos inoculantes ndo promoveram diferengas significativas sobre as
caracteristicas avaliadas para as amostras de silagem, exceto para FDN, pH e
fungos filamentosos. Nao foi observada influéncia significativa dos tratamentos
nas seguintes variaveis: MS, CHO, concentragoes de acido latico, etanol, exceto
para acido acético, 1,2-propanodiol, e valor de pH. O tempo de fermentacdo
exerceu influéncia significativa, favorecendo o aumento das perdas de MS, do
teor de acido acético, 1,2-propanodiol, etanol, pH aos 90 dias de fermentacao.
Para as andlises microbiologicas foi verificada a influéncia significativa dos
tratamentos sobre a populacdo de BAL, fungos filamentosos. O tempo de
fermentacdo exerceu ainda influéncia significativa sobre a populacdo de
microrganismos na silagem, ocorrendo, a diminuicdo do ntimero de BAL,
fungos filamentosos, e o aumento de leveduras com o decorrer do processo
fermentativo. Quanto as variaveis Temperatura maxima, Tempo para atingir a
temperatura maxima e Estabilidade aerébia ndo foi verificada influéncia dos
tratamentos, mas aos 90 dias de fermentagdo foi observado diminui¢do da Tm,
TTMAX, e melhoria da EA, evidenciando a vantagem da inoculagdo com cepas
de BAL ao longo do processo de fermentacdo. A inoculagdo com as diferentes
cepas de BAL alterou de forma similar as caracteristicas bromatoldgicas sem
apresentar, no entanto, diferencas no valor nutritivo das silagens de milho
avaliadas ap6s o periodo de fermentagdo. Efeitos diferentes sobre as populagdes
de BAL e fungos filamentosos foram proporcionados pelos tratamentos
inoculados nas silagens de milho, fato este ndo observado para a populagdo de
leveduras. Determinou-se para os tratamentos testados que a dose de inoculagdo
indicada é a de 6 log UFC g de forragem por proprocionar a maior redugio de
fungos filamentosos na silagem de milho, reduzindo, dessa forma, a deterioragdo
aerdbia por esses microrganismos.

Palavras-chave: Bactérias do acido latico. Inoculagdo. Acidos graxos volateis.
Leveduras. Fungos Filamentosos. Estabilidade aerdbia.



ABSTRACT

This present work had as objective to evaluate the inoculation effects of
eight strains of lactic acid bacteria (LAB), pre-selected and isolated from sugar
cane, and a commercial strain of LAB (Lalsil Cane) on different parameters that
influence the quality of corn silage. Inoculation of forage for silage consisted of
two doses (5 and 6 log UFC g™) for each strain of LAB tested. The work was
conducted in silos of PVC, for 3 months, and at 30 and 90 days of fermentation,
the silos were opened for removal of silage samples intended for evaluations as
chemical-bromatologic and microbiological characteristics to profile of
fermentations metabolites (volatile fatty acids and alcohols) and aerobic
stability. The results showed that the inoculants dosages did not promote
significant differences on characteristics evaluated for silage samples, except for
NDF, pH and filamentous fungi. No significant influence of the treatments
reported in the following variables: MS, CHO, concentrations of lactic acid,
ethanol, except for acetic acid, 1,2-propanediol, and pH value. The fermentation
time affected significantly, favoring an increase of DM losses, the acetic acid
content, 1,2-propanediol, ethanol, pH to 90 days of fermentation. About to
microbiological analyzes was verified the significant influence of the treatments
on the LAB population, filamentous fungi. The fermentation time also exercised
significant influence over the population of microorganisms in silage, occurring,
decreasing in the LAB number, filamentous fungi, and the increase of yeasts
over the fermentation process. Regarding variables Tm, TTMAX and Aerobic
stability (AS) has not been reported influence of the treatments, but in 90 days of
fermentation was observed decrease in Tm, and TTMAX and AS increased,
showing the inoculation advantage with LAB strains along the fermentation
process. The inoculated with different LAB strains changed similarly the
bromatologic characteristics without showing, however, differences in
nutritional value of corn silage evaluated after the fermentation period. Different
effects on LAB populations and filamentous fungi were provided by the
treatments inoculated in corn silage, which is not observed for yeast population.
It was determined that the tested treatments for the indicated dose inoculation is
6 log UFC g of forage for providing the greatest reduction of the fungi
filamentous in corn silage, thus, reducing the aerobic deterioration by these
microorganisms.

Keywords: Lactic acid bacteria (LAB). Inoculation. Volatile fatty acids. Yeasts.
Filamentous fungi. Aerobic stability.
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1 INTRODUCAO

Com a evolugdo da pecuaria, os produtores brasileiros passaram a adotar
os sistemas de producgdo intensiva, necessitando, dessa forma, de forragem de
boa qualidade durante o ano todo. Diante desse contexto, nos ultimos anos
houve a ampliacdo das técnicas de conservagdo de forragem, sendo a ensilagem
0 processo mais preponderante nos sistemas produtivos.

A ensilagem compreende a conservagdo das plantas forrageiras em
ambiente com reduzida concentracdo de oxigénio, a fim de minimizar as perdas
de nutrientes e de energia, conservando o valor nutritivo e as caracteristicas o
mais proximo possivel aos da forragem original. O estabelecimento da condigdo
de baixa concentra¢do de oxigé€nio na silagem é comprometido pela entrada de
ar durante o periodo de estocagem ou na abertura do silo, favorecendo o
crescimento de microrganismos oportunistas. Dessa forma, alguns produtos da
fermentacdo passam a ser substrato para microrganismos, que outrora latentes,
comegam a se desenvolver. A remog¢do de grande parte do ar pela compactacio
pode proporcionar condigdes favoraveis para o crescimento de bactérias acido-
laticas (BAL) (anaerdbios aerotolerantes), sendo essas o principal grupo de
microrganismos responsaveis pelo processo de conservacdo da massa ensilada.
As BAL fermentam os carboidratos soliveis, ou agucares (mono e
dissacarideos) presentes na planta, produzindo acidos, os quais reduzem o pH da
massa ensilada, inibindo o crescimento de microrganismos capazes de
promover a deterioracdo do material ensilado.

A planta de milho, (Zea mays L.) ¢ a forrageira mais utilizada para
ensilagem em todo o mundo. Essa forrageira apresenta caracteristicas adequadas
para confecg¢do de silagens de boa qualidade como teor de matéria seca (MS)
entre 28% e 42%, alto valor energético na matéria original ¢ baixo poder

tampdo, o que proporciona um padrdo adequado de fermentacdo microbiana,
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além de alta produg@o de MS por unidade de area, e apresentando também alta
ingestdo pelo animal. O milho apresenta outras caracteristicas desejaveis ao
processo da ensilagem, como por exemplo: possibilidade de colheita para graos
ou silagem, facilidade de mecanizagdo da cultura da semeadura até a ensilagem.

Embora, a cultura de milho apresente caracteristicas favoraveis para a
producdo de silagem de boa qualidade, esta ¢ bastante susceptivel a perdas de
nutrientes e deterioragdo aerdbia. Com isso, muitas pesquisas t€m buscado novas
alternativas com o objetivo de minimizar essas perdas, otimizando o processo
fermentativo e preservando o valor nutritivo original. Dentre essas alternativas,
destacam-se os inoculantes microbianos que t€m sido utilizados nas forrageiras
ainda frescas com o intuito de melhorar a fermenta¢do e a conservagdo das
silagens, prevenindo o crescimento de microrganismos deteriorantes. Os
inoculantes bacterianos abrangem a classe de aditivos mais utilizados e com
mais rapido desenvolvimento, sendo uma técnica extensamente difundida em
todo o mundo. Existem atualmente no mercado inoculantes contendo diferentes
espécies bacterianas. As BAL s3o o grupo mais utilizado, podendo incluir
bactérias homofermentativas, heterofermentativas ou a combinagdo de ambas.
Os inoculantes biologicos objetivam acelerar a queda do pH, induzindo a
exclusdo competitiva de microrganismos indesejaveis, reduzindo a perda de
nutrientes durante o metabolismo fermentativo e no pods-abertura dos silos,
momento de exposi¢ao aerdbia.

Embora, a maioria dos trabalhos demonstre a agdo positiva de
inoculantes sobre parametros fermentativos da silagem, estudos mostram que os
resultados podem variar muito entre espécies forrageiras ou entre condigdes
diferentes de ensilagem. Todavia, na literatura existem relatos de resultados
contraditérios obtidos com a utilizacdo dos inoculantes microbianos, uma vez
que as melhorias no perfil fermentativo das silagens nem sempre sdo

acompanhadas de melhoras no valor nutritivo e/ou ganhos no desempenho.
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O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da adigdo de novas cepas
de BAL isoladas de silagens de cana-de-agucar (Saccharum spp.), em diferentes
doses sobre as caracteristicas quimicas e microbioldgicas, bem como sobre a

estabilidade no pds-abertura de silagens de milho.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Principios da ensilagem

A conservagcdo de forragens na forma de silagem € um processo
fermentativo, em que os carboidratos soliveis sdo convertidos em acido
organicos mediante atividade microbiana, principalmente pela producdo de
acido latico BAL (MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991).

Segundo Weinberg ¢ Muck (1996), o processo de ensilagem pode ser
dividido em quatro fases. A fase aerdbia corresponde ao periodo em que a
forrageira esta sendo ensilada, sendo caracterizada pelas reagdes de respiracao e
protedlise decorrentes da acdo enzimatica dentro das células vegetais e também
pela agdo de alguns microrganismos aerobios e anaerdbios facultativos. Durante
o manejo da forrageira, o rompimento das células das plantas libera uma grande
quantidade de enzimas como amilase, hemicelulase, aumentando assim, o nivel
de carboidratos soliveis no material ensilado e enzimas proteoliticas, as quais
rompem as proteinas em peptideos, aminoacidos e amdnia.

Nesta primeira fase, quando a forragem chega ao silo, microrganismos
aerobicos ou aerobicos facultativos, como leveduras, fungos e certas bactérias,
podem atingir altas concentragcdes. Como resultado tem-se um grande consumo
de aglcar, o que, ao somar-se ao consumo decorrente da respiracao dos tecidos
da planta forrageira, pode significar perdas significativas de carboidratos
soluveis. Se as condi¢des aerdbicas permanecerem por longo tempo, durante o
enchimento do silo, microrganismos como leveduras e fungos filamentosos,
além do consumo de carboidratos, irdo provocar o aquecimento excessivo da
silagem.

O aumento da temperatura promoverd a quebra das proteinas em

compostos nitrogenados, ndo proteicos, soliveis e provocar processos de
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caramelizacdo de carboidratos (temperaturas acima de 42 ou 44°C, as
conhecidas reagcdes de Maillard). Esses efeitos negativos da fase aerobica, sobre
a qualidade da silagem, podem ser minimizados pelo rapido enchimento,
compactacdo e fechamento do silo.

A fase de fermentagdo inicia-se a partir do momento em que o oxigénio
¢ consumido, ocorrendo diversos processos como rompimento das células
intactas das plantas, liberando conteido celular, o qual contém aglcares e
enzimas e a rapida multiplicagdo dos microrganismos, sendo que os de maior
relevancia para a preservagdo da silagem sdo as BAL, as leveduras,
Enterobactérias, e Clostridium spp. As BAL contribuem para a preservagdo da
silagem a partir da producdo de acido latico e outros acidos orgénicos, os quais
proporcionam a reducdo do pH e, consequentemente, a inibicao da atividade
metabdlica de microrganismos indesejaveis. Segundo McDonald (1981), para
preservar as forragens pela fermentagdo ¢ imprescindivel atingir uma condic¢ao
anaerobica, seguida do consumo dos carboidratos celulares pelas BAL e reducdo
de pH e, por consequéncia, produgdo de acido acético.

A fase estavel ocorre apos o periodo de crescimento ativo das bactérias
produtoras de acido latico, tendo como caracteristica pequena atividade
biolégica (caso o silo tenha sido vedado corretamente) e uma possivel
degradagdo lenta de hemicelulose, liberando alguma quantidade de agucar. Os
principais fatores que podem comprometer a qualidade da silagem nessa fase ¢ a
permeabilidade do silo ao oxigénio e a compactacgdo da silagem.

A fase de deterioragdo aerdbia pode ocorrer quando o silo é aberto e o
oxigénio entra em contato com a massa ensilada. As leveduras e alguns fungos
filamentosos sdo os microrganismos mais comuns envolvidos na deterioragdo
aerobica da silagem, contudo bactérias como as enterobactérias, bacilos e
bactérias do género Listeria também podem ser responsaveis pelo processo de

deterioracdo. Portanto, a presenga desses microrganismos acarreta perda de
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nutrientes de alta digestibilidade da silagem, prejuizos sanitarios ¢ algumas
espécies de fungos filamentosos produzem compostos téxicos que podem afetar
a saude animal.

A qualidade da silagem depende da eficiéncia do processo fermentativo
e das condigdes de umidade e temperatura, da presenga de oxigénio, da
concentragdo de carboidratos soliveis e de caracteristicas particulares da
composicao fisico-quimica da planta ensilada. Os atributos quimicos das plantas
tém grande influéncia sobre a qualidade da silagem produzida, sendo os mais
importantes o teor de umidade, a qualidade e quantidade dos carboidratos, o
conteido proteico e o poder tampdo da forragem (NEUMANN; RESTLE;
BRONDANI, 2004). Fatores extrinsecos como o manejo de confec¢do da
silagem, as condi¢des climaticas e a microbiota epifitica, também sdo

importantissimos para assegurar a qualidade da silagem (MORALIS, 1999).

2.1.2 Silagem de milho

O milho ¢ considerado uma planta ideal para ensilagem, porque
apresenta varias caracteristicas desejaveis, tais como: alta produgdo de MS por
area (16 a 21 T/ha) e alta digestibilidade (51 a 61%) (NEUMANN, 2013).
Entretanto, deve-se ressaltar que a composi¢do quimica da planta do milho tem
grande influéncia sobre a qualidade da silagem produzida. Os atributos mais
importantes que influenciam a fermentagdo microbiana, determinando a
qualidade da silagem s3o o teor de umidade, a qualidade e quantidade de
carboidratos soltveis e o poder tampao da forragem.

O teor de MS da planta, na época ideal de corte, deve se enquadrar num
intervalo de 33 a 42%. Nesse intervalo de MS podem ser registrados o contetido
favoravel de carboidratos soluveis em agua, baixo poder tampao e alto contetido

de graos (40-50%). Essas caracteristicas favorecem a fermentagao latica que ¢
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considerada ideal no processo de conservacdo das silagens (MCDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991).

O estagio de maturagdo do milho no momento da colheita afeta a
qualidade da silagem, pois o contetido de graos, o teor de MS e a digestibilidade
da planta variam de acordo com o desenvolvimento da cultura (PEDROSO et al.,
2006). Lauer (1999) sugeriu que o teor de MS da planta deve ser o critério
utilizado para confirmagdo do ponto 6timo de colheita da planta de milho para a
ensilagem, sendo a evolugdo da linha de leite no grio o principal fator indicador.
O momento de corte ideal ¢ quando a planta alcanca teor de MS entre 30 e 35%,
sendo obtido nas plantas de milho no momento em que a consisténcia dos graos
estiver variando entre o estadio pastoso e o farindceo duro (NEUMANN, 2013).

O teor de MS pode favorecer a fermentacao latica e também influenciar
as perdas de nutrientes da silagem. As plantas de milho colhidas com teores
elevados de MS (40 a 45%) apresentam maiores niveis de perdas,
principalmente em fun¢do da maior dificuldade de compactagdo proporcionando
aquecimento da massa ensilada e menor taxa de fermentacdo, resultando em
silagens de qualidade inferior. Enquanto a colheita de plantas com baixo
conteido de MS propicia perdas durante a fermentagdo principalmente por
favorecem a multiplicagdo de microrganismos indesejaveis, como clostrideos
além do aumento da produgao de efluentes (FERREIRA, 2001).

Nos casos em que a forrageira nao ¢ colhida no estagio de maturidade
adequado, os inoculantes podem ajudar a melhorar o processo fermentativo.
Eichelberger, Siewerdt e Souza Junior (1997) relataram que o uso de inoculantes
na ensilagem de aveia preta melhorou as caracteristicas fermentativas das
silagens quando os teores de MS da planta estavam acima ou abaixo do ideal.

Os carboidratos presentes nas plantas sdo importantes para 0 processo
da ensilagem. Os carboidratos fibrosos (CF) compreendem os polimeros que

compdem a parede celular vegetal. Os carboidratos ndo fibrosos (CNF)
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representam os agUcares soliveis em agua (mono ¢ dissacarideos), amido e
pectina que sdo rapida e completamente digeriveis no TGI (trato gastro
intestinal) (MERTENS, 1987; MERTENS; HALEVI, 1996). Esses carboidratos
podem ser considerados os principais substratos para a fermentagdo lactica no
interior do silo (HENDERSON, 1993) e suas concentragdes podem variar de
acordo com a espécie, cultivar, clima e estagio de maturidade. Segundo Gourley
e Lusk (1977), sdo necessarios de 6 a 8% de carboidratos solaveis na MS do
material verde para que ocorra uma adequada fermentag@o.

A capacidade dos microrganismos em utilizar os carboidratos dependera
do potencial metabolico microbiano, diferentes cepas das mesmas espécies de
bactérias podem agir de forma diferente durante o processo fermentativo, o que
indica que a escolha de estirpes para serem utilizadas como inoculantes em
silagem é fator essencial, assim como a escolha da forrageira. Avila et al. (2010)
observaram que cepas distintas da espécie L. plantarum, utilizadas como
inoculantes em silagem de cana-de-agucar, apresentaram desempenhos
diferentes na producdo de acido acético, sendo a cepa L. plantarum isolada de
cana-de-agucar mais eficaz na sintese de acido acético, quando comparada a
cepa L. plantarum Biomax 5®. Esses mesmos autores também relataram a
produgdo diferenciada de acido propidnico, em silagem de cana-de-agtcar, por
L. buchneri cepa UFLA SIL 72 e L. buchneri pertencente ao inoculante
comercial Pioneer 11A44TM, sendo a primeira cepa mais eficiente em produzir
tal &cido quando comparada a cepa comercial.

Outro fator importante na ensilagem ¢ o poder tampdo das plantas que
expressa a resisténcia da massa a redu¢do do pH. A maior parte do poder
tamponante das plantas pode ser atribuida aos anions como os sais de acidos
organicos, ortofosfatos, sulfatos, nitratos e clorados. O milho apresenta baixo
poder tampao durante a época ideal de corte, ou seja, a massa ensilada permite

uma rapida queda do pH, o que ¢ desejavel. Fatores como o hibrido utilizado,
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além de aspectos relativos ao solo ¢ ao clima, também causam variagdes na
qualidade da silagem (NEUMANN; MUHLBACH; NORNBERG, 2007).

Com isso, considera-se que os cuidados para ensilagem comegam no
campo, passando pelo processo de fermentacdo, e continuam depois que os silos
forem abertos para a alimentagdo dos animais. Apds a abertura de um silo,
observa-se progressiva deterioragdo aerdbia causada pela proliferacdo dos
microrganismos oportunistas, em funcdo do aumento do pH e concentracdo de
oxigénio (PEDROSO et al., 2006).

As silagens de milho podem ser consideradas alimentos nobres, pois sdo
dotadas de alto valor nutritivo, elevada produtividade, sendo, portanto, uma
alternativa de alimento volumoso fundamental na cadeia produtiva intensiva
tanto de bovinos de corte como de leite. Os cuidados com essas silagens apds a
abertura dos silos devem ser extremamente criteriosos em razdo da maior
instabilidade aerobia da maior concentracdo de substratos potencialmente
oxiddveis por microrganismos oportunistas (NEUMANN et al., 2006;
SIQUEIRA; BERNARDES; REIS, 2005).

2.2 Microbiota da silagem

O processo de ensilagem ¢ bastante complexo, ocorrendo mudangas
bioquimicas bruscas nos substratos pela agdo dos microrganismos presentes nas
forrageiras e pelos que se multiplicam nas silagens. O conhecimento da
populacdo microbiana ¢ importante para compreensdo das interacdes que
ocorrem, principalmente quando as silagens sdo mal preservadas. Logo,
conhecer as caracteristicas dos microrganismos resultara em maior eficiéncia na
utilizagdo de recursos para melhoria das técnicas de conservacao dos alimentos

(SANTOS et al., 2008).
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A microbiota da silagem encontra-se divididada em dois grupos
distintos, os microrganismos desejaveis e os indesejaveis. Os microrganismos
desejaveis sdo as bactérias do acido latico (BAL) e bactérias do 4cido propidnico
(BAP) e os indesejaveis sao aqueles microrganismos prejudiciais & conservagao
da forrageira em virtude da baixa capacidade e/ou incapacidade desses
microrganismos. Os microrganismo indesejaveis podem apresentar alto consumo
de nutrientes (leveduras, fungos filamentosos, bactérias dos géneros Bacillus,
Listeria ¢ bactérias do acido acético) ou causarem deterioragdo aerdbica
(leveduras,). Muitos ndo s6 diminuem o valor nutrional como podem causar
doengas aos animais (SEGLAR, 2003; THUAULT et al., 1991).

Durante a ensilagem, os microrganismos capazes de crescer em meio
com concentragdo reduzida de oxigénio (BAL, enterobactérias, clostridios,
alguns Bacillus spp. e leveduras) desenvolvem e competem pelos nutrientes
disponiveis (BOLSEN, 1995). As mudangas ocorridas nos primeiros dias apds a
ensilagem sdo criticas para o sucesso da fermentagdo subsequente. Em
condi¢des favoraveis, com o teor de MS em torno de 30%, baixa concentragao
de oxigénio e presenga de carboidratos soliveis, as BAL rapidamente acidificam
0 meio e a maioria dos microrganismos indesejaveis ndo sdo capazes de

sobreviver, conduzindo, dessa forma, para uma silagem de baixo pH e estavel.

2.2.1 Bactérias do acido latico (BAL)

As BAL sdo as principais responsaveis pela queda do pH, porque
sintetizam maiores quantidades de 4cido latico (SEALE, 1986). As BAL fazem
parte da microbiota epifitica da forrageira e sdo representadas por varias
espécies e se multiplicam ao longo da fermentag@o dos substratos. Sdo bactérias

gram-positivas, ndo produzem esporos, sdo anaerobios aerotolerantes.
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Com relagdo ao metabolismo, baseando-se na fermentagdo de agucares,
as BAL podem ser classificadas em homofermentativas obrigatorias (produzem
exclusivamente acido latico da fermentagdo de hexoses e ndo fermentam
pentoses) e heterofermentativas. Essas ultimas possuem duas vias de degradacao
de aclcares que as classificardo em heterofermentativas facultativas ou
obrigatérias. Na primeira via, proposta por McDonald, Henderson ¢ Heron
(1991), as bactérias degradam carboidratos soluveis (glicose e frutose) em
lactato, acetato, manitol, diéxido de carbono e agua, sendo denominadas de
bactérias heterofermentativas facultativas (AXELSON, 1993). Na segunda via,
proposta mais recentemente por Oude-Elferink et al. (2001), as bactérias
degradam &cido latico em acido acético, 1,2- propanodiol, diéxido de carbono e
tragos de etanol, sendo classificadas como heterofermentativas obrigatorias
(AXELSON, 1993).

A producdo de etanol praticamente nula e o aumento na concentragdo de
acido acético como produto final da fermentacao sdo justificados pelo fato das
espécies heterofermentativas, em especial a L. buchneri (heterofermentativa
obrigatoria), ndo possuirem a enzima acetaldeido desidrogenase, responsavel
pela reducdo de acetaldeido a etanol (MCDONALD; HENDERSON; HERON,
1991). Embora o acido acético seja considerado pouco eficiente, quanto na
fun¢do de reduzir o pH da silagem, porém apresenta acdo antimicrobiana sobre
leveduras e fungos filamentosos (MOON, 1983).

Assim, as espécies do género Lactobacillus podem ser divididas em trés
grupos, segundo Axelsson (2004); Grupo I: composto por BAL
homofermentativas obrigatdrias. Como exemplos tém-se L. acidophilus, L.
delbriickii, L. bovis, L. helveticus. Grupo II: representado pelas BAL
heterfermentativas facultativas como L. plantarum, L. casei, L. sakei, L.

curvatus. Grupo III: sdo as BAL heterofermentativas obrigatorias, representadas
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por L. brevis, L. buchneri, L.fermentum, L. reuteri. A maior parte das BAL em
silagens pertence aos dois ultimos grupos.

Com relagdo as espécies de BAL frequentemente encontradas na
silagem, citam-se as dos géneros bacterianos Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc, Lactococcus, Enterococcus e Streptococcus (PAHLOW et al.,
2003).

2.2.2 Enterobactérias

As enterobactérias sdo microrganismos gram-negativos, ndo formadores
de esporos e anaerdbios facultativos. No processo de ensilagem estdo
relacionadas ao consumo inicial de oxigénio, auxiliando no estabelecimento das
condi¢bes anaerobias. As enterobactérias fermentam os carboidratos, tendo
como subproduto o acido acético, além de outros compostos. A queda do pH no
material ensilado ¢ lenta, aumentando a perda de MS durante o processo, ¢ altas
concentragdes desse acido reduzem o consumo da silagem pelos animais.
(MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991).

As enterobactérias s3o inibidas pela redugdo do pH da massa ensilada,
porque o pH oOtimo para seu crescimento estd entre 6,0 e 7,0, sendo que a
maioria das linhagens ndo se desenvolve em pH abaixo de 5,0. Dessa forma, em
condi¢des adequadas para a populagdo de enterobactérias, que normalmente é
alta nas forrageiras ensiladas, as quais permanecem ativas apenas durante as
primeiras 12 a 24 horas da ensilagem. Apos esse periodo, seu namero

populacional declina rapidamente (OSTLING; LINDGREN, 1995).
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2.2.3 Bactérias esporogénicas

As bactérias do género Clostridium sdo gram-positivas, esporogénicas,
que crescem sob condi¢des estritamente anaerdbias, com algumas excegdes
aerotolerantes (MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991). A fermentagao
clostridica resulta em perdas significativas de MS e os produtos da fermentacgdo
reduzem a palatabilidade, além de diminuir a estabilidade da silagem (ROTZ;
MUCK, 1994). A presenca de Clostridium sp. tem efeito negativo sobre a
qualidade da silagem se o pH ndo for suficientemente baixo para inibir o seu
crescimento, pois esses microrganismos fermentam aglcares, acido latico e
aminoacidos, elevando o pH, produzindo acido butirico e aminas que podem
prejudicar a ingestdio e a palatabilidade da silagem (MCDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991; STEFANIE et al., 2000).

As bactérias do género Bacillus também sdo esporogénicas, mas
diferentemente dos clostridio sdo aerdbias ou aerdbias facultativas. Os Bacillus
fermentam grande variedade de carboidratos, formando 4cidos organicos
(acético, latico, butirico) e/ou alcoois como etanol, 2,3-butanodiol e glicerol, o
que predispde a silagem a a¢do de microrganismos deterioradores em condi¢des
aerdbias, reduzindo a estabilidade (NOEL; BERKELY, 1986). No entanto, deve-
se ressaltar que ha algumas espécies de Bacillus produtoras de substancias
antifungicas que t€m sido usadas para inibir a deterioragcdo aerobia da silagem
(MORAN; PULLAR, 1993). Basso et al. (2012) relataram que a inoculacao de
Bacillus subtilis na concentragio de 5x10° unidades formadoras de colonia
(UFC) g de silagem, melhora a estabilidade aerébia da silagem de milho, de
forma a manter os valores de pH mais estaveis na fase de pos-abertura dos silos.
As bactérias pertencentes ao género Bacillus que tem sido isoladas de silagens
sdo B. cereus, B. lentus, B. firmus, B. sphaericus, B. licheniformis e B.
Polymyxa (GIFFEL et al., 2002).
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2.2.4 Principais microrganismos associados a deterioracdo aerdbia das

silagens

As leveduras sdo microrganismos eucarioticos, anaerdbios facultativos e
heterotroficos e sob condi¢des de anaerobiose fermentam aglicar em etanol,
diéxido de carbono e agua. Conforme McDonald, Henderson e Heron (1991), as
leveduras sobrevivem em condi¢des com baixas concentracdes de oxigénio e
baixos valores de pH (pH < 4,0). Esses mirorganismos sio responsaveis pelo
inicio da deterioragdo aerébia em silagens (PAHLOW et al., 2003;
WOOLFORD, 1990), embora as bactérias acido acéticas (SPOELSTRA;
COURTIN; BEERS, 1988) e outros microrganismos (BERNARDES et al.,
2007; LINDGREN; OLDENBURG; PAHLOW, 2002) sejam também citados
como iniciadores.

As leveduras responsaveis pelo processo de deterioracdo sdo
classificadas em dois grupos, segundo Jonsson e Pahlow (1984): as espécies que
utilizam 4cidos organicos (géneros Candida, Endomycopsis, Hansenula e
Pichia) e as que consomem agtcares (género Torulopsis). Como resultado do
consumo dos carboidratos soliveis e dos acidos, as leveduras realizam a
fermentacdo alcoolica. A producdo de etanol ndo tem valor preservativo para a
silagem, provocando perdas de MS e energia (WOOLFORD, 1984) e podendo
causar rejeicao de consumo pelo animal (SCHMIDT et al., 2004).

Com o fechamento dos silos e consequente diminuicdo de oxigénio, as
leveduras competem com as BAL pelos aglicares e, nas primeiras semanas de
ensilagem, a populagio de leveduras pode atingir 10’ ufc/g, porém o decréscimo
dessa populagdo ¢ iminente em fung¢fo da concentragdo de acidos, pH e
anaerobiose (JONSSON; PAHLOW, 1984). Embora a auséncia de oxigénio
predomine no interior do silo, as areas superficiais (mais proximas a atmosfera)

estdo sujeitas ao contato com oxigénio, principalmente em fungdo dos materiais
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usados para cobrir os silos. Nessas situagdes, as leveduras podem multiplicar
lentamente durante todo o periodo da ensilagem e no momento da abertura
apresentar contagens acima de 100.000 UFC g' de silagem (BORREANI;
TABACCO; COLOMBARI, 2002). A aeragdo do material na ensilagem
impulsiona a multiplicagdo das leveduras, o que favorece o processo de
deterioracdo apds a abertura dos silos, conforme observado por Kung Junior et
al. (1998) e Muck (2004) em silagens de milho, nas quais as populagdes de
leveduras foram superiores a 10° ufc/g, comprometendo a estabilidade da
silagem em poucas horas.

Os fungos filamentosos sdo  microrgansimos  eucarioticos,
quimiorganotroficos, geralmente apresentando exigéncias simples, sendo a
maioria aerébia (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2010). A ocorréncia de
fungos filamentosos em silagens esta associada, principalmente, a falhas na
compactacdo da forrageira, que podem ocorrer em func¢do do teor de MS e
tamanho das particulas (MUCK; SHINNERS, 2001). Fatores ambientais
também influenciam o crescimento de fungos, como umidade elevada, substrato
propicio (rico em carboidrato), temperatura adequada, pH superior a 5,0 e
ambiente sem circulagdo constante de ar. Esses microrganismos apresentam alta
resisténcia as variagdes de pH e alguns sobrevivem em meio microaerofilico.
Estes mirroganismos sdo responsaveis por perdas nutricionais, deterioragdo
aerdbica da silagem e produgdo de micotoxina. A produgdo de esporos fingicos
facilita a dispersdo e contaminacdo de novos ambientes (DRIEHUIS, 2012).

Os fungos presentes na deterioragdo da silagem sao representados por
muitos géneros, incluindo os tipos termofilicos. Em algumas silagens, o
desenvolvimento dos fungos filamentosos segue o das leveduras e isso
frequentemente ¢é refletido no aparecimento de picos de elevagdo da temperatura
durante a deterioragdo. Um grande ntimero de espécies tem sido isoladas de

silagens deterioradas, incluindo espécies dos géneros Monascus, Geotrichum,
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Bissochlamys, Mucor, Monilia, Aspergillus, Penicillum e Fusarium
(MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991).

Segundo Driehuis, Oude-Elferink ¢ Wikselaar (2011), as micotoxinas
encontradas na silagem de milho e de culturas de clima temperado podem ser
produzidas antes ou depois da ensilagem. No primeiro caso, as micotoxinas sao
produzidas por fungos que infectaram a cultura vegetal ainda em
desenvolvimento no campo ou por fungos endofiticos que viviam associados as
plantas. As principais micotoxinas decorrentes dessa situagdo sdo tricotecenos,
zearalenona, fumonisinas e aflatoxinas. Micotoxinas encontradas apds a
ensilagem podem ainda estar relacionadas a fungos que desenvolveram durante
o processo de ensilagem, normalmente devido decorrentes de praticas
inadequadas na condu¢do do processo. Os principais fungos encontrados nesse
caso sdo Penicillium roqueforti, P. paneum e Aspergillus fumigatus. E
importante determinar em que momento as micotoxinas encontradas na silagem
sdo produzidas para distinguir os diferentes tipos de fungos, micotoxinas e
fatores agricolas que estdo envolvidos e que influenciardo os niveis de
micotoxinas (DRIEHUIS, 2011).

Mallmann (2012) ressalta que a producdo de toxinas € especifica para
cada fungo, requerendo condi¢cdes especificas de umidade, temperatura,
substrato e oxigénio apropriado. Como exemplo, o Fusarium sporotrichioides
produz uma toxina sob condigdes de baixa temperatura, enquanto o Aspergillus
flavus tem a habilidade de produzir toxinas a uma temperatura de 25°C ¢ até
mesmo sob condigOes desfavoraveis.

Além das leveduras e fungos filamentosos, as bactérias do acido acético
(gram-negativas e catalase positiva) sdo conhecidas por atuarem no inicio da
deterioracdo aerobia da silagem (NISHINO, 2011). Espécies isoladas de silagens
de milho pertencem ao género Acetobacter, mas sabe-se que outros 10 géneros

sdo também conhecidos como membros da familia das bactérias do acido acético
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(YAMADA; YUKPHAN, 2008). A oxidagdo de etanol para acido acético por
essas bactérias ¢ bem conhecida e ainda ¢ valido ressaltar que as bactérias do
acido acético sdo capazes também de promoverem a oxidacdo de acidos latico e
acético para CO, e H,O. Spoelstra, Courtin ¢ Beers (1988) observaram a
oxidacdo de etanol a acido acético da silagem de milho por bactérias do acido
acético na auséncia e presenca de leveduras, comprovando, dessa forma, que
essas bactérias podem, sozinhas, serem as responsaveis pela iniciacdo da
deterioracdo aerobia da silagem. Embora ja se saiba que as bactérias do acido
acético estejam envolvidas com a deterioragdo aerdbia das silagens, poucos
estudos vém sendo conduzidos para maiores entendimentos sobre a atividade
dessas bactérias em diferentes tipos de culturas para ensilagem. Em silagens de
milho, essas foram isoladas e caracterizadas como iniciadoras do processo de
deterioracdo aerobica (MUCK, 2012). Por outro lado em silagem de cana-de-
agucar, especula-se um efeito benéfico dessas bactérias, convertendo parte do

etanol em 4cido acético e inibindo leveduras (NISHINO, 2011).

2.3 Inoculantes

Varios aditivos tém sido desenvolvidos com o objetivo de melhorar o
padrio de fermentagdo e a estabilidade aerdbia das silagens, controlando o
crescimento de microrganismos deterioradores com consequente dimuicdo de
perdas de energia do alimento e ganho no desempenho animal. Os aditivos, no
entanto, devem ser seguros, ficeis de manusear, além de economicamente
vidveis. Os aditivos podem ser classificados como quimicos ou microbianos. E,
também chamados de inoculantes, que, alias, tornaram-se o tipo de aditivo mais
utilizado nas silagens em muito paises (HENDERSON, 1993).

A maioria desses produtos eram compostos de BAL homofermentativas

(diversas espécies de Pediococcus e Enterococcus faecium) ou
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heterofermentativas facultativas (L. plantarum, L. casei,). Espera-se, com o uso
dessas espécies, uma rapida e eficiente fermentagdo, como consequéncia de uma
grande producdo de acido latico, seguida de redugdo de pH e, assim, as perdas
de MS e a producao de efluentes da forrageira seriam minimizadas e o valor
nutritivo conservado de forma semelhante a forrageira fresca (MCDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991; MUCK, 2012). Os inoculantes microbianos
ainda visam melhorar o desempenho animal: producgdo de leite, ganho de peso,
eficiéncia na alimentacdo (WEINBERG; MUCK, 1996).

No entanto, foi observado que os inoculantes compostos de cepas
bacterianas homofermentativas apresentavam efeitos varidveis sobre a
populagdo de leveduras e negativos sobre a estabilidade aerdbia de silagens de
milho e de pequenos graos, possivelmente em fun¢do da diminui¢do do acido
acético (DRIEHUIS; WIKSELAAR, 2000; HHGGINBOTHAM et al., 1998).

No final de 1990, uma nova classe de inoculantes, composta por
bactérias heterofermentativas obrigatorias, tais como L. buchneri, entraram no
mercado. Essas cepas crescem lentamente, mesmo apds o periodo de
fermentacdo ativa, com capacidade para converter o acido latico e agucares em
acido acético 1,2 propanodiol, &cido propidnico, didxido de carbono e tragos de
etanol (OUDE-ELFERINK et al., 2001). Dessa forma, esses microrganismos,
em geral, produzem maiores concentracdes de acido acético comparados as
bactérias heterofermentativas facultativas, inibindo o crescimento de levedura e
fungos e consequentemente a estabilidade aerobia ¢ aumentada.

Atualmente, existe no mercado uma terceira classe de inoculantes, que é
composta de uma combinagdo de cepas de L. buchneri e de linhagens mais
tradicionais. O intuito dessa combinacdo de bactérias ¢ aumentar a recuperagao
de MS, maximizar o desempenho animal e melhorar a estabilidade aerobia.
Como exemplo, os inoculantes bacterianos podem ser compostos por

Lactobacillus sp., Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacilus
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buchneri, Enterococcus faecium, Pediococcus spp., Streptococcus faecium,
Streptococcus faecalis e propionibactérias, ¢ de complexos enzimaticos
compostos por hemicelulase, celulase, amilase, a-galactosidase e B-mananase
(BERNARDES; REIS; MOREIRA, 2005; JOBIM; GONCALVES, 2003;
KUNG JUNIOR et al., 2007; RODRIGUES et al., 2004).

Alguns autores afirmam que o crescimento das cepas bacterianas e o
sucesso no processo fermentativo nos silos podem ser explicados pelo rapido
crescimento € competi¢do com as bactérias epifiticas por carboidratos presentes
na planta (MUCK, 2012). Algumas cepas podem também produzir compostos
antimicrobianos, inibindo microrganismos patogénicos e deterioradores. Basso
et al. (2012) relataram que a inoculagdo de Bacillus subtilis controla o
crescimento de microrganismos deterioradores. Gollop, Zakin e Weinberg
(2005), Marcinakova et al. (2008) e Ratanapibulsawat et al. (2005) isolaram
cepas de BAL a partir de silagem e essas apresentavam atividade inibitoria
contra uma variedade de espécies bacterianas: Staphylococcus aureus,
Salmonella sp., Bacillus sp., Listeria sp. e Escherichia coli. Existem também
evidéncias de que algumas BAL produzem compostos antifingicos (BROBERG
et al., 2007).

Diversos estudos analisaram os perfis fermentativos de silagens
inoculadas com Lactobacillus plantarum e verificaram uma rapida elevagdo do
numero desses microrganismos, elevada produc¢do de acido latico, rapido
declinio do pH e consumo de carboidratos soluveis, em trés a sete dias de
fermentacdo (BOLSEN; WILKINSON; LIN, 2000; KUNG JUNIOR et al.,
2007). Da mesma forma, Kung Junior (2009), Taylor ¢ Kung Junior (2002) e
Weinberg et al. (1999) observaram que a adigdo do Lactobacillus buchneri
40788 melhorou a estabilidade aerdbia, aumentando a concentracdo de acido

acético e diminuindo as populag¢des fungicas.
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A estabilidade aerobia da silagem pode ser definida como a resisténcia
da massa de forragem a degradacdo, apos abertura do silo. Alguns autores a
definem como sendo o tempo transcorrido para que a silagem atinja temperatura
superior a 2°C acima da temperatura ambiente (TAYLOR; KUNG JUNIOR,
2002). A estabilidade da silagem ¢ determinada pela fermentagdo aerdbia (pos-
fermentacdo) que ocorre apds a abertura do silo. Para solucionar a deterioragdo
da silagem torna-se necessario o uso de aditivos quimicos ou microbioldgicos
(NISHINO et al., 2003; SIQUEIRA et al., 2007).

A utilizagdo de inoculantes contendo BAL, além de melhorar a
qualidade da fermentagdo, pode trazer outros beneficios. Bolsen, Wilkinson e
Lin (2000) e Kung Junior e Ranjit (2001) relataram melhoria do wvalor
nutricional de silagens inoculadas com diferentes cepas de bactérias,
proporcionando uma redugdo da fracdo fibrosa em relagdo as silagens nao
inoculadas. Quando a silagem inoculada ¢ fornecida aos animais, ela pode
produzir um efeito positivo, como aumento no ganho de peso e maior producao
de leite (KUNG JUNIOR; MUCK, 1997). A causa dessa melhoria no
desempenho nfo ¢ clara, no entanto estudos in Vvitro sugerem que as silagens
inoculadas melhoraram o crescimento microbiano no ramen, o que tem sido
observado mesmo quando os inoculantes tiveram pouco efeito sobre a qualidade
da fermentacdo da silagem (MUCK, 2004).

Apesar da maioria dos trabalhos recomendarem a utilizacdo de
inoculantes em silagem por proporcionarem algum beneficio, existem ainda
dados contraditorios (KLEINSCHIMIT; KUNG JUNIOR, 2006; PEREIRA;
ROCHA; FERREIRA, 2007; ROCHA et al., 2006; ZOPOLLATO; DANIEL;
NUSSIO, 2009). Pereira, Rocha e Ferreira (2007) ¢ Rocha et al. (2006),
avaliando silagens de gramineas tropicais, n3o observaram diferengas

significativas entre silagens com ¢ sem inoculante: ndo foi observada eficiéncia
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dos inoculantes para melhorar o padrio fermentativo e sobre os valores

nutricionais das silagens.
2.4 Inoculantes para silagem de milho

Embora as grandes empresas produtoras de inoculantes estejam
localizadas na Europa e América do Norte, paises da Asia, América do Sul e
Africa tém realizado muitas pesquisas sobre inoculantes para aplicagio em
gramineas tropicais, uma vez que produtos desenvolvidos para gramineas de
estacdo fria podem ndo ser tdo eficazes quando usados em gramineas e
leguminosas tropicais. A qualidade da silagem depende, basicamente, do
material ensilado e do tipo de microrganismo que atuara durante o processo de
fermentacao e apos a abertura dos silos (JOBIM et al., 1997).

A escolha de um inoculante deve ser baseada em critérios que
considerem aspectos relacionados a forrageira em questdo e ao objeitvo a ser
alcangado. Os microrganismos homofermentativos caracterizam-se pela taxa de
fermentacdo mais rapida, atingem esse objetivo através da diminui¢do do pH,
menor protedlise, maior concentragdo de acido latico, menores teores de acidos
acético e butirico, menor teor de etanol e maior recuperagdo de energia e MS.
Bactérias heterofermentativas utilizam acido latico e glicose como substrato para
producdo dos acidos acético e propidnico, os quais sdo efetivos no controle de
fungos, sob baixo pH (ZOPOLLATTO; DANIEL; NUSSIO, 2009). Logo, para
melhorar a qualidade da silagem, as BAL homofermentativas sdo a melhor
opcdo e caso o objetivo seja melhorar a estabilidade aerdbia, as cepas
heterofermentativas devem ser usadas ¢ a combinacdo das cepas selecionadas
confere potenciais vantagens (LAURIAULT et al., 2009).

Entretanto, sdo apontadas algumas hipdteses para o insucesso da

utilizagdo de inoculantes em silagens. Dentre elas, destacam-se a atividade
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competitiva da populagao epifita da planta originada a partir de cepas selvagens,
o baixo teor de aglicares da forragem, o excesso de oxigénio, os extremos de
atividade de dgua na massa ensilada, e os problemas na aplicagdo do produto
(KUNG JUNIOR; STOKES; LIN, 2003).

A falta de efetividade dos inoculantes também pode ser em fungdo das
cepas presentes nos inoculantes, existindo a necessidade da compatibilidade com
a forrageira e os processos fermentativos. Avila et al. (2010) observaram que
cepas da mesma espécie, porem isoladas de diferentes ambientes, podem atuar
de forma distinta ao longo da ensilagem. Hill (1989) verificou que quando trés
“linhagens” de Lactobacillus plantarum isoladas de milho, sorgo e alfafa, foram
juntamente inoculadas em cada planta, a “linhagem” dominante em cada silagem
foi a natural de cada planta. Assim, a aplicagdo de aditivos microbiolégicos a
partir de bactérias da propria planta a qual se deseja ensilar deve ser levada em
consideracdo para um bom desempenho do aditivo, ou seja, um inoculante
desenvolvido para determinada forrageira ndo necessariamente terda o mesmo
efeito em outras espécies de plantas ensiladas. Corroborando essa afirmagéo,
Avila et al. (2009, 2010, 2012) verificaram que cepas de Lactobacillus
originadas da silagem de cana-de-acticar foram eficientes em aumentar as
produgdes dos acidos acético e propionico, reduzir a concentragdo de etanol e
contagens de leveduras, melhorando a estabilidade aerdbia em silagens de cana-
de-agucar. Esses autores também verificaram que a adi¢do de cepas de BAL,
selecionadas a partir da silagem de cana-de-agucar, promoveu maior produ¢do
de 4cido acético na silagem inoculada com o L. plantarum isolado a partir da
cana, em comparagdo as silagens inoculadas com um produto comercial que
continha a cepa L. plantarum, confirmando a existéncia de diferencas entre as
estirpes da mesma espécie bacteriana (AVILA et al., 2009, 2010).

Outros trabalhos foram conduzidos, buscando-se selecionar

microrganismos eficientes para inocular diferentes tipos de forrageiras para
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ensilagem. Saarisalo, Skytta e Haikara (2007) isolaram cepas homofermentativas
com propriedades antimicrobianas para ensilagem de graminea temperadas;
Marcinakova et al. (2008) pesquisaram e isolaram cepas de Enterococcus
faecium com potencial inoculante, uma vez que produziam bacteriocina;
Banemann et al. (2010) investigaram o potencial de um inoculante para
aumentar a producdo de metano a partir de silagem de milho; Pasebani et al.
(2011) investigaram inoculantes em silagens de Panicum maximum, com a
finalidade de reduzir pH, amonia, fibra.

A inoculagdo da silagem de milho ¢ justificavel por alguns motivos,
principalmente porque acelera o tempo de conclusdo da fermentagdo, causando
redugdo das perdas de nutrientes (JOBIM et al., 1997). E justificavel também em
funcdo da alta concentracao de graos e dos altos teores de carboidratos soluveis,
visando, assim, assegurar uma maior preservacdo da massa ensilada por meio da
solubilizagdo tardia de alguns substratos que estdo diretamente relacionados a
adequada manutencdo do meio (por exemplo pH) e dos microrganismos
desejaveis (KUNG JUNIOR; SHAVER, 2001). Entretando, relatos na literatura
afirmam que ndo € necessario o uso de aditivos para o estimulo da fermentagdo
em silagem de milho (AMARAL; BERNARDES, 2013), desde que a planta se
encontre no ponto de colheita, com teor MS entre 25 ¢ 30% ¢ apresente uma
populagdo epifitica de Lactobacillus, os quais inibem os processos fermentativos
indesejaveis. Por outro lado, a utiliza¢do de aditivos seria necessaria, ¢ sua agao
mais eficaz, quando a planta ensilada ndo ¢ de boa qualidade ou quando ocorrem
falhas no processo de ensilagem, ou de retirada da forragem apo6s a abertura dos
silos. Com isso, nos ultimos anos tem crescido o interesse em selecionar cepas
adequadas a determinados grupos de forrageiras, como o milho, que tenham
melhor efeito sobre os processos de fermentacdo (SAARISALO; SKYTTA;
HAIKARA, 2007).
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Os microrganismos presentes nos inoculantes devem ser aplicados em
doses suficientes para dominar de forma eficaz a fermentagdo, ou seja, a
quantidade de inoculante deve ser utilizada para obtencdo de -efeitos
consistentes. As doses de BAL também tém sido objetivos de diversos estudos, a
fim de se obter melhor relagdo custo beneficio na produgéo de silagem. Alguns
pesquisadores propdem um minimo de 10° unidades UFC por grama de
forragem fresca e um nivel preferivel de 10° (KUNG JUNIOR; SHAVER,
2001). Observa-se que os relatos na literatura sdo bastante diversos quanto a
populag@o a ser inoculada mais eficiente para o processo fermentativo, sendo
que alguns trabalhos relatam diferengas entre doses quando em outros nao sio
detectadas essas diferencas.

Em estudos conduzidos por Filya, Sucu e Karabulut (2006) com
diferentes doses de L. buchneri (1x10°, 5x10° e 1x10° UFC/g) em silagens de
milho, os autores ndo verificaram diferengas significativas entre os teores de MS
com o aumento das doses de L. buchneri em silagens de milho. Ranjit, Taylor e
Kung Junior (2002) ndo encontraram diferencgas significativas na recuperacdo de
MS com o aumento de doses de L. buchneri (1x10° 2,5x10%; 5x10° e 1x10°
UFC/g) em silagens de milho.

Basso et al. (2012) relataram que doses de L. buchneri maiores que 10°
UFC/g em silagens de milho proporcionaram maior redugdo da contagem de
leveduras e maiores concentra¢des de acido acético. Kleinschimit e Kung Junior
(2006), Kleinschimit, Schmidt e Kung Junior (2005) e Nishino et al. (2003),
verificaram aumento na estabilidade de silagens de milho inoculadas com
populagdes maiores ou igual 1x10° UFC/g of L. buchneri. Ranjit, Taylor ¢ Kung
Junior (2002) e Taylor e Kung Junior (2002) e, a inoculagdo com L. buchneri
mostra maior efetividade com inoculagio superior a 5x10° UFC/g. Reis et al.
(2008), avaliando o efeito do L. buchneri nas silagens de grios imidos de milho

(5x10%, 1x10°, 2x10° ¢ 4x10° UFC/g de massa ensilada), observaram que a
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inoculagdo da silagem com 1 x 10° UFC/g de L. buchneri mostrou-se eficaz no
controle de leveduras e fungos e promoveu aumento na estabilidade aerdbia.
Diante desse resultado, obtido os autores, ressaltam que ndo ha necessidade de
populagdes inoculadas superiores a supracitada, considerando-se a relacdo custo-

beneficio.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparo dos inoculantes

As cepas bacterianas utilizadas no experimento consistiram de 8 cepas
isoladas da silagem de cana-de-agucar e a cepa presente no inoculante comercial
Lalsil Cana (Matsuda e Lallemand® S) que se encontravam armazenadas em
criotubos a 80°C negativos. Todas as cepas foram reativadas conforme Avila et
al. (2009). Inicialmente, foram cultivadas em tubos contendo 2 ml de caldo MRS
por 24 horas, a 30°C. Em seguida, foram transferidas para tubos contendo 10 ml
de caldo MRS e incubadas, por mais 24 horas, e, finalmente, transferidas para
frascos Erlenmeyers contendo 250 ml de caldo MRS e novamente incubadas, por
24 horas, a 30°C. Apos esse periodo de incubagdo, foi feita a contagem do

namero de células, obtendo-se resultado de 9 log UFC mL™" do caldo.

3.1.1 Preparo do milho para ensilagem

A ¢época de colheita do milho foi determinada seguindo-se o critério de
acompanhamento visual da evolugdo da linha de leite nos grios centrais das
espigas com mais de 1/3 do grio (CRUZ et al., 2005). A colheita foi realizada
com colhedora automotriz, com tamanho da particula regulado para 10 mm. A
forrageira foi levada para um galpdo para aplicacdo dos inoculantes e confeccao

das silagens.
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3.1.2 Preparo da silagem de milho e formacao dos tratamentos

Apo6s o periodo de incubagdo os inoculantes foram adicionados a uma
concentragio de 9 log UFC Kg' de forragem e para execugdo do trabalhos
foram retiradas foram retirados 3 ml e 30 ml do caldo presente no Erlenmeyer,
o que corresponde a 5 log UFC g' e 6 log UFC g' de forragem,
respectivamente.  Posteriormente, foram misturados com 80 ml de dagua
destilada e homogeneizada com 3 Kg de forragem a ser ensilada.

A forragem foi ensilada em silos experimentais de PVC com 10 cm de
didmetro e 80 cm de altura, adaptados com valvula tipo Bunsen, com capacidade
para aproximadamente, 2,5 a 3 Kg de silagem, sendo utilizada uma densidade de
compactagdo dos silos de, aproximadamente, 600 Kg de forragem por m’. A
forragem foi compactada manualmente nos silos, com ajuda de barras de ferro.

Em seguida os silos foram fechados, pesados e armazenados em local coberto.

3.2 Avaliacdo das caracteristicas quimicas e microbioldgicas das silagens

Foram retiradas duas amostras de cada tratamento da forrageira antes da
ensilagem e apos abertura dos silos aos 30 e 90 dias de fermentacdo, sendo uma
delas pesada e congelada para posteriores analises quimico-bromatologicas e a
outra foi imediatamente encaminhada ao Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), para

avaliacdo da populac¢do de microrganismos.
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3.2.1 Analises quimico-bromatolégicas

As andlises bromatoldgicas da forrageira fresca e dos diferentes
tratamentos apds o periodo de fermentagdo foram realizadas no Laboratorio de
Analise de Pesquisa Animal do Departamento de Zootecnia e também no
Laboratorio de Microbiologia do Departamento de Biologia, ambos da UFLA.

As amostras foram secas em estufa de ventilacao forcada a 55°C por 72
horas, conforme metodologia recomendada pela Association of Official
Analytical Chemists - AOAC (1990). Decorrido o tempo de secagem, as
amostras foram novamente pesadas e moidas em moinho do tipo Wiley, com
peneira de malha de 1 mm e, apds o processamento, foram acondicionadas em
potes plasticos devidamente identificados para posteriores analises. A
determinacdo de PB foi realizada conforme AOAC (1990). Para a avaliacdo da
matéria seca (MS), as amostras foram acondicionadas em estufas, a 105°C, por
24 horas (AOAC, 1990). A determinagdo de fibra em detergente neutro (FDN)
foi realizada usado o sistema, denominado ANKOM (ANKOM® Technology
Corporation, Fairport, NY) e descrito por Holden (1999). A analise dos
carboidratos soliveis foi realizada pelo método fenol-sulfurico descrito por
Dubois et al. (1956), com algumas modificagdes conforme Santos (2012).

A determinagdo do pH foi realizada com os mesmos extratos para
realizacdo das andlises microbiologicas (foram diluidas 25 g de silagem fresca
de cada amostra em 225 ml de 4gua peptonada estéril, 0,1%) por meio da leitura
em potenciometro digital (Digimed Analitica, modelo DM 20®), segundo
metodologia de Cherney e Cherney (2003).

As determinagdes de etanol, acido latico, acido acético, acido propionico
e acido butirico foram realizadas retirando-se uma por¢ao de 2 ml do extrato
descrito acima e acidificado com 10 pl de acido sulftrico, na concentragdo de

50% (v/v), para assegurar o pH final entre 2 ¢ 3 (CARVALHO et al., 2012). As
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amostras em triplicata, apds serem acidificadas, foram centrifugadas, filtradas e
congeladas para posteriores analises dos acidos e alcoois por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os acidos e etanol foram identificados e suas
concentragdes foram determinadas por comparagdo dos tempos de retengdo
equivalentes aos padroes conhecidos. O cromatografo utilizado foi um Shimadzu
(Shimadzu Corporation, modelo LC-10Ai; Tokyo, Japdo) equipado com um
sistema de deteccdo duplo composto por um detector de radiacdo ultravioleta
(UV) e um detector de indice de refragdo (RID; 10A SPD-10Ai). Foi utilizada
uma coluna de exclusfo i6nica da Shimadzu (Shim-pack SCR-101H; 7,9
milimetros x 30 cm) e temperatura de operacdo igual a 30 °C para a separacao
cromatografica. A fase movel consistiu de uma solugdo de acido perclorico 100
mM com uma vazio de 0,6 mL min™'. Os acidos foram detectados por absorbancia

UV (210 nm) e o etanol foi identificado pelo o detector de indice de refragao.

3.2.2 Avaliagdo das perdas de matéria seca

Os silos foram avaliados quanto as perdas de MS total. Para tanto, o
peso dos silos e de seus componentes individuais foram previamente
determinados, possibilitando, dessa forma, os céalculos de perdas. Na abertura,
foram anotados os pesos dos silos com a forrageira. O conjunto do silo
laboratorial sem a forrageira era constituido por tampa, valvula e borracha de
vedagdo, telas inferior e superior e espacadores. Para determinagédo das perdas de

MS, utilizou-se a equagao descrita a seguir, segundo Jobim et al. (2007):

PMS = 100 — (MFab x MSab)/ (MFfe x MSfe)* 100

Em que:
PMS = % de perdas de matéria seca;

MFab = massa da forragem na abertura;
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MSab = teor de matéria seca da forragem;
MFfe = massa da forragem no fechamento;

MSfe = teor de matéria seca da forragem no fechamento.
3.2.3 Analises microbioldgicas

As andlises microbiologicas da forragem fresca e das silagens foram
realizadas no Laboratdrio de Microbiologia do Departamento de Biologia da
UFLA. Amostras de 25 g foram diluidas em 225 mL de agua peptonada estéril
(0,1%) e agitadas durante 20 minutos, a 120 rpm, em agitador orbital (Shaker).
A partir do extrato, foram preparadas diluigdes decimais em série (10" a 10°) e
dessas dilui¢des foram tomadas uma aliquota de 0,1 ml de cada diluicdo, em
triplicata, espalhado com alg¢a de Drigalsky nos meios adequados para grupo de
microrganismos a serem avaliados.

A contagem de BAL foi realizada em meio MRS (De Man Rogosa
Sharpe - Difco), acrescido de nistatina (0,4%), pelo método de espalhamento em
superficie, segundo Avila et al. (2009). Em seguida a incubagdo foi realizada a
30°C e a contagem total foi realizada ap6s 48 horas.

A quantificagdo de leveduras e fungos filamentosos, foi realizada em
meio Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC), também pelo método de
espalhamento em superficie, segundo Avila et al. (2009). Posteriormente, a
incubacdo foi realizada, a 28°C, por 48 e 120 horas para contagens de leveduras
e fungos filamentosos, respectivamente. Para realizar a quantificacdo desses
microrganismos foram observadas as caracteristicas macroscopicas da
morfologia das coldnias, sabendo-se que as leveduras sdo coldnias unicelulares,
enquanto os fungos sdo multicelulares filamentosos e em caso de subjetividade

para diferenciar as colonias foram realizadas preparagdes microscopicas.
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3.3 Avaliacdo da estabilidade aerdébia das silagens

Nos dois periodos de abertura dos silos (30 e 90 dias), foram retiradas
amostras para avaliacdo da estabilidade aerobia. Amostras de 2,3 kg de silagem,
referentes a cada tratamento, foram colocadas em baldes plasticos, transferidas
para salas com ambiente controlado (25+£1°C). No centro de cada balde foram
inseridos dataloggers (IMPAC, modelo MI-IN-D-2-L) para avaliagdo da
temperatura, no momento da abertura dos silos ¢ a cada 30 minutos, durante sete
dias de aerobiose. A temperatura do ambiente foi monitorada também por meio
de Dataloggers. A temperatura maxima (Tm) e o tempo necessario para alcangar
essa temperatura (TTMAX), para cada amostra de silagem foi calculada a partir
dos valores de temperatura obtidos com os Dattaloggers. A estabilidade aerobia
foi calculada como o tempo observado para que a silagem apresentasse elevagio
de 2°C em relagdo a temperatura ambiente, apds a abertura do silo (KUNG

JUNIOR; STOKES; LIN, 2003).

3.4 Delineamento experimental e analises estatisticas

Para avaliagdo das caracteristicas fermentativas e estabilidade aerdbia,
utilizou-se o delineamento de blocos ao acaso (DBC), com trés repetigdes, sendo
os blocos, os dias de confecgdo da silagem de milho. Os tratamentos foram
dispostos em esquema fatorial do tipo (9 x 2 x 2, sendo 9 cepas (UFLA SIL 1,
UFLA SIL 2, UFLA SIL 3, UFLA SIL 4, UFLA SIL 5, UFLA SIL 6, UFLA SIL
7, UFLA SIL 8 e Lalsil), em duas doses do inoculante (5 ¢ 6 log UFC g de
forragem) e em dois tempos de abertura dos silos (30 e 90 dias) com 3

repeticdes, totalizando 108 unidades experimentais.
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Os dados foram submetidos as analises de varidncia e suas médias foram
comparadas por meio de teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o
pacote estatistico SISVAR (FERREIRA, 2008).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas das cepas utilizadas como inoculantes

Os inoculantes utilizados pertencem a trés espécies diferentes
Lactobacillus plantarum, L. buchneri e L. hilgardii (Tabela 1). A espécie L.
plantarum ¢ uma espécie heterofermentativa facultativa, enquanto as espécies L.
buchneri e L. hilgardii sio heterofermentativas obrigatorias. A espécie L.
plantarum tem sido utilizada em silagens ha muitos anos, geralmente resultando
em silagens com quantidades elevadas de acido latico, menores teores de acido
acético, maiores contagens de leveduras e produgdo de etanol, resultando em
silagens menos estaveis apds a abertura dos silos (AVILA et al., 2010;
NISHINO et al., 2011). Em geral silagens inoculadas com L. buchneri tém como
caracteristicas altas concentracdes de acido acético, o qual € mais eficiente em
inibir microrganismos deterioradores como leveduras e fungos filamentosos,
melhorando, assim, a estabilidade aerdbia das silagens (FILYA; SUCU, 2010).
A espécie L. hilgardii apresenta metabolismo semelhante ao de L. buchneri, com
capacidade de degradar o acido lactico a acido acético e 1,2 propanodiol sob
condigdes de baixa concentragdo de oxigénio, porém foi relatada maior sintese
de acido propidnico. A espécie L. hilgardii ndo havia sido testada em milho, em

trabalhos anteriores.
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Tabela 1 Identificagdo molecular das cepas de bactérias do acido latico (BAL)
estudadas

Cepas Espécie Cddigo NCBI i den(ﬁ)ficj:eagéo
UFLA SIL 01 Lactobacillus buchneri HM162412.1 98
UFLA SIL 02 Lactobacillus plantarum HM218291.1 99
UFLA SIL 03 Lactobacillus plantarum HM218291.1 98
UFLA SIL 04 Lactobacillus plantarum HM218291.1 99
UFLA SIL 05 Lactobacillus hilgardii HM217953.1 98
UFLA SIL 06 Lactobacillus hilgardii HM217953.1 98
UFLA SIL 07 Lactobacillus buchneri HQ711363.1 98
UFLA SIL 08 Lactobacillus buchneri CP002652.1 98
Lalsil Lactobacillus buchneri - -

4.2 Composic¢des quimica e microbioldgica da planta do milho

O teor de MS da planta de milho antes da ensilagem foi igual a 303,8 g
kg e se insere dentro do intervalo de 300 a 350 g kg™ forrageira, sugerido por
Neumann (2013) como ideal para o processo da ensilagem (Tabela 2). Segundo
McDonald, Henderson ¢ Heron (1991), valores de MS acima de 25% em relagao
ao peso fresco sdo preconizados como condi¢do necessaria para que as perdas de
efluentes dentro do silo sejam minimizadas e, consequentemente, ocorra a
manuten¢do dos nutrientes do material ensilado. Por outro lado, o teor de
carboidratos soluveis em agua (CHO) foi inferior ao valor recomendado (60 g
kg% MS) para uma fermentagio eficiente, segundo Jaakkola, Huhtanem e Hissa
(1991). A concentragdo de FDN (537,4 g kg MS) foi compativel aos valores
encontrados na literatura (NEUMANN, 2013; VALADARES FILHO et al.,
2006).

As populagdes de bactérias laticas (BAL), leveduras e fungos
filamentosos na forrageira fresca foram inferiores aos valores reportados em

outros trabalhos (BASSO et al., 2012; FILYA, 2003; FILYA; SUCU;
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KARABULUT, 2006; SANTOS, 2012). Sabe-se que o numero de bactérias
laticas epifiticas ¢ usualmente baixo no momento que precede a ensilagem,
sendo a populagdo elevada no decorrer do processo (LIN; BOLSEN; BRENT,
1992). Essa variacdo no numero de BAL na forrageira a ser ensilada pode ser
atribuida a diversos fatores, tais como temperatura, radia¢do ultravioleta e
fatores associados a propria forrageira (MERRY et al., 2008). Da mesma forma,
os numeros de leveduras e fungos filamentosos podem ser variaveis, uma vez
que também fazem parte da populacao epifitica da forrageira (MUCK, 2010). Os
valores referentes as contagens de leveduras e fungos filamentosos na cultura
antes da ensilagem sdo inferiores aos valores relatados por Basso et al. (2012)
(7,23 ¢ 5,63 log UFC g de forragem); Kung Junior et al. (2010) (5,69 e 5,05
log UFC g de forragem),

O valor de pH determinado na planta do milho no momento da
ensilagem, foi igual a 4,78. Esse valor foi ligeiramente inferior aos encontrados
também em planta inteira de milho, em outros trabalhos, por exemplo 5,73
(KLEINSCHMIT; KUNG JUNIOR, 2006); 5,94 (FILYA; SUCU;
KARABULUT, 2006); 5,86 (FILYA, 2003); 5,87 (DRIEHUIS et al., 1999).

Tabela 2 Composicdo quimica e microbiolégica do milho antes da ensilagem

Variavel Meédia Desvio Padrao
Matéria Seca (g Kg"' MF) 303,8 0,82
Concentragio (g Kg' MS)
Carboidratos soluveis em agua 11,57 1,67
Fibra em detergente neutro 537,4 2,82
Proteina bruta 71,97 1,69
Contagem (log UFC g forragem)
BAL 5,79 1,13
Leveduras 2,74 2,81
Fungos Filamentosos 2,09 2,11
pH 4,78 0,42

MF: matéria fresca
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4.3 Caracteristicas das silagens

Nao foram constatados efeitos significativos (p>0,05) dos fatores
silagens, doses do inoculante e tempo de fermentagdo e de suas interagdes sobre
os teores de MS e de carboidratos soluveis (Tabela 2). O teor médio de MS das
silagens foi igual a 287,5 g kg™, independente do inoculante e dose aplicada.
Representando perda de MS (6,75%) proporcionada pelo tempo de fermentag@o.
Jatkauskas e Vrotniakiene (2005) e Wittenberg, Ingalls e Devlin (1983)
observaram perdas maiores de MS (9,89 e 9,2%, respectivamente) em silagens
de milho inoculadas com BAL heterofermentativas. Filya e Sucu (2010)
verificaram perdas distintas de MS em silagem de milho em funcdo do perfil da
cepa inoculada, havendo maior perda de MS quando o inoculante foi L. buchneri
(7,8%) comparado ao inoculante L. plantarum (3,6%).

As perdas de MS podem estar relacionadas a diminui¢do do contetido
celular, principalmente de carboidratos soluveis, durante o processo
fermentativo (SOEST, 1994). Outras vias comuns de perdas sdo a produgdo de
agua resultante de reagdes metabolicas ¢ a perda de compostos volateis
(MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991). Estes tltimos autores afirmam
ainda que o conteudo de MS, tipo de silo, nivel de compactac¢do no silo e pré-
tratamentos como a adi¢do de inoculantes ou outros aditivos s3o fatores que
influenciam as perdas de efluentes, o que ndo foi observado no presente estudo.
As perdas de MS em geral sdo maiores no inicio do processo de fermentagao,
quando a atividade dos microrganismos ¢ mais intensa. Neste trabalho,
observou-se tendéncia (P=0,08) do efeito do fator tempo (Tabela 3), com
aumento médio das perdas de 6,03% para silagens com 30 dias de fermentacao

para 7,43% para silagens com 90 dias de fermentagao.
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A média dos teores de CHO (12,34 g kg™ de MS), encontrada neste
trabalho, foi menor em relagdo a registrada por Basso et al. (2012), apontando a
eficiéncia das cepas de BAL inoculadas em utilizar os CHO durante a
fermentacdo da silagem. No entanto, é oportuno salientar que com a inoculagao
de 5 log UFC g a cepa UFLA SIL 2 (L. plantarum) apresentou a menor média
de CHO (10,48 g kg' de MS), ainda que ndo tenha se diferenciado
estatisticamente dos demais tratamentos. O melhor desempenho quanto a
utilizagdo de CHO pode ser atribuido ao perfil metabolico das BAL
heterofermentativas facultativas, que fermentam agucares, seguida de sintese de
lactato, acetato e manitol, além de CO, e agua. As cepas heterofermentativas
obrigatorias, como as UFLA SIL 5 e 9 (L. hilgardii e Lalsil), apresentaram
menor desempenho para utilizagdo de CHO, sendo responsaveis pelas maiores
médias de CHO apresentadas no presente trabalho (14,33 ¢ 13,83 g kg MS).
Diferentemente das heterofermentativas facultativas, as heterofermentativas
obrigatdrias fermentam acido latico. Vale ainda ressaltar que, a capacidade dos
microrganismos em utilizar os carboidratos pode variar em nivel intraespecifico,
ou seja, diferentes cepas das mesmas espécies de bactérias podem agir de forma
diferente durante o processo fermentativo, o que indica que a escolha de cepas
para serem utilizadas como inoculantes em silagem ¢é fator essencial. Os
carboidratos residuais podem atuar como substratos para microrganismos
deterioradores, como leveduras e fungos filamentosos, tornando a silagens
susceptiveis a deteriora¢do apos a abertura dos silos. Com o uso de inoculantes
esse problema pode ser contornado.

Nao foram constatados efeitos significativos (p>0,05) dos fatores
silagens, doses do inoculante e de suas interagdes sobre os teores de PB (Tabela
2). O teor médio de PB das silagens foi igual a 76,98 g kg na MS, independente
do inoculante e dose aplicada. Entretanto, na forragem antes da ensilagem foi

verificada uma média de PB de 71, 97 g kg'' na MS, e aos 30 e 90 dias foram
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registradas as respectivas médias 76,96 ¢ 77,56 g kg™ na MS. Houve aumento de
PB em relagdo a forragem fresca, ja entre os periodos de analise 30 e 90 ndo
houve diferenca significativa. Esse aumento pode estar relacionado a sintese de
proteina microbiana (BOLSEN, 1995). Conforme observado ndo foi verificada
diminui¢ao dos teores de PB, indicando que a protedlise ndo se estendeu durante
a fermentacdo. A protedlise ocorre quando as condi¢des ndo sdo suficientes para
eliminar os microrganismos indesejaveis (MCDONALD; HENDERSON;
HERON, 1991).



Tabela 3 Probabilidade dos efeitos (p) e valores médios da composicdo bromatoldgica das silagens de milho

) ) Tratamento Dose Tempo
Variavel Média TRATxD TRATXT DxT TRATxDxT
(TRAT) D) (T)

MS (g Kg' MF) 287,5 NS NS NS NS NS NS NS
Perdas de MS (%) 6,75 NS NS 0,08 NS NS NS NS
CHO (g Kg' MS) 12,34 NS NS NS NS NS NS NS
FDN (g Kg' MS) 523,7 NS 0,09 NS NS NS NS NS

PB(g kg MS) 76,90 NS NS NS NS NS NS NS

MS: matéria seca; MF: matéria fresca; CHO: carboidratos soluveis; FDN: fibra em detergente neutro; PB: proteina bruta; NS: nao
significativo; TRATXD: interacdo entre tratamento e dose; TRATXT: interagdo entre tratamento e tempo; DxT: interagdo entre dose ¢
tempo; TRATxDxT: intera¢do entre tratamento, dose e tempo

0s
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A auséncia de efeito da inoculagdo de cepas de BAL sobre FDN em
silagem de milho também foi verificada por Gimenez et al. (2006). No presente
trabalho, verificou-se tendéncia (P = 0,09) do efeito das dosagens de inoculagdo
(5 ¢ 6 log UFC g') sobre os teores de FDN. A menor dose de inoculagio
proporcionou o menor teor médio de FDN (518.8 g kg de MS) em relagio a
silagem com maior dose (528,7 g kg de MS). Bactérias do 4acido latico ndo
hidrolisam celulose e, dessa forma, ndo sdo capazes de modificar os teores de
FDN, a ndo ser de forma indireta, evitando perdas de CHO soluveis pela
inibi¢do de microrganismos que causam a perda de FDN. Reduc¢ao dos teores de
FDN pode ser explicada pela degradacdo da hemicelulose por meio da agdo de
enzimas da propria planta ou da hidrélise dcida (JONES; HATFIELD; MUCK,
1992). No entanto, a baixa ou auséncia da atividade de enzimas, como as
aminoliticas e hemiceluloliticas, permite que os teores de FDN ndo sejam
reduzidos. Corroborando com essa evidéncia, Rodrigues et al. (2004)
verificaram que silagens de milho (hibrido 510) inoculadas e adicionadas das
enzimas amilase, hemicelulase e celulase, promoveram maior redugdo de FDN

comparadas a silagem inoculada, porém sem adi¢do das enzimas.

4.4 Metabdlitos e caracteristicas microbiolégicas

Dentre os metabolitos detectados nas silagens de milho, o acido latico
foi o Uinico a ndo ser influenciado significativamente (p > 0,05) pelos fatores
estudados, bem como pelas interagdes entre eles (Tabela 4). Uma explicagdo
pode ser a semelhanga entre os microrganismos em produzir 4cido latico, uma
vez que todas as cepas de BAL empregadas como inoculantes neste experimento
eram heterofermentativas e sabe-se que BAL homofermentativas sdo as
principais responsaveis por elevarem a producdo de acido latico durante a

ensilagem (MUCK, 1996). E importante destacar que a silagem com a cepa
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UFLA SIL 1 (L. buchneri), foi a silagem com menor teor de acido latico (mesmo
sem apresentar nenhuma diferenga significativa), proporcionou silagens com
40% a menos de acido latico do que as silagens inoculadas com as cepas UFLA
SIL 2 (L. plantarum) ¢ UFLA SIL 3 (L. plantarum), cujos teores for situam-se
em torno de 56 g kg' de MS (Tabela 5). Foi verificado que o tempo de
fermentacdo proporcionou aumento da concentracdo do acido latico, embora
nenhuma diferenca significativa tenha sido registrada. As médias foram iguais a
48,0 ¢ 49,1g Kg'MS, aos 30 e 90 dias de fermentagio, respectivamente.

A semelhanga entre os teores de acido latico nas silagens com 30 e 90
dias de fermentacdo pode ser explicada pela estabilizagdo da producdo desse
acido até os 30 dias de fermentagdo. Isso é comum, principalmente quando as
concentragoes de carboidratos soliveis ndo sdo muito altas. Outra explicagdo
pode ser a utilizacdo desse acido por outros microrganismos nos estadios finais
de fermentagdo, o que faz com que um aumento nos teores desse acido nao seja
notado com o tempo. Essas médias podem ser consideradas adequadas, uma vez
que teores de acido latico variando de 4 a 7% na MS sao citados como ideais

para silagens bem fermentadas (KUNG JUNIOR; SHAVER, 2001).



Tabela 4 Probabilidade dos efeitos (p) e valores médios metabdlitos e populacdo de bactérias do acido latico (BAL) e
leveduras das silagens de milho

Variavel . p valor
1 Médias
(9 kg™ MS) Inoculantes  Dose Tempo TRATXD TRATAXT DXT
Acido latico 48,55 NS NS NS NS NS NS
Acido acético 3,04 0,001 NS <0,001 NS NS NS
1,2-propanodiol 5,32 <0,001 NS <0,001 NS 0,01 NS
Etanol 13,7 NS NS <0,001 NS NS NS
BAL
(log UFCg") 8,03 <0,001 NS <0,001 NS <0,001 NS
Leveduras
(log UFC ) 1,24 NS NS <0,004 NS NS NS

MS: matéria seca; NS: ndo significativo; TRAT X D: interacdo entre tratamento e dose; TRAT X T: interacdo entre tratamento e
tempo; D X T: interacdo entre dose e tempo.

€S



Tabela 5 Metabdlitos e popula¢do de bactérias do acido latico (BAL) e leveduras nas silagens de milho

vVariavel Tempo Mde(;jsla Inoculantes (média)
-1 .
(g kg™ MS) Inoculantes 2 3 4 5 6 7 8 Lalsil
Acido-latico 38 jg’(l’ 36 562 560 455 461 539 5290 450 476
o " 30 2,3B
Acido acético 90 37A 3,8a 3,1a 1,9b 2,3b 3,3a 3,3a 42a 3,3a 2,2b
30 4,.4B 5,1aB 42a 3,7a 3,3a 5,1a 5,9a 6,1a 3,1aA 3,3a
1,2-propanodiol 90 6,2A 1%&43 496  36b 41b  61b  67b  73b  596B  4,7b
30 10,3B
Etanol 90 17.1A 12,5 13,7 12,6 14,7 13,3 12,8 13,1 15,6 15,2
BAL 30 8,0A 8,3bA 9,0aA 84bA 8,3bA 8,9aA 85bA 89aA §,6bA  §8,9aA
(log UFC g'l) 90 7,4B 7,8aB  79aA 7.,6aB 7,3aB 7,1bB 7,1bB 7,7aB  7,5aB  6,5cB
Leveduras 30 0,35B
(log UFC g'l) 90 1.63A 1,4 1,2 1,3 1,5 0,9 0,9 1,2 1,6 1,1

Meédias seguidas de mesmas letras maitisculas nas colunas e minusculas nas linhas, ndo diferem entre si (P>0,05) pelo teste de Scott
Knott. Inoculantes UFLA SIL 1, 7 e 8 correspondem a cepas de L. buchneri; Inoculantes UFLA SIL 2, 3 ¢ 4, cepas de L. plantarum;
Inoculantes UFLA SIL 5 e 6, cepas de L. hilgardii
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Diferentemente do ocorrido para o acido latico, verificou-se que os
inoculantes e os tempos de fermentagdo exerceram efeito significativo (P<0,001)
sobre os teores de acido acético (Tabela 4). Nao houve interagdo entre os fatores
estudados. Assim, em média, as silagens inoculadas com as cepas UFLA SIL 1,
2, 5, 6, 7 e 8 apresentaram valores semelhantes e superiores (p=0,001) as
silagens inoculadas com as outras cepas (Tabela 5). A diferenca estatistica
registrada entre os tratamentos quanto a produg@o de acido acético pode estar
relacionada ao perfil das cepas inoculadas (heterofermentativas facultativas ou
obrigatorias), uma vez que as heterofermentativas obrigatdrias sintetizam
maiores concentracdes de acido acético (MARI et al., 2009).

Dentre os inoculantes que produziram maiores teores de acido acético
destacaram-se as cepas heterofermentativas obrigatérias UFLA SIL 7 (L
buchneri), seguidas das cepas UFLA SIL 1 (L. buchneri) e as cepas UFLA SIL 5
e 6 (L. hilgardii). Essa evidéncia foi também registrada por Ranjit ¢ Kung Junior
(2000) que observaram o aumento da concentracdo de acido acético quando
silagens de milho foram inoculadas com L. buchneri.

A espécie de L. buchneri, caracteriza-se por apresentar rota metabdlica
heterolatica, com capacidade de produzir acido acético. O aumento na
concentragdo de 4acido acético como produto final da fermentacdo sdo
justificados pelo fato das espécies heterofermentativas, em especial a L.
buchneri (heterofermentativa obrigatdria), ndo possuirem a enzima acetaldido
desidrogenase, responsavel pela redugdo de acetaldeido a etanol (AXELSSON,
2004; MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991).

Observou-se que aos 90 dias de fermentagdo houve aumento da
concentragdo de acido acético correspondente a 37,8% em relagdo ao valor
registrado aos 30 dias. Esse aumento pode ser decorrente do metabolismo de

microrgansimos que sobrevivem nos tempos finais de fermentagdo. Segundo
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Oude-Elferink et al. (2001), L. buchneri tem a capacidade de degradar acido
latico em acido acético, assim como L. hilgardii também possuem essa
capacidade (HEINL et al., 2012; SCHMIDT, 2009).

Os acidos propionico e butirico ndo foram detectados no presente
estudo. Resultados contrarios foram relatados por Ward (2000) que registraram
concentragdes de acido propidnico e butirico variando entre 0,30 a 0,20 (% na
MS) e 0,02 a 0,04 (% na MS), respectivamente, em silagens de milho. A
auséncia de acido propionico pode estar relacionada também a auséncia de
bactérias do acido propidnico na silagem ou de BAL capazes de metabolizar 1,2
propanodiol, uma vez que a presenga desse alcool foi registrada em todos os
tratamentos deste trabalho. Krooneman et al. (2002) demonstraram que uma
nova espécie denominada L. diolivorans foi capaz de degradar o 1,2-propanodiol
presente na silagem em acido 1-propanol e propiénico. O acido propidnico em
combinagdo com o acido acético apresenta efeito de sinergismo capaz de inibir
leveduras e fungos filamentosos, consequentemente, aumentando a estabilidade
aecrobia. A ndo detecgdo de acido butirico pode ser tratada como resultado
positivo quanto a qualidade da silagem, uma vez que a presenga desse acido €
indicativo da fermentacao clostridica, a qual causa perdas significativas de MS e
reducdo da estabilidade e palatabilidade da silagem (ROTZ; MUCK, 1994).
Corroborando com essa afirmagdo, Ferreira (2001) ressalta que a concentragio
de acido butirico deve ser inferior a 0,1% na MS em silagem de milho.

Os éalcoois presentes na silagem e detectados neste estudo foram o
etanol e 1,2-propanodiol (Tabela 4). Verificou-se quanto a concentracao de
etanol efeito significativo (p<0,001) do tempo de fermentacdo, sendo possivel
notar o aumento da média dos teores desse 4lcool ao longo do processo
fermentativo, sendo de 10,3 ¢ 17,1 g kg'1 de MS, aos 30 e 90 dias,
respectivamente. A maior producdo de etanol estd associada normalmente a

fermentacdo de acucares e acidos organicos por leveduras, porém deve-se
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salientar que, tragos de etanol podem estar presentes em decorréncia da
fermentacdo promovida pelas BAL heterofermentativas obrigatdrias, como L.
buchneri (FREITAS et al., 2006). Embora ndo tenha sido registrada diferenga
estatistica entre os as cepas de BAL inoculadas, foi possivel observar que os
tratamentos le 3 (12,5 e 12,6 g kg de MS, respectivamente) apresentaram 0s
menores teores de etanol. Esses resultados superaram os valores encontrados por
Li e Nishino (2001) e se enquadram no intervalo de valores considerado
aceitavel para etanol (10 a 30 g Kg'MS) em silagens de milho (KUNG
JUNIOR; SHAVER, 2001).

Foi observada interacao significativa entre os fatores inoculante e tempo
de fermentagdo para a concentragdo de 1,2-propanodiol (p<0,01) (Tabela 4).
Houve diferenga entre os teores de 1,2-propanodiol das silagens com os
diferentes inoculantes e essa diferenga foi dependente do tempo de fermentacao
(Tabela 5). Quando se avaliou as silagens inoculadas com as diferentes cepas
aos 30 dias de fermentacdo ndo foi observada diferenca entre as silagens, sendo
que em média, a concentragio média de 1,2- propanodiol foi igual a 4,4 g kg™ de
MS. Aos 90 dias de fermentagdo, entretanto, houve diferenca entre as silagens.
A silagem inoculada com a cepa UFLA SIL 1 (L. buchneri ) apresentou teor
muito superior de 1,2 propanodiol (12,4 g kg™ de MS) do que as outras silagens,
cujos teores foram semelhantes e com média de 5.4 g kg'' de MS . Segundo
Oude-Elferink et al. (2001), microrganismos dessa espécie podem degradar
acido latico a acético e 1,2 propanodiol. Outras cepas também identificadas com
L. buchneri (UFLA SIL 7, UFLA SIL 8 e Lalsil) ndo apresentaram esse efeito,
demonstrando que cepas da mesma espécie apresentam caracteristicas
diferentes.

A presenca de 1,2 propanodiol na silagem pode justificar a auséncia de
acido propidnico verificada no presente trabalho, conforme relatado

anteriormente, uma vez que o 1,2 - propanodiol atua como substrato para
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algumas espécies de Lactobacillus produzirem acido propibnico
(KROONEMAN et al., 2002). Nishino et al. (2003), avaliando os efeitos da
inoculagdo de Lactobacillus buchneri sobre as caracteristicas fermentativas e a
estabilidade aerébia da silagem de milho, constataram o acimulo de 1,2
propanodiol sem aumento na concentragdo de acido propidnico. De acordo com
Danner et al. (2002), o 1,2-propanodiol, de fato, possui como principal fungdo
atuar como substrato para a produgdo de acido propionico e a presenca desse
alcool ndo exerce efeito sobre a estabilidade aerébia das silagens.

A populagdo inicial de BAL presente na forrageira, antes da ensilagem,
foi em média, foi igual a 5,79 log UFC g (Tabela 2). Esse namero de bactérias
confere com a determina¢io minima de BAL (5,0 log UFC g'') em planta fresca
de milho, proposto por Muck (1991), para que as perdas significativas deixem de
ocorrer ao longo da fermentagdo em decorréncia da prevaléncia da fermentagdo
latica das silagens. Apds inoculagdo e fermentagdo da silagem, observou
interagdo significativa (p<0,001) entre os fatores inoculante e tempo de
fermentacdo para a populagdo de BAL (Tabela 4). Aos 30 dias, as silagens com
as cepas UFLA SIL 2 (L. plantarum), UFLA SIL 5 (L. hilgardii), UFLA SIL7
(L. buchneri) e Lalsil apresentaram as maiores populagcdes médias de BAL e ao
passo que 90 dias foram as silagens com as cepas UFLA SIL 1 (L. buchneri),
UFLA SIL 2 (L. plantarum), UFLA SIL 3 (L. plantarum), UFLA SIL 7 e 8 (L.
buchneri).

Com excecdo da silagem com a cepa UFLA SIL 2 (L. plantarum), para
todas as outras houve redugdo na populagdo de BAL com o decorrer da
fermentacdo de 30 para 90 dias. A reducdo do niimero de BAL, ao longo do
processo fermentativo, foi relatada também por Li e Nishino (2011) e Santos
(2012). O decréscimo da populagdo de BAL pode ser atribuido a sucess@o de
géneros desse grupo que ocorre ao longo do processo fermentativo (HAMMES

et al., 1992). No estadio inicial da fermentagdo, hé a predominéncia de bactérias
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pertencentes aos géneros mais resistentes as condi¢des acidas, como
Streptococcus, seguidas de Leuconostoc e por fim, Lactobacillus e Pediococcus.
No decorrer do processo, as BAL pertencentes ao género Lactobacillus perdem a
viabilidade e alguns microrganismos especializados, tais como L. buchneri,
continuam ativos, porém em baixa densidade (OUDE-ELFERINK et al., 2000).

Algumas cepas podem se manter vidveis por mais tempo no processo
fermentativo e estd ¢ uma importante caracteristica no processo de selegdo de
cepas. Os inoculantes que proporcionaram silagens com maior populacdo de
BAL aos 30 ¢ 90 dias, foram as cepas UFLA SIL 2 (L. plantarum) e UFLA SIL
7 (L. buchneri). Além disso, a contagem de BAL na silagem com a cepa UFLA
SIL 2 nd3o diminuiu com a fermentacdo. Vale ainda ressaltar, que as médias do
numero de BAL (8,6 ¢ 7,4 log UFC g'l, aos 30 e 90 dias de fermentacdo,
respectivamente) registradas no presente trabalho estdo préximas ao valor
proposto por McDonald, Henderson e Heron (1991) como niimero necessario de
BAL (8,0 log UFC g™) para que ocorra acentuada queda de pH.

Considerando a populacdo de leveduras presente na forragem fresca
(2,74 log UFC g™, pode-se constatar que apos a fermentagdo houve diminuigio
do numero desses microrganismos para todos os tratamentos (Tabela 4). Foi
registrado o efeito significativo (p<0,05) do tempo de fermentacdo, uma vez que
aos 30 dias a média do niimero de leveduras foi igual a 0,85 log UFC g e aos 90
dias de fermentacio, igual a 1,63 log UFC g, o que representa, portanto, um
aumento de 47,8% ao longo do processo fermentativo (Tabela 5). Apos 30 dias
de fermentacao, foi verificada uma populagdo média de leveduras menor que 2
log UFC g para todos os tratamentos. Resultado semelhante foi obtido por
Muck (2004), o qual relatou nimero médio de leveduras igual a 1,55 log UFC g’
" nas silagens de milho adicionadas de diferentes inoculantes. A reducio do
numero de leveduras no primeiro estddio do processo fermentativo pode ser

explicada pela inoculacdo das cepas de BAL terem permitido a elevacdo da
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concentragdo de acido acético (OUDE-ELFERINK et al., 2001), que, segundo
Moon (1983), ¢ um composto capaz de inibir o crescimento de leveduras.
Embora aos 90 dias o teor de 4cido acético tenha sido superior ao registrado aos
30 dias de fermentacdo, o aumento da populacdo de leveduras pode estar
relacionado a entrada de oxigénio nos silos permitindo a multiplicacdo das
leveduras, ainda que lentamente, durante todo o periodo de fermentacdo
(BORREANI; TABACCO; COLOMBARI, 2002). Vale ainda ressaltar, que o
numero de leveduras em silagens pode variar de <10® a 10> UFC g de MS
(WOOLFORD, 1990).

Ainda que tenha ocorrido um aumento do numero de leveduras com o
decorrer do processo fermentativo, o acréscimo da populagdo pode ser
considerado discreto e ndo prejudicial a qualidade da silagem, uma vez que é
aceitavel o nimero de leveduras de até 5,0 log UFC g' (BORREANI;
TABACCO; COLOMBARI, 2002; KUNG JUNIOR et al., 1998; MUCK, 2004).
As populagdes de leveduras acima de 5,0 log UFC/g"' podem causar elevagio da
temperatura e inicio da deterioracdo das silagens seguida da ag@o de outros
microrganismos deterioradores que metabolizam os componentes soluveis
presentes na massa elevando a produg@o de calor (RANJIT; KUNG JUNIOR,
2000). O aumento na populagdo média de leveduras pode explicar, em parte, o
aumento na concentra¢do de etanol aos 90 dias de fermentagdo.

As doses de adi¢do dos inoculantes nao afetaram significativamente a
producdo de nenhum dos metabdlitos detectados e nem a populagdo de BAL.
Como ja mencionado, as popula¢des de BAL, mesmo em silagens sem adi¢ao de
inoculantes, podem chegar a valores tdo altos quanto as de silagens ndo
inoculadas, podendo explicar o fato de nao ter sido verificada diferenca na
populagdo final, aos 30 dias. As bactérias laticas epifiticas sdo as abundantes e
atuantes no processo fermentativo da silagem (SANTOS et al., 2008). A

presenga e a quantidade desse grupo de bactérias determinam se a fermentacao ¢é
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adequada e se ha a necessidade de se aplicar inoculantes microbianos
(CHUNIJIAN; BOLSEN; FUNG, 1992). Pahlow (1986), revisando a literatura,
verificaram que a maioria das plantas forrageiras no momento da ensilagem
apresenta uma populacio epifitica de bactérias do acido latico em torno de 10* a
10° UFC g forrageira. No entanto, a populagio de BAL epifitica ¢ muito
inferior aquela de bactérias aerdbias, o que muitas vezes acarreta falhas no
processo fermentativo. Portanto, mesmo que a forrageira apresente uma
populagdo de BAL em numero ideal é recomendada ainda a inoculacdo deste
grupo de bactérias na silagem (PEREIRA; ROCHA; FERREIRA, 2007). Uma
explicagdo para a dose de inoculante ndo ter proporcionado efeito sobre o
numero de BAL pode ser o tempo em que foi feita a primeira avaliagdo.
Populagdes mais altas dos inoculantes podem proporcionar diferencas no inicio
do processo, mas com 30 dias de fermentagcdo pode ser que essa populacio ja
tenha se igualado. Neste trabalho,no entanto, as doses ndo afetaram nem as
caracteristicas fermentativas demonstrando dessa forma, que ndo houve
diferencas em se aplicar 5 ou 6 log UFC g' de forragem. Resultados
semelhantes foram obtidos por Basso et al. (2012) ao verificarem que diferentes
doses de L. buchneri (5x10%, 1x10°, 5x10° e 1x10°) ndo exerceram influéncia
sobre algumas caracteristicas fermentativas, como o teor de acido latico. Para
explicar tais resultados, os autores ressaltaram a existéncia de duas vias de
fermentacdo para as BAL heterofermentativas. Na primeira via, de acordo com
McDonald, Henderson e Heron (1991), as BAL heterofermentativas facultativas
convertem a glicose e a frutose em acido latico, acido acético, manitol, CO, e
agua. Na segunda via, as BAL heterofermentativas obrigatorias sdo capazes de
converter o acido lactico, anaerobicamente, a acido acético, 1, 2 propanodiol e
quantidades pequenas de etanol (OUDE-ELFERINK et al., 2001).

A populagdo de fungos filamentosos foi a caracteristica mais afetada

pelos fatores estudados. Observou-se o efeito significativo (p<0,001) dos
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tratamentos, das doses de inoculacdo, dos tempos de fermentagdo e interagdes
entre esses fatores (Tabela 6). Foram desdobradas as interagdes de maior
interesse nos estudos, ou seja, as diferengas entre as silagens com relagdo as
doses dos inoculantes e aos tempos de fermentacao (Tabela 6).

Ao avaliar as diferentes silagens nas duas doses, verificou-se que
quando foi adicionado 5 log UFC g' de forragem, as silagens com os
inoculantes UFLA SIL 8 (L. buchneri) e Lalsil apresentaram contagens abaixo
do minimo detectavel (2 log) e para as outras silagens, os valores foram
superiores ¢ semelhantes entre si. Aos 90 dias, com exce¢do da cepa UFLA SIL
1 (L. buchneri), todos os tratamentos inoculados proporcionaram silagens com
contagens abaixo de 2 log UFC g de silagem. Assim, os inoculantes UFLA SIL
8 e Lalsil foram os mais eficientes na inibi¢do de fungos filamentosos em doses
mais baixas. Para todos os outros tratamentos, verificou-se a necessidade da
maior dosagem (6 log UFC g') para reduzir a populagdo desses fungos. A
excegdo foi a cepa UFLA SIL 1, a qual ndo apresentou diferenca na redugdo da

populagdo de fungos filamentos para nenhuma das doses aplicadas.



Tabela 6 Populacdo de fungos filamentosos e valores de pH das silagens de milho adicionadas de diferentes inoculantes
em dois tempos de fermentagdo
Fungos Filamentosos (log UFC/g de silagem)
Probabilidade dos efeitos (p)
Inoculantes Dose Tempo

(Inoc) (D) M 11 12 13
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Inoculantes
1 2 3 4 5 6 7 8 Lal Média
Dose 5 log 7,8aA 4,8a 4.4a 42a 4,6a 4 8a 4. 1a <2b <2b 3,7
6 log 2,8aB <2b <2b <2b <2b <2b <2b <2b <2b <2
Tempo 30 4,7aA 3,6bA 3,5bA 3,5b 4,8a 3,6bA 3,4b <2c <2c 34
90 2,9aB 2,6aB 1,4aB <2b <2b 2,2aB <2b 2,1a 2,4a 1,9
Média* 3.8 3.1 2,9 2,1 32 2,9 2,7 <2log <2log
Valores de pH
Probabilidade dos efeitos (p)
Inoculantes Dose Tempo
(Inod) ) (T? TRAT xD TRATxT DxT
<0,042 <0,041 <0,001 NS NS NS
Trata- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Média
mentos 3,99a 3,88b 3,88b 3,88b 3,88b 3,90b 3,95a 3,91b 3,90b 3.9
Dose Tempo
5log 6log 30 60
3,89b 3,93a 3,86b 3,95a

*Meédia entre os tempos. NS: ndo significativo; I1: interagdo entre tratamento e dose; 12: interacdo entre tratamento e tempo; I3: interacdo entre dose
e tempo. Médias seguidas de mesmas letras maitisculas nas linhas e minusculas nas colunas, ndo diferem entre si (P>0,05) pelo teste de Scott Knott.
Inoculantes UFLA SIL 1, 7 e 8 correspondem a cepas de L. buchneri; Inoculantes UFLA SIL 2, 3 e 4, cepas de L. plantarum; Inoculantes UFLA
SIL 5 e 6, cepas de L. hilgardii
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A influéncia da dosagem do inoculante na silagem de milho sobre os
fungos filamentosos foi também relatada por Schmidt e Kung Junior (2010) que
verificaram menor populacdo desses microrganismos quando cepas de BAL
foram inoculadas em dose igual 4x10° UFC g frente a uma dosagem de 1x10°
UFC g”'. Esses resultados corroboram aos encontrados por Reis et al. (2008) que
verificaram menor niamero de fungos filamentos quando aplicada uma dosagem
de inoculante igual a 1x10° UFC g em relagio a dosagem de 5x10* UFC g de
L.buchneri, em silagens de grdos de milho.

A populacdo de fungos filamentosos presente na forragem fresca foi
igual a 2,09 log UFC g (Tabela 2). Apds a inoculagio com os diferentes
tratamentos, esse valor sofreu variagdes que dependeram do tipo de inoculante
utilizado. Com exceg¢do das silagens com as cepas UFLA SIL 8 (L. buchneri) e
Lalsil ands quais as populagdes de fungos filamentosos estiveram abaixo de 2
log UFC g, todas as outras silagens apresentaram aumento, aos 30 dias de
fermentagdo, cujos valores variaram de 3,4 log UFC g' a 4,8 log UFC g™,
Porém, apos 90 dias do processo fermentativo, foi notada a diminuicdo da
populagdo de fungos filamentosos para todas as silagens, com excegdo daquelas
inoculadas com as cepas UFLA SIL 8 e Lalsil . A cepa UFLA SIL 5 e 7 (L.
hilgardii, L. buchneri) foram as que proporcionaram menores populagdes de
fungos filamentosos, ao final do processo de fermentacdo (90 dias), além de ser
as que resultaram em silagens com maior teor de acido acético (Tabela 4). Esse,
talvez, seja um indicativo de que a cepa seja mais eficiente no inicio do processo
fermentativo.

A reducdo da populagdo de fungos filamentosos se apresenta como
resultado positivo para a qualidade da silagem, uma vez que a presenga desses
fungos tem efeito negativo no seu valor nutritivo, em funcdo da degradagdo dos
substratos ¢ pela producdo de toxinas que afetam o metabolismo animal. A

diminui¢do do niimero de fungos filamentosos no presente trabalho pode estar
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relacionada as concentragdes de acido acético verificadas ao longo do processo
fermentativo. Aos 90 dias de fermentagdo, houve um aumento da concentragdo
desse acido (Tabela 4) o que, possivelmente, refletiu de forma direta na
populacao de fungos filamentosos, promovendo, portanto, a redu¢do do niimero
desses microrganismos ao final da fermentacdo (90 dias). Ranjit ¢ Kung Junior
(2000) também ressaltaram o efeito das inoculagdes de BAL em silagens de
milho, proporcionando menores contagens de fungos filamentosos quando
comparadas as silagens ndo tratadas. O ntimero médio de fungos filamentosos
registrada, aos 90 dias de fermentagdo, no presente trabalho, foi semelhante a
relatada por Muck (2004) que verificou uma popula¢do de fungos filamentosos
igual a 1,18 log UFC g, em silagem tratada com diferentes inoculantes,
incluindo L. buchneri.

Para os valores de pH, verificou-se influéncia significativa dos
tratamentos (p<0,05), da dose de inoculacdo (p<0,05) e do tempo de
fermentacdo (p<0,001), conforme expostos na Tabela 6. Todos os tratamentos
proporcionaram a diminui¢do do pH em relag¢@o ao valor verificado na forragem
fresca (4,78). No entanto, os tratamentos com as cepas UFLA SIL le 7 (L.
buchneri), se diferenciaram dos demais por apresentarem as menores reducdes
de pH, cujas médias foram iguais a 3,99 e 3,95, respectivamente. A maior dose
de inoculagio (6 log UFC g') comparada a menor dosagem (5 log UFC g™') ndo
foi benéfica, pois proporcionou o aumento do pH. O tempo de fermentagdo
também proporcionou aumento do pH, sendo que aos 90 dias foi observada
média igual a 3,95 e aos 30 dias de fermentagdo, a média de pH foi 3,86.

O aumento da média dos valores de pH, aos 90 dias de fermentagdo,
pode ser justificado pela possivel acdo de microrganismos aerébios, como as
leveduras que, em média, aumentaram com a fermentagdo (Tabela 4) e que
podem degradar os acidos organicos. Avila et al. (2010) isolaram 81 cepas de

BAL de silagem de cana-de-agucar das quais 65% eram capazes de metabolizar
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acido latico e produzir etanol e CO,. Vale ainda ressaltar que as bactérias laticas
heterofermentativas obrigatorias, como as cepas L. buchneri e L. hilgardii
empregadas no presente trabalho sdo capazes de degradar o acido latico a acético
elevando, dessa forma, o pH (OUDE-ELFERINK et al., 2001). Nao foram
verificadas efeitos das interagdes entre tratamento, dose de inoculacdo e tempo
de fermentacao (Tabela 6).

Os valores médios de pH obtidos no presente trabalho se enquadram no
intervalo de pH (3,7 a 4,2) considerado adequado ao processo fermentativo da
silagem de milho, segundo Kung Junior e Shaver (2001). Baixos valores de pH
das silagens inibem o crescimento de microrganismos que podem causar
problemas aos animais e ao homem, como enterobactérias e bactérias dos
géneros Listeria e Clostridium, melhorando a qualidade fermentativa e sanitaria
durante os processos aerobio e anaerobio (BOLSEN, 1995). De qualquer forma,
¢ importante ressaltar que somente o baixo pH nao ¢é suficiente para inibir os
microrganismos indesejaveis, em especial enterobatérias e clostrideos, sendo
ainda necessaria que a reducdo do pH seja rapida e acompanhada da produgio de
acidos como acético e propidnico.

A maior dosagem de inoculante utilizada neste trabalho pode ter
causado aumento do pH pela inclusdo de bactérias heterofermentativas na
ensilagem, uma vez que essas bactérias tém propiciado, em silagens de milho e
alfafa, valores de pH mais elevados do que aquelas que sequer foram inoculadas,
conforme observado por Dricehuis et al. (1999) e Kung Junior et al. (2003).
Corroborando com esses resultados, Drichuis et al. (1999), Filya, Sucu e
Karabulut (2006) e Ranjit, Taylor ¢ Kung Junior (2002) observaram valores
mais altos de pH em silagem de milho com o aumento das doses de L. buchneri.
Reis et al. (2008) verificaram que a inoculagio de 2x10° UFC g™ de L. buckneri,
em silagens de grios de milho, proporcionou um valor de pH igual a 4,2,

enquanto a dosagem de inoculagdo equivalente a 1x10° UFC g' da mesma
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bactéria permitiu a silagem um valor de pH igual 4,0. Entretanto, Basso et al.
(2012) ndo verificaram aumento dos valores de pH em funcdo das doses

crescentes de inoculantes.

4.5 Avaliagdo da estabilidade aerdébia

A estabilidade aerdbia da silagem pode ser avaliada indiretamente por
meio da temperatura. Alguns autores sugerem que o tempo transcorrido para que
a silagem atinja temperatura superior a 2°C acima da temperatura ambiente
(TAYLOR; KUNG JUNIOR, 2002) seja o tempo em que as silagens
permanecam estaveis. Verificou-se que o fator tempo de fermentagdo promoveu
efeito significativo (p<0,001) sobre todas as variaveis relacionadas a estabilidade
da silagem (Tabela 7). Assim, ¢ importante esclarecer que, no presente estudo,
as aclimatacOes nos ambientes onde foram alocadas as amostras de cada silo
experimental, foram diferentes para os tempos de fermentacdo avaliados (30 e
90 dias). No primeiro caso (30 dias), a temperatura ambiente média do local,
aonde se encontrava as amostras, foi igual a 23.48°C. Para a avalia¢do aos 90
dias de fermentacdo, as amostras permaneceram em local cuja temperatura
ambiente foi igual a 20.12°C. Logo, ndo seria conveniente fazer as comparagdes
das varidveis “temperatura maxima”, “tempo para atingir a temperatura
maxima” entre os diferentes tempos de fermentacdo. A partir dos valores de
temperatura obtidos com os data loggers, foram calculadas a temperatura
maxima (Tm) e o tempo necessario para alcangar essas temperaturas (TTMAX),
para cada amostra de silagem inoculada.

Os diferentes inoculantes, bem como as duas doses estudadas, ndo
modificaram significativamente a estabilidade aerdbia das silagens (Tabela 7).
Houve efeito apenas do tempo (p<0,001) sobre essa variavel. A estabilidade

aerobia das silagens foi maior aos 90 dias de fermentagdo (Tabela 7), o que pode
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ter ocorrido em fungdo do maior teor de acido acético (Tabela 4), menor
contagem de fungos filamentosos (Tabela 6) ou menor disponibilidade de
nutrientes em geral, ou mesmo pela menor temperatura do ambiente, mostrando
que silagens em ambientes mais quentes tendem a ter estabilidade menor

(ASHBELL et al., 2002; BERNARDES et al., 2007; DRIEHUIS et al., 2001).

Tabela 7 Probabilidade dos efeitos (p) para os dados referentes a estabilidade
aerdbia das silagens

Variavel Tratamentos Dose  Tempo 11 12 13 14
Tmax (°C) NS NS <0,001 NS NS NS NS
Tempo 30 90

(dias) 39,2a 32.3b

EA NS NS <0,001 NS NS NS NS
Tempo 30 90

(dias) 25,41b 58,21a
TTmax <0,01 NS <0.001 NS <001 NS NS
(horas)

Tempo 30 90

(dias) 42.34b 109.87a

Tmax: temperatura maxima; EA: estabilidade aerobia; TTMAX: tempo para atingir a
temperatura maxima; NS: ndo significativo; I1: interacdo entre tratamento ¢ dose; 12:
intera¢do entre tratamento e tempo; I3: interagdo entre dose e tempo; I4: interagdo ente
tratamento, dose e tempo. Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem entre si
(P>0,05) pelo teste de Scott-Knott

Esse valor de estabilidade foi superior ao encontrado por Gimenes et al.
(2006) para silagem de milho tratada com inoculante bacteriano (33 horas) apds
74 dias de fermentacdo e inferior aos encontrados por Schmidt e Kung Junior
(2010) (123 horas) e Danner, Mayrhuber e Braun (2003) (80,29 horas). Segundo

Driehuis et al. (2001), a aplicacdo de Lactobacillus buchneri isoladamente ou
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associada a bactérias laticas eleva a estabilidade aerdbia da silagem de milho,
reduzindo a populagdo de leveduras e de fungos filamentosos. Essa evidéncia foi
também relatada por Ranjit e Kung Junior (2000) que avaliaram a estabilidade
aerdbia de silagem de milho inoculada com cepas de BAL heterofermentativas
facultativa (L. plantarum) e heterofermentativas obrigatorias (L. buchneri),
separadamente ou combinadas, e verificaram que a inoculagdo de cepas de L.
buchneri determinou a melhor estabilidade aerébia. Ranjit e Kung Junior (2000)
relacionam a maior estabilidade aerdbia da silagem proporcionada por espécies
de BAL heterofermentativas a maior producdo de acido acético que, por sua vez,
inibe os microrganismos deterioradores responsaveis pela diminuicdo da
estabilidade aerdbia da silagem. No entanto, ¢ preciso cautela ao interpretar os
resultados de estabilidade aerobia, considerando os aditivos utilizados porque
varios fatores afetam a estabilidade da silagem, entre eles o pH, os teores de
etanol, acidos acético, o latico, carboidratos soluveis residuais e as populac¢des
iniciais de leveduras e de fungos filamentosos, fazendo com que a temperatura
de forma isolada ndo seja o parametro mais indicado para caracterizagdo da
estabilidade aerdébia (MUCK, 1991; SIQUEIRA et al., 2010).

Para o TTMAX, observaram-se, ainda, os efeitos significativos (p<0,01)
dos tratamentos e da interacdo desses com o tempo de fermentacdo (TRATXT).
Aos 30 dias de fermentagao, verificou-se a maior temperatura maxima alcangada
pela silagem (39,2°C), ocorrendo a diminui¢do da temperatura maxima aos 90
dias (32,3°C). Essa diminuicao da Tm aos 90 dias pode ser explicada em fungdo
do aumento da concentracdo de acido acético e redugdo de fungos filamentos aos
90 dias. Os maiores acumulos de temperatura significam maior aquecimento da
massa ensilada apos a abertura decorrente da maior intensidade de reagdes
promovidas pelos microrganismos ao ambiente aerdbio, os quais se utilizam dos

nutrientes disponiveis na silagem, provocando perdas no valor nutritivo
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(BALSALOBRE; NUSSIO; MARTHA JUNIOR, 2001; MCDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991).

O tempo de fermentagdo exerceu efeito significativo sobre o TTMAX
cujo valor médio, foi maior aos 90 dias (109,87 horas). Aos 30 dias de
fermentacdo, os valores de TTMAX foram semelhantes entre as silagens com
diferentes inoculantes (Grafico 1). Entretanto, aos 90 dias de fermentagao,
entretanto, os maiores valores de TTMAX foram verificados para os tratamentos
UFLA SIL 1 (L. buchneri), 2 (L. plantarum) e 5 (L. hilgardii), ou seja, para
alcangar a Tm desses foram necessarios mais tempo, sendo esses inoculantes
eficientes em estender a TTMAX. Basso et al. (2012) e Johnson et al. (2002)
também verificaram elevacdo no tempo para atingir a temperatura maxima
(TTMAX) para as silagens inoculadas apds a exposi¢do aerdbia. Os fungos
filamentosos ¢ leveduras sdo os principais responsaveis pela deterioragdo
aerdbia das silagens com consequente aumento da temperatura, espera-se que as
silagens inoculadas com BAL heterofermentativas facultativas, como a cepa L.
plantarum empregada no presente estudo, sejam mais propicias a agdo desses
microrganismos deterioradores, uma vez que o acido latico produzido em
elevada concentragdo por esse grupo de BAL ¢ substrato para o crescimento de
tais microrganismos indesejaveis, culminando na diminui¢do do TTMAX. Ao
contrario, silagens inoculadas com cepas de BAL heterofermentativas
obrigatorias, como a L. buchneri ¢ L. hilgardii, sio menos susceptiveis a
deterioracdo, pois essas bactérias utilizam o acido latico e o indisponibiliza para
leveduras e fungos filamentos e ainda produzem a partir desse substrato, o acido
acético, 1,2 propanodial e acido propidnico que inibem leveduras e fungos

filamentosos e, portanto, propiciam o aumento do TTMAX.



72

140 - aA

120 - bA

bA bA DA
).
100 - bA  bA

80 - ]
B 30 dias

60 - bB bB 90 dias
bB bB bB bB

TTMAX (hs)

40 b8 B p

Grafico 1 Tempo necessario para alcancar as temperaturas maximas (TTMAX) nas
silagens de milho inoculadas com diferentes cepas em dois tempos de
fermentagdo

Médias seguidas de letras maitisculas iguais ndo se diferem (p<0,05) estatisticamente nas

colunas referentes ao tempo de 30 dias, enquanto médias seguidas de letras mintisculas

iguais ndo se diferem (p<0,05) estatisticamente nas colunas referentes ao tempo de 90

dias. Para ambos foi aplicado teste de Scott-Knott
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5 CONCLUSAO

A inoculacdo com as diferentes cepas de BAL alterou de forma similar
as caracteristicas bromatologicas sem apresentar, no entanto, diferengas no valor
nutritivo das silagens de milho avaliadas apds o periodo de fermentagdo.
Entretanto € possivel salientar que as silagens inoculadas com as cepas UFLA
SIL 1, 2, 5, 6, 7 e 8 apresentaram elevadas producdes de acido acético e de 1,2
propanodiol.

Efeitos diferentes sobre as populagdes de BAL e de fungos filamentosos
foram proporcionados pelos tratamentos inoculados nas silagens de milho, fato
nao observado para a populacdo de leveduras. As cepas UFLA SIL 2 e 7 esteve
sempre entre os melhores tratamentos que proporcionaram o maior numero de
BAL nas silagens, ao longo de todo o processo fermentativo. Essas cepas, no
entanto, nao foram os melhores tratamentos a fim de proporcionar a redugao do
numero de fungos filamentos, sendo as cepas UFLA SIL 8 e Lalsil as que se
destacarem quanto essa avaliagdo.

O tempo de fermentacdo foi o fator essencial a ser considerado para se
obter a qualidade de silagens de milho inoculadas com BAL, uma vez que, aos
90 dias do processo fermentativo, foi possivel ocorrer o aumento dos teores de
acido acético e 1,2 propanodiol e maior estabilidade das silagens, quando
comparados aos 30 dias de fermentacao.

Determinou-se para os tratamentos testados que a dose de inoculagdo
indicada ¢ a de 6 log UFC g de forragem por proporcionar a maior redugdo de
fungos filamentosos na silagem de milho, reduzindo, dessa forma, a deterioragdo

aerobia por esses microrganismos.
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