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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o objetiveselecionar cepas de
bactérias do acido latico (BAL) para serem utilzmdomo inoculantes e avaliar
seus efeitos sobre a composicdo quimico-bromatalpga populacdo de
microrganismos, as perdas fermentativas e a adtadsl aerdbia de silagens de
milho. No primeiro experimento, foi realizada séege BAL baseada no perfil
de producao de metabdlitos em extrato aquoso, texasescimento e eficiéncia
na reducdo do pH. As cepas que apresentaram o®nmeltesultados foram
avaliadas conforme sua capacidade de inibir o icnesto de microrganismos
patogénicos e deterioradores pelo método de difasfidgar. Diferencas com
relacéo a producédo dos metabdlitos entre as cepas bbservadas, no entanto,
9 cepas foram escolhidas para serem avaliadasl@regperimentais de PVC.
A inoculacdo das BAL nas silagens de milho ndolrasiem diferencas nas
caracteristicas quimicas e na populacdo dos mam@gos patogénicos e
deterioradores, apos 60 dias de fermentacdo. Qmmeatos 11, 68 e 70
apresentaram elevada producédo dos acidos laticétie@ além de altos indices
de etanol. Além disso, os tratamentos 11 e 68 apt@mm os melhores
resultados ap06s a exposi¢cdo aerdbia. No segundwimegnto, avaliaram-se os
efeitos da inoculacédo de 9 cepas de BAL selecianadaexperimento anterior,
nos perfis bromatol6gicos e microbiol6gicos degsles de milho. Os silos
experimentais de PVC foram abertos com 10, 30, 80 dias de fermentacéo e
retiraram-se amostras para a determinacdo dastersticas bromatoldgicas,
fermentativas e microbioldgicas. A diversidade baaha foi determinada pela
técnica de PCR-DGGE e, ap6s 90 dias de fermentégiéfeita avaliacdo da
estabilidade aerobia e perdas de MS. A inoculagio abépas de BAL nédo
influenciou a composicdo quimica das silagens.efanto, os tratamentos 11,
68 e 73 apresentaram a maior relacdo entre a g@patos 4cidos latico e
acético. Nos tratamentos 11 e 73 foram verificaatasnenores contagens de
leveduras e fungos filamentosos, tendo, no trattonkh, sido observada uma
menor diversidade bacteriana durante o processoefdéativo, além da maior
estabilidade aerdbia e também as menores perdadSdeAssim, a BAL
inoculada no tratamento 11 é considerada fonte ipsoma para ser utilizada
como inoculante em silagens de milho.

Palavras-chave: Silagem de milho. Selecdo. Bastéda acido latico.
Patogénico. DGGE. Estabilidade aerébia.



ABSTRACT

The present work aimed to select strains of laatid bacterias (LAB)
in order to use them as inoculants and evaluate ¢ffects on the chemical-
bromatological composition, the population of mamganisms, fermentation
losses and aerobic stability of corn silage. Th&t #xperiment was performed
based on the selection of LAB production profile métabolites in aqueous
extract, growth rates and efficiency in reducing pii. The strains with the best
results were evaluated according to their ability imhibit the growth of
pathogenic and spoilage microorganisms by agansidh method. Differences
in relation to the production of metabolites weleserved between the strains;
however, nine strains were chosen for evaluatia@xperimental PVC silos. The
inoculation of LAB in corn silage did not result differences in chemical
characteristics and in the population of pathoganit spoilage microorganisms
after 60 days of fermentation. Treatments 11, GB#hshowed high production
of lactic and acetic acids, and high levels of ethaln addition, treatments 11
and 68 showed the best results after the aerohposéion. In the second
experiment, the effects of inoculation of nine isisaof LAB selected in the
previous experiment were evaluated in bromatoldganad microbiological
profiles of corn silage. The experimental PVC silese opened after 10, 30, 60
and 90 days of fermentation and samples were tdéerdetermination of
bromatological, microbiological and fermentative adcteristics. Bacterial
diversity was determined by PCR-DGGE and after & df fermentation an
evaluation of aerobic stability and DM losses wased The inoculation of LAB
strains did not affect the chemical compositiorsitdges. However, treatments
11, 68 and 73 had the highest ratio between theoption of lactic and acetic
acids. In the treatments 11 and 73 the lowest soohteasts and molds were
found, and on treatment 11 it was observed a |dvaeterial diversity during
fermentation, besides the higher aerobic stakility also the lower DM losses.
Thus, LAB inoculated into the treatment 11 was @#red a promising source
to be used as inoculant in corn silage.

Keywords: Corn silage. Selection. Lactic acid baate Pathogenic. DGGE.
Aerobic stability.
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CAPITULO 1

Introducdo Geral

1 INTRODUCAO

A pecuéria brasileira esta evoluindo no sentidadigtar sistemas mais
eficientes, com o uso de animais de maior potermygaktico que demandam
dietas balanceadas, a base de concentrados e woisime alto valor nutritivo.
Pimentel et al. (1998) relataram que, para a pi@dude silagem, ha,
preferencialmente, a necessidade de utilizacaonue espécie forrageira que
apresente producdo elevada de massa por unidadeedee que seja um
alimento de alta qualidade para os animais.

Nesse sentido, McDonald, Henderson e Heron (198hsideram a
planta de milhoZea mays l).ideal para ensilagem, uma vez que, no momento
adequado de colheita, ela contém quantidade rataéate alta de matéria seca
(MS), baixa capacidade tampé&o e niveis adequadoartieidratos solGveis em
agua (CHO) para fermentacao. Além disso, aprede@aceitacdo por bovinos,
bubalinos, caprinos e ovinos, para a producdo de & ganhos de peso
satisfatérios de animais para corte (OLIVEIRA; SQUZOBRINHO; REIS,
2007). No entanto, grandes perdas de nutrientestdua exposicdo ao ar séo
verificadas devido a maior instabilidade aerobia ddagens de milho que
ocorre em virtude da maior concentracdo de substpaitencialmente oxidaveis
por microrganismos oportunistas (SIQUEIRA; BERNARBREIS, 2005).

Nesse aspecto, tecnologias microbiolégicas, como inoeulantes
microbianos especificos para silagens, sdo selbien em laboratério e
aplicados no campo como forma de reduzir as pefdamentativas e

proporcionar silagens de elevada qualidade. Estiigoa tém caracteristicas
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distintas em relagdo as suas funcdes, e as bactériacido latico (BAL) tém
merecido destaque nos processos de selecdo dergaiimmos para serem
utilizados como aditivos em silagem. Alguns inootds sdo adequados para
acelerar o processo fermentativo com elevada pamdde acido latico, com
rapida e eficiente reducao nos valores de pH; sutro entanto, sao benéficos
em diminuir a degradacado aerébia das silagens pa da producdo de outros
acidos organicos, além do acido latico, que possf@iéncia comprovada na
inibicio dos principais microrganismos deteriorador(KUNG JUNIOR;
STOKES; LIN, 2003). Além disso, pesquisas sobrestatiolismo das BAL tém
revelado que algumas cepas, além de promover negdhdurante o processo
fermentativo, tém atividade antimicrobiana, o queenta sua eficiéncia como
inoculante (GOLLOP; ZAKIN; WEINBERG, 2005).

Entretanto, os resultados obtidos com a utilizadd® inoculantes séo
contraditérios, visto que as melhorias no perfirfentativo das silagens nem
sempre sdo acompanhadas de ganhos no valor rutotivno desempenho
animal (KUNG JUNIOR; STOKES:; LIN, 2003).

A obtencado de sucesso no uso de aditivos micrapb@mé em silagens
depende de varios fatores, como: a habilidade dettie inoculada de crescer
rapidamente na massa de forragem ensilada e apaeidade de promover uma
fermentacdo adequada, com rapida e eficiente gonedpH; a presenca de
substrato adequado, sendo observado pela comiplaiiial entre a bactéria
inoculada e a planta forrageira; a populacdo daébacinoculada e sua
capacidade de competir com a microbiota epifitieafadrageira e também da
capacidade de sobreviver durante todo o processwefféativo, o que
proporcionard melhorias durante a exposi¢cdo aer@®RARISALO et al.,
2007).

Além disso, 0 monitoramento das cepas bacteriamasiiadas ao longo

do processo de fermentacdo por meio de técnicascmates também apresenta
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real importancia, pois resulta na obtencdo de ndvimsmacdes que dardo
suporte ao entendimento das funcdes dessas cepmdeda fermentacéo (LI,

NISHINO, 2011a). Contudo, até 0 momento, nenhunndestiescreveu o uso de
técnicas moleculares para monitorar os efeitoscdpas de BAL selecionadas
na comunidade bacteriana presente na silagem ago lolm periodo de

fermentacéo.

Deste modo, esses fatores justificam as investigadds efeitos dos
inoculantes em grande variedade de plantas foreegémilho, sorgo, capins,
alfafa, dentre outras) para a confec¢cdo da silagesjg sobre o aspecto
fermentativo ou nutricional (REIS; JOBIM, 2001).s#® sendo, 0 processo de
selecdo e avaliacdo de diferentes estirpes de Bwd gnsilagem de milho se faz
necessario e trabalhos nesse intuito sdo escas@dgnciando, portanto, a
importancia do trabalho em questao.

Para organizar a distribuicdo dos trabalhos de$édes nesta
dissertacado, foi realizada a redacdo em forma giéubas, sendo o capitulo 1
uma revisdo de literatura, na qual se abordam ggirges temas: silagem,
silagem de milho, microbiota da silagem, bactédiasicido latico, bactérias do
acido propiénico, microrganismos indesejaveis presena silagem, inoculantes
microbianos; selecdo de cepas para inoculantesegsitlade microbiana em
silagens, utilizando técnicas independentes devoult

No capitulo 2, objetivou-se selecionar cepas de Bé&in potencial para
melhorar as caracteristicas fermentativas e inilidrorganismos patogénicos e
deterioradores, além de avaliar os efeitos da Iagéo destas cepas no valor
nutritivo e na estabilidade aerébia de silagensndieo. No capitulo 3, foram
avaliados os efeitos da inoculacdo de diferented BAs caracteristicas
fermentativas, no valor nutritivo e na estabilidagedbia de silagens de milho,
objetivando selecionar cepas que minimizem as petdeorrentes da ensilagem

para serem utilizadas como inoculantes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Silagem

A conservacao de culturas forrageiras por meig@dai¢a de ensilagem
€ um processo muito antigo, conforme documentartungis encontradas no
Egito, entre 1000 e 1500 anos a.C. Entretanto,terdsse pela técnica de
conservacao difundiu-se pela Europa apenas nooss¥td| o que estimulou os
pesquisadores a realizarem estudos mais aprofusidagtmla naquele periodo
(MC DONALD; HENDERSON; HERON, 1991).

Woolford (1984) definiu silagem como o produto dbti quando
forrageiras contendo alta umidade, sujeitas a ideag€fo por microrganismos
aerobicos, sdo armazenadas anaerobicamente.

A silagem é produzida pelo processo da ensilagamgqima técnica de
conservacdo da forragem que consiste no corteggritacompactacdo e na
devida alocacdo do material dentro de um recipient@strutura denominada
silo, na qual a combinacdo entre um ambiente abie® um pH baixo é
fundamental para evitar uma atividade microbiadasejavel (PAHLOW et al.,
2003).

Segundo Weinberg e Muck (1996) e Merry, Lowes et&¥a(1997), o
processo de ensilagem pode ser dividido em quasesf conforme descrito a
sequir.

A fase aer6bicaem geral, tem duracdo de poucas horas, quandmeoco
a reducdo do oxigénio atmosférico, devido a res@orado material ensilado,
juntamente com a acdo de microrganismos aerdbi@naerobios facultativos,
como as leveduras e as enterobactérias. Quanto ongor de oxigénio deixado
dentro do silo, maior sera a respiracdo celulanesando, assim, o tempo em

gue as bactérias aerébias estardo presentes nergebi
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A fase de fermentacao inicia-se quando ha o esgoti@anda maior parte
do oxigénio presente. Uma vez que o silo restrimgmtrada de oxigénio, o
processo de respiracdo aerObica das plantas jumt@mem o da microbiota
epifita é responsavel por consumir o oxigénio prieseO ambiente com
concentracdo reduzida de oxigénio cessa a respirpel planta, inibe o
crescimento dos microrganismos aerobios e criaicoes favoraveis para as
bactérias laticas epifitas ou adicionadas comoulante produzirem &cido
latico. Durante a fase anaerdbica da ensilagenhaatrias do acido latico
(BAL) epifitas baixam o pH pela conversdo de CHO &widos organicos,
principalmente acido latico (MCDONALD; HENDERSONERON, 1991).

Na fase de estabilidadeaso ndo ocorra a entrada de ar no silo, o
material ensilado ndo sofrerd mudancas signifiaati®s baixos valores de pH
fazem com que a atividade das bactérias anaerébjam reduzidas e, além
disso, alguns microrganismos acido tolerantes solenm a esta fase em estado
de inatividade ou na forma de esporos (ELFERIN&.e22001).

A fase de deterioracdo aerébia, ou fase de alip@otdnicia-se logo
gue o silo é aberto e o material ensilado fica stqao ar. A deterioracao do
material comeca com a degradacdo dos acidos oogamor leveduras e,
ocasionalmente, por bactérias acéticas. A silagerando exposta ao ar, pode
sofrer aumento de temperatura e de pH, podendda,aicorrer perdas de CHO
e dos produtos finais da fermentacédo, o que campira reduzir a qualidade da
silagem e sua digestibilidade pelo aninffOOLFORD, 1990). O ultimo
estagio desta fase inclui a atividade de outrosramgenismos aerébios
deterioradores, como fungos filamentosos e entetéhas (ELFERINK et al.,
2001).

A deterioragdo aerébia, além de causar perdasldenricional, afeta
a qualidade de silagens por meio do crescimentoic®rganismos patogénicos
e producdo de toxinas (BORREANI; TABACCO, 2010). @&xigénio é
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prejudicial para a qualidade da silagem, pois permjue microrganismos
aerébios deterioradores, como leveduras, fungactitias aerdbias, cresgcam e
se multipliquem. Estes microrganismos competem &b por nutrientes,
causando fermentacdo indesejavel e assimilacéoido latico, o que resulta na
reducdo da MSWOOLFORD, 1990). Além disso, alguns fungos intenfiema
produtividade animal, pela producdo de micotox{@&$ANG et al., 2009).

Vérios fatores no processo de ensilagem podemradetpialidade da
silagem, incluindo teor de MS, tempo de ensilagBAWSON et al., 1999),
sistema de ensilagem (MCENIRY et al., 2008), cortgigo da forragem e
infiltracdo de ar no silo durante a armazenagem@@NALD; HENDERSON;
HERON, 1991).

2.1.1 Silagem de milho

Conforme Nussio, Campos e Dias (2001), o milho sgr&a os
requisitos basicos para a confeccdo de uma bagesil® tem sido cada vez
mais recomendado, devido as suas caracteristicakodeendimento de massa
verde por hectare, boa qualidade, relativa facdkdde fermentacdo no silo,
além da boa aceitacdo por parte dos bovinos e gatt@eso satisfatorios de
animais em confinamento (GOMES et al., 2002).

A qualidade da silagem de milho sofre influénciaadpectos como o
hibrido utilizado e o estadio de maturacéo na dalhalém de aspectos relativos
ao solo e ao clima (NEUMANN et al.,, 2007). Na cagBo das silagens,
aspectos ligados ao tamanho das particulas e ra aléucolheita das plantas
afetam o grau de compactacdo e, por consequénciandicdo alcancada de
anaerobiose, que é decisiva no processo de fergdenta conservacao
(NUSSIO; CAMPOS; DIAS, 2001).
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De acordo com observacgdes feitas por Sulc, Thonddbteiss (1996), a
posicdo da linha de leite no gréo tem sido recoaadcomo o ponto de
colheita do milho para ensilagem. A linha do Iétama camada externamente
visivel na face oposta do grdo que limita as nedrizdlida e liquida do
endosperma e se desloca da regido da coroa pasaeadb grédo, durante o
processo da maturacdo (AFUAKWA; CROOKSTON, 1984)evido a
acumulacado de amido, acima da linha do leite, @ gqiresenta consisténcia
farinacea/dura e abaixo, consisténcia leitosa.

Filya (2004), avaliando o valor nutritivo de silagede planta inteira de
milho colhidas em diferentes estagios de maturideslatou que o ponto ideal
para colheita corresponde ao momento em que adinheite esta a dois tergos
do grédo. Neste estagio, foram observados os matorgelidos de matéria seca
e maior degradabilidade da matéria organica. Al&sod o rendimento maximo
de FDN degradavel ocorreu neste estagio de matieidsendo, portanto,
recomendado com o objetivo de maximizar o rendimedé nutrientes
fermentaveis por hectare.

O teor de MS esta relacionado com o estabelecimgataondicbes
apropriadas para fermentacdo latica e reducdo dakag Plantas de milho
colhidas com teores elevados de MS (40% a 45%3¥api@m maiores niveis de
perdas, dificuldade de compactacao, diminuicdoatsidade, aquecimento da
massa ensilada, menor taxa de fermentagcdo, retexdgiooxigénio e
desenvolvimento de microrganismos deterioradoresultando, assim, em
silagens de qualidade inferior, conforme reportpdo Ferreira (2001). Além
disso, o teor de CHO é menor em plantas com aftode MS, o que pode
comprometer o processo de ensilagem devido a g&strdesse substrato
(ZOPOLLATTO et al., 2009).

Por outro lado, a colheita de plantas com baixdetmo de MS propicia

perdas durante a fermentacdo, em decorréncia oeriéacdo secundaria, bem
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como a producdo de efluentes. O material colhido baixos teores de MS

favorece o crescimento de bactérias do gé@éetridium as quais promovem

a protedlise e, consequentemente, producdo deg@mim amoniacal. Com isso,
a silagem perde valor nutritivo e palatabilidadegido Rotz e Muck (1994), a
producéo de efluentes em silagens de milho teralereentar quadraticamente
com o teor de umidade, provocando perdas por ¢igdo de compostos sollveis
como dissacarideos, peptideos e minerais.

Siqueira, Bernardes e Reis (2005) afirmam que lagesis de milho
podem ser consideradas alimentos nobres, pois efamlad de alto valor
nutritivo e elevado custo de producdo de MS. Caso, isonsidera-se que 0s
cuidados com essas silagens apés a abertura dsslsitem ser extremamente
criteriosos, devido a maior instabilidade aer6hia gcorre em virtude da maior
concentracdo de substratos potencialmente oxiddpeis microrganismos

oportunistas.

2.2 Microbiota da silagem

A microbiota da silagem desempenha papel fundaineatgualidade
do processo de conservacao da forragem, podendovgida, basicamente, em
dois grupos, os microrganismos desejaveis, repiades pelas bactérias do
acido latico (BAL) e bactérias do acido propioni¢BAP) e aqueles
indesejaveis, que estdo associados as perdas elaramsilagem, ocasionadas
pela deterioracao anaerob@dstridiumspp. e enterobactérias) ou deterioracao
aerébia Bacillusspp.,Listeria spp., leveduras e fungos filamentosos).



25

2.2.1 Bactérias do acido latico (BAL)

Segundo Pahlow et al. (2003), as BAL correspondeipriacipal grupo
de microrganismos que atuam no processo fermentaflentre as espécies
frequentemente encontradas em silagens, citam-desagénerokactobacillus
PediococcuslLactococcusStreptococcys€Enterococcug Leuconostoc

Sao classificadas como bactérias gram-positivaslmente ndo méveis
e ndo esporulantes. Todas séo microaerofilicasalgamas tém preferéncia por
condi¢Bes anaerbbicas (HAMMES; HERTEL, 2003). Aacteristica principal
das BAL é a producao de &cido latico como Unico @uincipal produto de seu
metabolismo.

As duas vias principais de utilizacdo de acUcamdaspBAL séo a
glicélise ou via de Embden-Meyerhof Parnas (EMPa &ia das pentoses
fosfato. De acordo com as vias utilizadas, as BAlo €lassificadas em
homofermentativas, heterofermentativas obrigator@asheterofermentativas
facultativas (MADIGAN et al., 2010).

As BAL homofermentativas produzem quase que exansénte acido
latico na fermentacao de hexoses pela via EMP daré@ntam pentoses, pois
tém apenas a enzima aldolase, como, por exerRgidiococcus damnosues
Lactobacillus ruminis As heterofermentativas facultativas, represeistqadas
espécied.. plantarum L. pentosu® Enterococcus faeciynsdo semelhantes as
anteriores, contudo, também sao capazes de fempamses em acido latico e
acético, pois tém a enzima aldolase constitutiva fesfoquetolase. As BAL
heterofermentativas obrigatérias fermentam hexosepentoses, pela via
fosfogluconato, em &cidos latico e acético, etendidxido de carbono e podem
ser representadas pelas espétiebrevise L. buchneri(AXELSSON, 2004;
HAMMES; HERTEL, 2003).
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Segundo Hammes e Hertel (2003), no decorrer doepsoc de
fermentacado da silagem ocorre sucesséo de géreefusctérias do 4cido latico.
No estadio inicial, as bactérias pertencentes aerg&treptococcuslominam o
processo, sendo substituidas paruconostoc depois porLactobacillus e
Pediococcusque sdo mais resistentes as condi¢cdes acidas.oGdsmnorrer do
processo, até as BAL pertencentes ao géheamtobacillusvdo perdendo a
viabilidade, entretanto, alguns microrganismos egpigados, tais como
Lactobacillus buchneri continuam ativos, porém, em um baixo nivel
(ELFERINK et al., 2001).

As bactérias laticas da microbiota epifita s@o resals para a
fermentacéo das silagens, sendo detectadas endadeside 10a 16 UFC ¢*
em forragem de alfafa; 1@m gramineas perenes € & milho e sorgo em
clima temperado (PAHLOW et al., 2003). Henders®@®98) relatou que as BAL
presentes na forragem fresca estdo em estado dermeue os procedimentos
da colheita que laceram a planta culminam com @b dessas bactérias.
Entretanto, estas bactérias podem também ser mdias por meio de
inoculantes, com o objetivo de melhorar as cartstiesis fermentativas.

2.2.2 Bactérias do acido propiénico (BAP)

As BAP obtém energia por meio da fermentacdo taleoaclcares
guanto do &cido latico, produzindo, assim, profimnacetato e didxido de
carbono (MOON, 1983). O acido propiénico tem sidilizado com bastante
sucesso para reduzir as perdas associadas cotalzilidade aerébia em funcéo
de sua acdo antifungica, inibindo, assim, os paisi microrganismos de
deterioracdo aerdbia que séo as leveduras e flitgyoentosos (LINDGREN et
al., 1983).
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Bolsen et al. (1996) relataram que a inoculacadAfP melhorou a
estabilidade aerobia em silagens de milho, em cragfa com as silagens
controle e as inoculadas com BAL. Filya, Sucu ealatut (2006) também
relataram efeitos positivos da inoculagcdoPdepionibacterium acidipropionici
em silagens de milho e sorgo, em que foram enao#rmaiores niveis de acido
acético e propibnico nas silagens inoculadas d@macidipropionici que
naquelas inoculadas colm plantarume a combinagcdo dos microrganismos.
Além disso, a inoculacdo col. acidipropionici conferiu maior estabilidade
aerébia as silagem de milho e sorgo, em funcéo aarnnibicdo de fungos

filamentosos e leveduras.

2.2.3 Microrganismos indesejaveis presentes na gjkm

Microrganismos indesejaveis sdo aqueles associadmsrdas durante
todas as fases do processo de ensilagem, estdadmmados a deterioracao
anaerobia, apresentando elevado consumo de nafrietomo as
Enterobactériase Clostridium spp. ou deterioragdo aerébia, como leveduras,
fungos filamentoso$Bacillus spp. elisteria spp. Esses microrganismos podem
estar presentes na cultura ou ser oriundos de morggdo, principalmente do
solo, competindo com as BAL por CHO e seus prodiitess (MCDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991). Muitos desses microrgansmeterioradores
ndo somente diminuem o valor nutritivo da silageomo também tém efeito
prejudicial na satde animal, além de interferirgnalidade do leite produzido
pelos animais alimentados com essas silagens (\RSS# al., 2007; JULIEN
et al., 2008).

As leveduras sdo microrganismos eucarioticos wimels, anaerébios
facultativos e heterotroficos. Sua importancia mocesso fermentativo da

silagem esta relacionada com perdas durante a rieag® e a deterioracdo
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aerdbia durante a fase de abertura, pois esse deuptcrorganismo é capaz de
exercer sua atividade metabdlica tanto na presgumnemto na auséncia de
oxigénio (MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991).

Sob condi¢cdes anaerébias, as leveduras fermentamar®idratos

disponiveis produzindo etanol e € MCDONALD; HENDERSON; HERON,
1991). Esta producdo de etanol na silagem ndo redndi a quantidade de
carboidratos disponiveis para as BAL, como tambéde @apresentar um efeito
negativo no sabor do leite produzido pelos aninmiitmentados com essas
silagens (RANDBY; SELMER-OLSEN; BAEVRE, 1999). Satpndicdes
aerdbias, muitas espécies de leveduras degradaidamlatico em C@e H.O.
A degradacéo do acido latico provoca um aumentphhala massa ensilada,
permitindo, desse modo, o crescimento de outroanismos deterioradores
(MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991). Assim, o crasginto desses
microrganismos durante todas as fases do processmsllagem implica em
perdas de MS.

As leveduras sdo o0s microrganismos responsaveis pétio da
deterioracdo aerdbia em silagens (WOOLFORD, 1986{LPOW et al., 2003),
embora as bactérias acéticas (SPOELSTRA; COURTXI BEERS, 1988)

e outros microrganismos possam determinar a dedeéo inicial (LINDGREN,;
PETTERSSON; KASPERSON, 1985; BERNARDES; REIS; MORE]
2005).

As leveduras envolvidas na deterioracdo aerdbiamazkr classificadas
em dois grupos: as espécies que utilizam &acidosinmgs Candida
EndomycopsisHansenulae Pichia) e as que consomem agucares, como as
espécies que pertencem ao géneooulopsis(JONSSON; PAHLOW, 1984).
Segundo McDonald, Henderson e Heron (1991), aglleas sdo capazes de

desenvolverem-se em baixas concentra¢cfes de oxig&rh ambientes com pH
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muito acido (pH<4,0), ocorrendo a sucesséo de popeak ao longo das etapas
de ensilagem.

Durante as primeiras semanas de ensilagem, a géputie leveduras
pode chegar a IOFC ¢, ocorrendo um decréscimo gradual durante as etapas
subsequentes de armazenagem (JONSSON; PAHLOW, ,188#4do sua
sobrevivéncia neste periodo dependente do grawnakerabiose, do pH e da
concentracdo de Acidos organicos. As areas dansile proximas a superficie
sdo, por natureza, mais susceptiveis a infiltragéoar, devido a maior
porosidade da massa e aos materiais utilizadosobertara. Desse modo, a
multiplicacdo das leveduras pode continuar lentaendarante todo o periodo
de estocagem (BORREANI; TABACCO; COLOMBARI, 200Em silagens de
milho, quando a massa entra em contato com o antiuo desabastecimento do
silo, populacbes de leveduras superiores a UBC ¢' podem quebrar a
estabilidade em poucas horas, conforme relatadpok (2004).

Os principais géneros de fungos filamentosos quesiéo isolados de
silagens sad\spergillus Penicillium Fusarium Mucor, Absidea Monoascus
Scopulariopsise Tricodermae seu crescimento em silagens estd associado a
locais onde ha penetracdo de ar durante a faserrdazenamento, mas,
principalmente, durante a fase de abertura do slajual ha maior difusédo do
oxigénio no material ensilado (EL-SHANAWANY; MOSTAE BARAKAT,
2005).

A presenca de fungos filamentosos nao s6 causaenngao do valor
nutritivo e na palatabilidade da silagem em fungdalegradacéo de proteinas,
mas também podem ter efeitos negativos na saudek@ihumana (ARCURI,
CARNEIRO; LOPES, 2003; MAY, 1993).

Contudo, alguns géneros, comspergillus Fusariume Penicillium
produzem micotoxinas que sdo produtos organicoaetabolismo secundario e

podem, quando ingeridas, acarretar danos a sadigecglutividade dos animais
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(MAHANNA, 1994; KOROSTELEVA; SMITH; BOERMANS, 2009FINK-
GREMMELS, 2008). A formacéo de micotoxinas na fgera € determinada
por uma série de fatores, podendo-se destacarsanme de ¢ o estresse da
planta, o estadio de desenvolvimento em que arauibiicortada, o tipo de solo
e as atividades sinérgicas ou antagbnicas entretciesp de fungos
(WOOLFORD, 1990; FRISVAD; ANDERSEN; THRANE, 2008).

As principais micotoxinas relatadas em silagensniiao incluem
aguelas produzidas por fungos do géreusarium— fumonisina B, nivalenol,
desoxinivalenol, zearalenona, 15-acetil-desoxieival e eniatina B e B
(DRIEHUIS et al., 2008; ECKARD et al., 201lternaria — alternariol e éter
monometil alternariol (RICHARD et al., 2007hsperqgillus - aflatoxina B
(GARON et al., 2006)Penicillium - andrastina A, toxina-PR, roquefortina A e
C, acido micofenolico e patulina (MULLER; AMEND, 98, MANSFIELD;
JONES; KULDAU, 2008).

Os principais sintomas de contaminacdo por mico&sinos animais
incluem recusa alimentar, danos ao figado, rinsulengo, ma formacdo em
fetos, aborto e morte do animal (SCUDAMORE; LIVESEN98). Todavia,
pesquisas tém sido realizadas com o intuito ddicearia presenca e identificar
compostos antifiingicos produzidos por BAL (MAGNUSSCSCHNURER,
2001; STROM et al., 2002).

Outro grupo de microrganismos indesejaveis encdosram silagens
sdo as enterobactérias, que sdo bactérias grartivasgando formadoras de
esporos, anaerébias facultativas, imoveis ou m@weisflagelacao peritriquia.
Os principais géneros relatados em silageng&séaberichiaKlebsiela Erwinia,
Salmonella Proteus e Enterobacter.Embora a maioria daEnterobactérias
detectadas nas silagens seja considerada nao pialggéeu desenvolvimento é

indesejavel, visto queompetem com as BAL pelos acglcares no inicio do
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processo fermentativo, produzindo, principalmentggcido  acético
(HENDERSON, 1993; MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991)

As enterobactérias também sdo capazes de degratikinps que, além
de provocarem reducdo do valor nutricional da eitagconduzem a producao
de aminas e &cidos graxos ramificados, apresentafeito negativo na
aceitabilidade da silagem. Além disso, a aménimé#aa por protedlise aumenta
a capacidade tampédo do material ensilado, retaodameducéo rapida do pH da
silagem (MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991). EsteEmrganismos
também promovem a reducdo de nitrato {N@ara nitrito (NQ) e estes para
6xido nitrico (NO) e 6xido nitroso @®), que tem um efeito prejudicial nos
tecidos do pulméo, causando uma doenca com sinteeraslhantes aos da
pneumonia (SPOELSTRA, 1987).

Ostling e Lindgren (1995) afirmam que a presenc&mterobactérias,
por outro lado, pode tornar a silagem mais estdadhse aerdbia por meio da
producdo de alguns compostos durante a fermentap#®m,tém atividade
inibitéria frente a leveduras, durante a exposidi®bia. Além disso, uma leve
reducdo do nitrato é considerada positiva paraaiidaule da silagem, pois o
nitrito formado e o 6éxido nitrico séo inibidorescakzes contr&lostridiumspp.
(SPOELSTRA, 1983).

A contaminacgdo de silagens c&scherichia colié um importante fator
gue afeta a salde animal e a qualidade higiénisalitmentos (WILKINSON,
1999), entretantoE. coli constitui uma pequena propor¢cdo encontrada em
silagens em relacdo ao numero total de enterob@sté(OSTLING;
LINDGREN, 1995). Li e Nishino (2011a) identificaramor meio de métodos
independentes de cultivo, espécie€deinia, Rahnella Pantoea Morganellae
Klebsiellaem silagens de azevérno{ium multifloriun), apos exposi¢éo ao ar.
No processo de ensilagem, a presenca dessas &da@eéde ser minimizada por

fermentacdes aceleradas em que ha uma queda rapipal. No entanto, a
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presenca de oxigénio prolonga sua sobrevivéncissilagem (DRIEHUIS;
ELFERINK, 2000).

A presenca de bactérias do gériesteriatambém tem sido relatada em
silagens. Trata-se de microrganismos aerébios aaréhios facultativos e sua
ocorréncia em silagens tem sido associada a detefim aerébia (DRIEHUIS;
ELFERINK, 2000).

O génerdListeria possui 6 espécies reconhecidasmonocytogenes.
ivanovii, L. innocua L. seeligeri,L. welshimerie L. grayi (HIRSH; ZEE, 2004).
A espécie L. monocytogenegem maior importancia por causa de sua
patogenicidade e capacidade de sobrevivéncia (VIleARl., 2007), estando
associada a surtos de septicemia, abortos, dodncsistema nervoso central e
mastite, afetando, assim, muitos animais ruminaeteambém o homem
(HIRSH; ZEE, 2004).

O crescimento e a sobrevivéncia Hesteria spp. na silagem sao
determinados pelo grau de anaerobiose e 0 pH daan&ssas bactérias podem
tolerar valores de pH de 3,8 a 4,2 por longos dedose 0 oxigénio estiver
presente, mesmo que em baixos niveis. No entasitocandicBes estritamente
anaerobicas e a baixos valores de pH, essas bacfgidem rapidamente a
viabilidade. Assim, esses microrganismos estédoleides com a deterioracédo
aerdbia das silagens, ndo se desenvolvendo enersilabem preservadas
(ELFERINK et al., 2001).

Em diversos trabalhos tem sido relatado o isolamede L.
monocytogeneem leite de bovinos em rebanhos com problemasdapvos.
Bemrah et al. (1998) relataram que 16% das amodg&dsite procedentes de
vacas que abortaram devido a listeriose apresentagacontaminadas pdr
monocytogenes.

Vilar et al. (2007) detectaralxisteria spp. em 33,7% das amostras de

silagem, sendo que a espétiemonocytogenesstava presente em 6% dessas
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amostras. Tggi, Tiritoglu, Oglitcli (2010), pesquisando a inciifdeListeria
spp. em silagens, na Turquia, observaram a preskricamonocytogenesm
6,66% das amostras de silagens avaliadas e em 1dag%mostras de leite
obtidas dos animais que se alimentaram com agrBagpntaminadas.

Konosonoka et al. (2012) isolardmivanovii L. innocuae L. seeligeri
em 9,2% das amostras de silagem avaliadas, notentarmonocytogenefoi
isolada em 20% das amostras, embora nenhuma es$péhie sido encontrada
nas amostras de leite avaliadas.

Os génerof£lostridiume Bacillus séo bactérias formadoras de esporos,
0 que as torna indesejaveis nos sistemas de cagServde alimentos
(LINDGREN et al., 2002). A passagem dessas bastéieaum ambiente para o
outro ocorre, geralmente, através dos esporosafdersobrevivéncia resistente
ao oxigénio, ao calor, aos 4cidos organicos, acaddi e as enzimas digestivas
(PAHLOW et al., 2003).

As espécies do géne@ostridiumsao bactérias estritamente anaerébias
e o seu desenvolvimento na silagem, durante adfagermentacao, estd ligada a
uma lenta e insuficiente acidificacdo (pH > 4,%je @ atribuida a uma excessiva
umidade da forragem, a insuficiéncia de acUcarewmefietesciveis e a uma
consideravel concentracdo de nitrogénio na pla@ROELSTRA, 1983;
PAHLOW et al., 2003).

Esses microrganismos fermentam carboidratos, addfico e
aminoacidos, produzindo &cido butirico e aminagydmnicas. Esse tipo de
fermentacdo resulta em perdas significativas de #&Sos produtos da
fermentacdo clostridiana reduzem a palatabilidagdiém de diminuir a
estabilidade da silagem (MAHANNA, 1994; ROTZ; MUCK994). O pH no
gual a atividade de bactérias do gén€lostridium cessa esta relacionado ao
teor de MS da silagem. Isto esta ligado ao fatoqde os clostridios s&o

sensiveis ao aumento da pressdo osmética (WOOLFO&RR).
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Segundo Muck (1988) e Mahanna (1994), os closgidmnam-se
menos tolerantes ao aumento da pressdo osmoéticaacaducdo do pH da
massa ensilada.

A espécie de Clostridium mais conhecida que se desenvolve
principalmente durante a fase de fermentacdo ragesi é Clostridium
tyrobutyricum No entanto, em silagens com concentracdes de ditBaade
30% e pH reduzido, como na silagem de milho, pengto, geralmente néo se
verificam condi¢cdes que favorecam o crescimentcarter a fermentacéo,
ficando o desenvolvimento de clostridios restriGeeas sujeitas a deterioracao
aerdbia. A silagem exposta ao ambiente atmosférmnite a entrada de
oxigénio na massa e, entdo, 0s microrganismos iasr@bnsomem os acidos
gue foram produzidos durante a fermentacdo. O coostdestes &cidos e a
presenca de oxigénio levam a formacao de micronjaims quais os fatores que
inibiam a crescimento dos clostridios sdo reduzidosausentes e, nestas
condicbes, estes microrganismos podem se multiplfd®NSSON, 1991;
BORREANI; TABACCO; COLOMBARI, 2002; DRIEHUIS; TE GIFEL,
2005).

Rossi e Dellaglio (2007), analisando a qualidadesiligyens na ltalia,
identificaram os microrganismos que influenciarapreservacéo e a seguranca
higiénica. Os autores obtiveram maior contagem @&hilas viaveis de
Clostridium spp. nas silagens de milho (3 X 10FC.g" silagem), seguida pela
silagem de alfafa (1 x fUFC.g"). As espécies isoladas foram identificadas por
sequenciamento do DNA e as principais espécies ntacias foramC.
beijerinckii, C. baratii C. saccharolyticumC. tyrobutyricumC. butyricume C.
perfringens sendo esta Ultima identificada somente em silageaifédfa.

J& Tabacco et al. (2009), ao analisarem a formagd@sporos de
Clostridium spp. em silagens de milho, observaram que, dui@rgeposicéo

aerébia, a enumeracdo de esporos de clostridiosraomde cerca de 2 log
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NMP.g", na abertura, para mais de 6 log NMPeayesteve associada a uma
progressiva deterioracdo aerdbia e as alteracGega@metros quimicos da
silagem.

A presenca d€lostridiumspp. em silagens estd associada a qualidade
do leite. Isto se deve ao fato de os esporos ddricims serem capazes de
sobreviver a passagem através do trato digestivinm@devaca leiteira, podendo
ser transferidos para o leite, via contaminacaal fée Gbere (ELFERINK et al.,
2001). Quando o leite produzido é destinado a m@alale queijos, o problema
da contaminacéo se agrava (DEMARQUILLY, 1998), poisa vez presente na
matéria-prima, os esporos se mantém viaveis e @caganto promovido
durante o processo de producdo ndo é capaz den&lios (BORREANI,
TABACCO; COLOMBARI, 2002). Durante a fase de arnmramgem dos
queijos, os clostridios podem encontrar novo antbielavoravel a sua
multiplicacdo e representar um grave problema deran fase de
comercializacdo, pois ocorre producdo de gas eodgidirico, alterando a
textura e o odor do produto, diminuindo, assim,ualiJade e o tempo de
prateleira (DRIEHUIS; TE GIFFEL, 2005).

Algumas espécies d€lostridium podem causar sérios problemas de
saude, send€. botulinumtdxico e causador do botulismo, que pode levar a
morte dos animais. No entanto, esta espécie apaefipritada tolerancia as
condicBes acidas, ndo crescendo, portanto, emessadpem preservadas
(ELFERINK et al., 2001).

Outro grupo isolado em silagens sado as bactérig&aeraBacillus que
sdo aerbbias ou anaerbbias facultativas. As paixipspécies isoladas de
silagem incluenB. cereusB. lentus B. firmus B. sphaericusB. licheniformise
B. polymyxaA maioria das espécies possui enzimas sacaroléigasteoliticas
e, por isso, sdo capazes de fermentar uma gramielade de carboidratos a

acidos organicos, etanol, 2,3-butanodiol e glicekdém de esses compostos
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nao terem efeito na preservacdo da silagem, essaérias competem com as
BAL por substratos fermentesciveis e ainda estdoleidas na deterioracédo
inicial da silagem (GIFFEL et al., 2002).

Em silagens de gramineas perenes e milho, a peeseBacillus pode
variar de 10 a 10 esporos § de silagem. Altos niveis de esporos
frequentemente sdo observados nas camadas sw@igrfloi silo (DRIEHUIS;
ELFERINK, 2000; GIFFEL et al., 2002).

Algumas espécies, tais coni subtilis e B. licheniformis tém sido
utilizadas para inibir o desenvolvimento de levedue fungos filamentosos,
dada sua atividade antifangica, principalmente #agens de grdo umido, como
verificado por Pahlow et al. (2003). No entant@assespécies, juntamente com
B. cereus,tém sido associadas as doencas transmitidas paorerdbs e
deterioracdo de diversos produtos lacteos (VAERBEX/I8t al., 2001).

Assim como os clostridios, os esporos de bacildsresivem a
passagem pelo trato digestivo dos ruminantes @suaéncia no leite cru tem
sido associada com alto nUmero de esporos nas (leae¢H OW et al., 2003).
Vissers et al. (2007) encontraram correlacbes fiigtivas entre as
concentracdes de esporos no leite e as concerdrdedesporos nas fezes e na
silagem.

A incidéncia de esporos tem sido objeto de véargisd®s, dentre os
quais se destaca a ocorréncia dos mesmos em silagerecidas ao gado
leiteiro. Uma grande diversidade dacillus spp. foi isolada em silagens
analisadas na Bélgica. Dentre as espécies isadguisstratamento, a 80 °C, por
10 minutos, conforme Vaerewijck et al. (2001), foradentificadasB. subtilis
B. pumilise B. clausii Ainda foram isolados esporos altamente resisteate
calor, tendo, apds tratamento por 30 minutos, a°@0sido identificadas as
espécieB. subtilis B. sporothermodurans. amyloliquefaciens. oleroniuse

B. palius. B. cereuf®i encontrado em todas as silagens amostradas.
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2.3 Inoculantes microbianos

Desde a década de 1990, tém sido realizadas pasduiscando novas
alternativas, com o objetivo de minimizar as pemesorrentes do processo de
ensilagem, otimizar o processo fermentativo, radazieterioracdo aerdbia e
preservar o valor nutritivo das forrageiras ensitad (HARRISON;
BLAUWIEKEL, 1994).

Nesse sentido, a utilizacdo de inoculantes micnaisidem sido uma
técnica extensamente difundida em paises desedwslviEntretanto, os
resultados obtidos com sua utilizagdo sdo confndol, j& que as melhorias no
perfil fermentativo das silagens nem sempre sdmpanhadas de ganhos no
valor nutritivo e, portanto, no desempenho anirkaNG JUNIOR; STOKES;
LIN, 2003).

O principio béasico de atuacdo desses produtos Bc@nento na
populacdo de bactérias do acido latico homo oudfetenentativas capazes de
competir com os microrganismos epifitos existengeg$orragem, de maneira a
aumentar a producédo de &cido latico e de outra®sicirganicos envolvidos na
preservacdo das silagens. Alguns inoculantes ténda,aa capacidade de
diminuir a protedlise e a desaminacao de proteam@ssentando utilizacdo mais
adequada dos carboidratos solGveis e, consequertenreaior retencdo de
nutrientes na silagem (KUNG JUNIOR; STOKES; LINOD3OPAHLOW et al.,
2003).

Com o objetivo de criar um balanco positivo entegnfentacéo,
deterioracdo aerobia e desempenho animal, algultexsadivas estdo sendo
estudadas e, entre elas, estd a utilizacdo de lambes contendo bactérias
heterofermentativas, nos quais 0 microrganismoulaglo possa produzir acido
acético em associacdo com o acido latico, com gafurde controlar os

microrganismos que se desenvolvem na presenca xdeN€sse sentido,
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pesquisas utilizando cepas heterofermentativaso daaatobacillus buchneyi
tém revelado resultados promissores no controtietizioragdo aerdbia, durante
a exposicao da silagem ao ar (DRIEHUIS; SPOELSTRALE, 1996).

Segundo Pahlow et al. (2003), as bactérias hetieadafermentam
glicose, produzindo acido latico e etanol, sendoutbse fermentada a acido
latico, acético e manitol.

O acido acético é considerado um acido pouco efeiem reduzir o pH
da silagem, no entanto, sua ag¢do ocorre sobre abolsmo de leveduras e
fungos filamentosos (MOON, 1983). Segundo David&iD7), este acido em
pH inferior ao seu pKa (4,73) permanece na forntadigsociada. Nesta forma,
as membranas de leveduras e fungos filamentosoantese permeaveis a ele,
ocorrendo a entrada do acido na célula via tratspassivo. Dentro da célula,
0 &cido é dissociado (RCO®H") devido ao pH ser proximo de 7,0, liberando
ions H+, o que reduz o pH intracelular. Para elewavamente o pH, o
microrganismo tem que expulsar os fons ifplicando em gasto de energia,
por se tratar de um processo de transporte atiggrdando, assim, o
crescimento e podendo causar a morte da célula (MOELD; HENDERSON,;
HERON, 1991).

Kristensen et al. (2010) concluiram, em seus estugloe inoculantes
homofermentativos ndo séo capazes de competiremfichente com a
microbiota epifita na cultura do milho, quando canggios com inoculantes
heterofermentativos que, além de aumentar a cantafge BAL, reduziram a
populacéo de leveduras nas silagens amostradas.

Segundo Kung Junior, Stokes e Lin (2003), ha cegtgas sobre
efeitos da inoculagéo de bactérias homo e hetenefetativas em silagens e, por
isso, os resultados devem ser analisados com aapte$ algumas condi¢des de
estudo variam significativamente quanto a viabdieldo inoculante, a cultura, a

espécie de bactéria e a concentragdo de umidadergem. Os autores
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relataram, ainda, que a dose de aplicacdo tambéfev@nte e deve ser de*10
10° UFC ¢' de forragem, de modo que as bactérias exégenaamaominar o
processo fermentativo (WEINBERG; MUCK, 1996).

Segundo Elfererink et al. (2001), Lo buchnericonsegue degradar o
acido latico em condicBes de anaerobiose, transfodioro em acido acético,
1,2 propanodiol e tragos de etanol. Além destareleao, Driehuis, Elferink e
Spoelstra (1999) verificaram elevadas concentragfiesl-propanol e acido
propiénico (236 e 106 mmol Kgde MS, respectivamente) quando a silagem de
milho foi inoculada comL. buchneri(1x1®® UFC g' de forragem). No entanto,
estes metabdlitos ndo foram observados quandobmchnerifoi isolado em
experimentosin vitro, sugerindo que o metabolismo destes produtos é de
responsabilidade de outros microrganismos. Dess#gomidrooneman et al.
(2002), utilizando técnicas envolvendo biotecnd@ogiliadas a um meio de
cultura contendo 1,2- propanodiol como substratmvgram que a cepa
Lactobacillus diolivorangem a capacidade de degradar 1,2-propanodiol a 1-
propanol e acido propidnico. Segundo Moon (1983§cmo propidnico, em
combinacao com o acido acético, apresenta efeiesgistico capaz de reduzir o
crescimento de leveduras e fungos, elevando, assistabilidade aerobia da
silagem.

2.4 Selecao de cepas para inoculantes

Segundo Lanes e Silveira Neta (2008), um dos fatoee podem
comprometer a qualidade da fermentagéo e o vatdtive da silagem de milho
€ o teor de umidade, ou concentracdo de MS daaptemtnomento da colheita.
A ensilagem de plantas com baixo teor de MS, alénsat mais propensa a
producdo de efluentes, sob compactacdo excesaw@ete o crescimento de

bactérias anaerodbias indesejaveidostridium spp.) que produzem, durante a
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fermentacéo, acido butirico. A presenca desse @cidgpromete o consumo da
silagem pelos animais.

Outro problema associado a silagem de milho coorep a
deterioracdo aerdbia que esta relacionada a emsilag plantas com alto teor
de MS. O tamanho da particula apés a picagem tamjmme dificultar a
compactacdo do material e, consequentemente, haviendnacdo de espacgos
porosos com oxigénio, que favorecera o crescimatgomicrorganismos
envolvidos com a deterioragdo aer@bia. Este fafitwenciara negativamente o
processo da estabilidade aerébia (LANES; SILVEIRETNW, 2008). Além
disso, por ser uma silagem bem fermentada, altacseotracdes de acido latico
podem ser substratos para leveduras durante aota¢dio aerobia.

Em funcdo dos fatores que afetam a qualidade dgesil de milho,
novas cepas microbianas devem ser selecionadas lwase em suas
caracteristicas para o controle das perdas enaslvid processo de ensilagem.

As BAL séo os principais microrganismos utilizadmsno inoculantes
para silagens de diferentes tipos de culturas. sEbtctérias podem ser
homofermentativas ou heterofermentativas, sendamims apresentam efeitos
positivos para o processo de ensilagem.

Embora os estudos demonstrem que o emprego delantesi fornece
beneficios para a massa ensilada, os resultadosc@#oaditérios quando
diferentes culturas forrageiras sédo avaliados emdi¢cbes diversas.

A efetividade dos inoculantes microbianos estdulada a trés fatores:
populacdo natural de bactérias laticas, conteuddeares da forragem e cepas
de bactérias presentes no inoculante. A bactégacquostitui o inoculante deve
ser eficiente na competicdo com 0s microrganisrpéftas naturais da planta,
devendo, ainda, ser efetiva no processo fermeatafavorecendo, assim, o

maior desempenho do animal (MUCK, 1993).
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Segundo Muck (2008), um dos fatores importantea pasucesso da
aplicacdo de inoculantes microbianos em silageascémpatibilidade entre a
planta e os microrganismos utilizados. Segundotoraas culturas forrageiras
apresentam composicfes quimicas diferentes e padermazenar diferentes
tipos e concentragBes de carboidratos. Esses $atm®ociados ao ambiente
onde uma planta cresce podem interferir na adapt@ganicrorganismo a uma
determinada cultura. Entretanto, cepas selecionddasutros ambientes ou
linhagens selecionadas a partir de culturas fomagydiferentes também podem
apresentar resultados positivos no processo déagesi. Este fato pode ser
observado no trabalho de Avila et al. (2010), ene doram avaliadas as
caracteristicas de silagens de cana-de-ac&earcharunspp.) inoculadas com
cepas isoladas da prépria cultura forrageira e iomrulantes comerciais com
BAL isoladas de outros ambientes. Os resultadograras que cepas isoladas
de cana-de-acgUcar nem sempre apresentam 0s meksumiados.

Existem indmeros trabalhos nos quais sdo relatadogfeitos dos
inoculantes na fermentacdo das silagens, no entséboraros aqueles sobre a
sistematica de selecdo de cepas bacterianas mnaczulantes (SAARISALO
et al., 2007). Com relacdo aos critérios de seldeamepas bacterianas sugeridos
para se encontrar um inoculante ideal para silagenmais comuns incluem o
rapido crescimento na forrageira e a habilidada pampetir com a microbiota
epifitica. Intensiva producdo de &acido latico amstec com metabolismo
homofermentativo e razoavel tolerancia a acidezé&mséao requeridos. Um
inoculante ideal devera, ainda, ser capaz de premowma ampla estabilidade
aerébia da silagem, inibindo o crescimento de mijeamoismos deterioradores
apos a abertura dos silos (MCDONALD; HENDERSON; HER 1991). As
cepas selecionadas devem ser robustas o sufigengetolerar condigbes de
estresse variaveis durante os procedimentos deufag&o industrial e serem

estaveis durante a estocagem. Além disso, o tipfowageira (leguminosa,
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cereais ou gramineas) em adi¢do a temperaturaras ardandicdes ambientais
também influenciam sobre as qualidades que saoriames em um inoculante
(SAARISALO et al., 2007).

Um processo de selecéo de cepas geralmente ervidetamento dos
microrganismos, verificar se estes apresentam rasteaisticas desejaveis que
estejam sendo buscadas e, posteriormente, a igaoculaa forragem. O
inconveniente é que, muitas vezes, perde-se nanipd testando cepas que, no
final, ndo proporcionam melhorias ao processo (SISMRO et al., 2007).

Os métodos de pré-selecdo sdo indicados antes sitagem da
forrageira em silos de laboratério e somente aascepm melhores resultados
devem ser avaliadas. Porém, os resultados obtidogseala de laboratorio
necessitam ser confirmados em condi¢des de fazenda.

Saarisalo et al. (2007) propuseram um método @e&elde cepas para
inoculantes, em que aquelas a serem testadas foommadas em um extrato
aquoso preparado a partir da cultura forrageira spiglesejava estudar. Os
autores concluiram que o método desenvolvido pasalecdo de potenciais
cepas de BAL para inoculantes foi rapido e realehdo na efetividade daquelas
selecionadas nos experimentos de ensilagem. Talae@as utilizadas nos
experimentos de ensilagem melhoraram a qualidadefedeentacdo das
silagens, em comparacao com a silagem sem inoeulant

Muitas espécies ou grupos de microrganismos sacidamados
indesejaveis durante o processo de ensilagem. Algunrorganismos, como
enterobactérias e bactérias do gér@astridium sao indesejaveis, pois podem
causar degradacéo de proteinas reduzindo, assmiponutritivo da silagem.
Além disso, estes microrganismos podem realizamdatacdo secundaria,
utilizando o acido latico e produzindo compostamno 0s acidos acético e
butirico, prejudicando, dessa forma, a conservagaeduzindo a aceitabilidade

da silagem pelos animais. Outros microrganismosocosfungos filamentosos,
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leveduras d.isteria spp. estdo envolvidos na deterioracdo aerébiasitiagens.
Por outro lado, alguns microrganismos presentesilagem sao considerados
patogénicos tanto para os animais como para o hproemo é o caso de
Listeria monocytogenesClostridiumspp. (AVILA et al., 2011).

O aumento do conhecimento relacionado as BAL tewelado que
algumas cepas também possuem atividade antimic@b@que aumenta sua
eficiéncia como inoculante (GOLLOP; ZAKIN; WEINBER@005).

Assim, as cepas de BAL podem ser selecionadas @se ba sua
capacidade de inibir outros microrganismos, comay mxemplo, 0s
microrganismos de deterioracdo aerdbia e os patagén A atividade
antagonista de BAL sobre outros microrganismos recqgoor diversos
mecanismos, como sensibilidade as interacdes nicrad competicdo por
nutrientes e sitios de adesdo e pela producdo UOstasgias inibitérias
potencialmente letais. As principais substancias potencial antimicrobiano
produzidas por BAL séo acidos organicos (comoiodaacético e propidnico),
diéxido de carbono, peroxido de hidrogénio, sulméinantimicrobianas de
baixo peso molecular e bacteriocinas. Essas sulimsantém efeito
bacteriostatico e/ou bactericida e podem criar usragambiente desfavoravel
para o desenvolvimento de microrganismos patogénieodeterioradores
(CASTELLANO et al., 2008; ROUSE et al., 2007; ALVESal., 2006).

Os acidos organicos produzidos pelas BAL sado posddia fermentacao
de carboidratos e seus efeitos antimicrobianos moesstar relacionados com
varios fatores, dentre eles: I) reducdo do pH daomi) reducdo do pH
intracelular por entrada de acido através da mamabeelular, o que resulta em
aumento do consumo de ATP celular com a finalidlEleombear para fora da
célula os protons em excesso; lll) alteracdo dameabilidade celular por

interferéncia das proteinas de membrana resposspet transporte ativo de
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nutrientes e V) toxicidade celular devido a acuegéb de compostos alcalinos
no interior da célula (AXELSSON, 2004).

Em decorréncia da producdo dessas substanciag\lagda&Bmicrobiota
epifitica ou presentes nas silagens pela adicdandeulantes podem ser
consideradas como importantes fatores de inibigd@lguns microrganismos
patogénicos, comd.isteria spp., Clostridium spp., Bacillus spp., algumas
espécies de enterobactérias, leveduras e fungmmefiitosos (NERO et al.,
2008).

Magnusson e Schnirer (2001) descreveram a prodig&mmpostos
proteicos com atividade antifingica paactobacillus coryniformis Estes
compostos apresentaram forte atividade inibitéolares os fungosispergillus
fumigatus A. nidulans Penicillium roqueforti Mucor hiemalis Talaromyces
flavus Fusarium poagF. graminearum F. culmorume F. sporotrichoides
Uma fraca atividade foi observada contras as leaasdebaryomyces hansenii
Kluyveromyces marxianus $accharomyces cerevisia8irom et al. (2002)
isolaram e identificaram os compostos antifungiBe&cido fenilactico e os
dipeptideos ciclicos (L-Phe-L-Pro) e (L-Ptrans-4-OH-L-Pro), produzidos
por Lactobacillus plantarunestirpe MiLAB 393. Estes compostos apresentaram
acdo inibitéria sobreFusarium sporotrichioidese Aspergillus fumigatuse
Kluyveromyces marxiandsi a mais sensivel dentre as espécies de leveduras

Segundo Yildirim e Yildirim (2001), o microrganismaactobacillus
buchneriproduz um composto denominado buchnericina LB, tgne efeito
bacteriostéatico, principalmente sobitdsteria monocytogengesjustificando,
assim, 0s poucos resultados que relatam a presEsta microrganismo em
silagens inoculadas com buchneri

De acordo com Weinberg et al. (2004), os inocutanterobianos nas
silagens podem apresentar efeitos probidticos sabrelesempenho dos

ruminantes, embora 0 mecanismo responsavel por agsda nao esteja
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claramente elucidado. Uma hipotese € a de queesa@dto das BAL com os
microrganismos do rimen pode melhorar a atividageinal, aumentando a
degradabilidade da fibra. Outra possibilidade é agidacteriocinas produzidas
pelas BAL na silagem podem inibir os microrganismogjudiciais, tanto na
silagem quanto no rimen. No entanto, alguns estindiasam que a inoculacao
com bactérias podem melhorar ndo apenas a ferrdentig forragem, mas
também o desempenho animal, como indicado pelo r@onta producdo de
leite, ganho de peso e consumo (CONTRERAS-GOVEALet2011; KUNG
JUNIOR; STOKES; LIN, 2003).

E importante ressaltar que o efeito da inoculagimdepende somente
da espécie, pois, embora 0s microrganismos da mespeécie apresentem
caracteristicas semelhantes, existem variacbes astrestirpes. Avila et al.
(2010) e Saarisalo et al. (2007) verificaram quecaculacdo com diferentes
estirpes, embora pertencentes a mesma espécidtouesm silagens com
caracteristicas diferentes, o que mostra que asl@stdevem considerar as
estirpes e ndo apenas as espécies.

Objetivando avaliar os efeitos de BAL sobre a ighibi de bactérias do
géneroClostridium em silagem de leguminosas, Olt et al. (2009) obsam
que Lactobacillus paracasei quando inoculado em combinagcdo com
Clostridium spp, proporcionou um menor valor de pH, comparado com os
tratamentos controle (sem inoculante) e o inoculamin Clostridium spp. Os
contetdos de etanol, acido acético e a proporcablHieN também foram
inferiores na silagem inoculada coin paracaseiem combinacdo com
Clostridiumspp, 0 que permitiu aos autores concluirem que a iagéiol com a
espécie L. paracasei minimizou a atividade e os efeitos negativos da
deterioracdo de microrganismos prejudiciais a sita@ melhorou a qualidade
da fermentacdo, sugerindo, assim, a utilizacdoadespa como inibitéria de

bactérias do génef@lostridium.
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Ja Avila et al. (2009), avaliando os efeitos decitantes microbianos
com caracteristicas de alta producéo de acidoficaeam que as populacdes de
fungos filamentosos foram inferiores ao minimo deteel (<2 log UFC §) em
silagens de cana-de-acucar. Resultados semeltantbém foram encontrados
por Reich e Kung Junior (2010), avaliando silagenmilho.

Uma caracteristica muito importante a ser consilferza sele¢édo de
cepas para inoculantes é a capacidade de inibieterictacdo aerdbia das
silagens. Durante a ensilagem, a escassez de mxigém acumulo de acido
latico resultam em baixo pH, inibindo o crescimedi® microrganismos e
preservando 0s nutrientes. Entretanto, quando o080 ar, certos
microrganismos oportunistas tornam-se viaveis, wwoitsdo nutrientes,
produzindo calor e danificando o material ensiléRANJIT; KUNG JUNIOR,
2000).

Woolford (1990) e Kung Junior (2001) relataram @seleveduras sao
0s primeiros microrganismos que causam deterioragéibia e aquecimento da
silagem, senddCandida Hansenula Pichia e Saccharomyce®s principais
géneros envolvidos. Sob condicBes aerobias, asliea® degradam o acido
latico em CQ e H,O. A degradacao do acido latico provoca um aumeotpH
da massa ensilada, permitindo, assim, o crescintentmutros microrganismos
deterioradores, como os fungos filamentosdBaeillus spp. (MCDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991), o que resulta em perdascalmponentes
nutritivos da silagem e que pode, também, compm@nseia qualidade higiénica
em funcdo do desenvolvimento de microrganismosg@aioos (DRIEHUIS;
ELFERINK; SPOELSTRA, 1999).

Estabilidade aerdbia pode ser definida como sendesisténcia da
silagem a degradacg&o, ap6s a abertura do silo (DR:LKUNG JUNIOR,
2002). Como apresenta alta correlacdo com o ageatinda massa, muitos

autores definem a estabilidade aerébia como semimnero de horas em que a
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temperatura da silagem se mantém estavel antagtengis de 2 °C acima da
temperatura de referéncia para a massa de sildd&RAN et al., 1996).

Jobim e Goncalves (2003) afirmam que quanto mdiwa qualidade
da silagem, em funcdo dos maiores teores de CHGOuets e de acido latico,
como é o caso da silagem de milho, mais intensa aedeterioracdo apos
exposicao aerdbia.

Ranjit e Kung Janior (2000), estudando a deter@waeerdbia em
silagens de milho, observaram, até o terceiro diaxposicdo ao ar, perdas de
5,3% da MS e 60% dos CHO existentes no dia dawbedb silo. No mesmo
periodo, o pH aumentou de 3,9 para 5,0 e os telm®scido latico e acético
foram reduzidos de 7,52% para 1,35% e de 1,88% pd&i&% na MS,
respectivamente.

Danner et al. (2003) observaram que as silagemwilth® inoculadas
com BAL homofermentativas Léctobacillus rhamnosys Pediococcus
pentosaceus L. plantarun) apresentaram estabilidade aerdbia menor (26 a 31
horas) que as silagens sem inoculantes (40 hora8agens inoculadas com
BAL heterofermentativas (274 horas parduchnerie 72 horas pata brevig.

A estabilidade aerdbia das silagens esta diretamrefdcionada com a
fermentacdo ocorrida durante a fase anaerObiamAssalitivos utilizados para
melhorar o padréo de fermentacdo das silagens paflgar de forma positiva
ou, até mesmo, negativa na estabilidade aerdbisifaens. Dessa forma, é
muito importante avaliar esta caracteristica empuotesso de pré-selecdo de
cepas.
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2.5 Diversidade microbiana em silagens utilizandoétnicas independentes
de cultivo

Na ultima década, a andlise da comunidade micrabiatilizando
métodos independentes de cultivo tem sido utilizadaplamente, sendo
empregada em pesquisas com diversos alimentos rfexdos (ERCOLINI,
2004). Devido ao fato de muitos microrganismos sgmtarem limitacdes de
crescimento utilizando as técnicas convencionaisulke/o, esse método pode
fornecer uma viséo incompleta da comunidade miarebi Assim, analises da
comunidade microbiana utilizando a técnica de @ietese em gel de gradiente
desnaturante (DGGE) tém se mostrado um método aapidonfiavel para
avaliar a dindmica da diversidade e da populacamodainidades microbianas.
A técnica é util na deteccdo de mudancas na pduilaicrobiana ao longo do
tempo e na compreensdo de como 0s inoculanteshignoms podem atuar sob
condicbes de ensilagem diversas (WANG; NISHINO, 0®ARVIN;
NISHINO, 2009; LI; NISHINO, 2011a; LI; NISHINO, 2ab).

Em estudos realizados por Li e Nishino (2011c)liando os efeitos da
inoculacdo delLactobacillus rhamnosug L. buchneriem silagens de milho
utilizando a técnica de DGGE, os autores observagaena inoculacdo nao
alterou a comunidade indigena bacteriana e tamigFrasentou pouco efeito
sobre a comunidade de fungos durante o procesdermhentacdo. Contudo,
alteracdes acentuadas foram detectadas na comenidladfungos apds a
deterioracao aerdébia.
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Os mesmos autores, avaliando a comunidade baceriarsilagens de
milho colhidas em diferentes safras e armazenauadiferentes silos do tipo
bunker, relataram que a analise de DGGE pode indice relacéo diferente
entre os silos e as diferencas dentro de um medmes& indicadas pela
determinacdo dos produtos da fermentagcdo, pois fodam observadas
alteracdes na comunidade bacteriana nos diferkmtais de amostragem dentro
de um mesmo silo. Nesse sentido, a analise da ¢dade bacteriana neste
estudo provou que, além das BAL inoculadas, umauoaade bacteriana
diversificada esteve presente na silagem de milhdN(SHINO, 2011b).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Os inoculantes microbianos séo os aditivos maligadios em silagens,
contudo, apesar do grande numero de estudos mealcis ao uso de inoculantes
em silagens, os resultados ainda sé@o contraditérioselacdo as melhorias do
processo fermentativo e sobre os efeitos inibigddos inoculantes microbianos
sobre 0s microrganismos patogénicos e deterioradore

As cepas microbianas diferem na sua habilidade feanaentar varios
substratos e na sua habilidade de crescer em \Goiadicdes de umidade e
temperatura. Por esta razdo, as cepas podem seiopablas de diferentes
culturas, porém, deve-se observar sua capacidagtatiga.

Por esse motivo, a selecdo de BAL que possuem rastedsticas
desejaveis para melhorar as caracteristicas daeff¢éagfo e habilidade de
produzirem substancias que conferem seguranca l@ape a silagem tem
estimulado o desenvolvimento de estudos visando etecco desses
microrganismos e a caracterizacao de sua atividaiit@icrobiana.

Essa utilizacdo atende a crescente demanda pors noeaulantes
microbianos, objetivando a producdo de silagensnilleo de boa qualidade,
com alto valor nutritivo e com menores perdas entdo da degradacdo por

microrganismos deterioradores e patogénicos.
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RESUMO

O presente estudo foi realizado com o objetivo eleconar cepas de
BAL para silagem de milho, com base no perfil dedpcdo de metabdlitos e na
atividade antimicrobiana e avaliar os efeitos dacumacdo destas cepas em
silagens de milho. Setenta e cinco cepas de BA&anioinoculadas em extrato
aquoso preparado a partir da planta do milho peadiagdo da producdo de
metabolitos. As cepas de BAL que apresentaram akoree taxas de
crescimento e eficiéncia na reducdo do pH foranliadss conforme sua
capacidade de inibir o crescimento de microrgansspaiogénicosHscherichia
coli, Clostridium perfringens Bacillus cereuse Listeria monocytogengse
deterioradores (leveduras) por meio do método fils@th em agar. Diferencas
em relagdo a producdo dos metabdlitos entre ass depam observadas, no
entanto, 9 cepas associadas com o0 aumento da pmdios acidos latico,
acético e propibnico e que apresentaram niveis bwils de etanol foram
escolhidas para serem avaliadas em silos expeaimeaie PVC. A inoculacdo
das cepas de BAL em silagem de milho n&o resultoudderencas nas
caracteristicas quimicas e na populacdo da maidoi; microrganismos
patogénicos e deterioradores, apdés 60 dias de ritagd®. Entretanto, os
tratamentos 11, 68 e 73 foram 0s que tiveram umarrpapulagcdo de BAL ao
final do processo fermentativo e, nos tratament@& 51, nao foi verificada a
presenca dd.isteria spp. Os tratamentos 11, 68 e 70 apresentaramdeleva
producdo dos acidos latico e acético, além de afidices de etanol, o que
sugere um carater heterofermentativo das cepastmioe Os tratamentos 11 e
68 foram os que apresentaram os melhores resuligdasa exposicao aerdbia,
indicando menor atividade dos microrganismos dmtdiores presentes na
silagem de milho, possivelmente em funcdo de setabuksmo heterolatico.
Em funcdo do carater fermentativo e com as melboalgaancadas apés a
exposicao aerdbia, as cepas 11 e 68 foram condatefantes promissoras para
serem utilizadas como inoculantes em silagens t®mi

Palavras-chave: Silagem de milho. Selecdo. Bastéda acido latico.
Patogénico. Fermentacao.
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ABSTRACT

The aim of this study was to select strains of LidBcorn silage based
on the profile of metabolites production and antiobial activity and also to
evaluate the effects of inoculation of these straincorn silage. Seventy-five
strains of LAB were inoculated in aqueous extraeppred from maize plant in
order to evaluate the production of metabolitee $tnains of LAB that showed
the best growth rates and efficiency in reductibptd were evaluated according
to its ability to inhibit the growth of pathogen{Escherichia coli, Clostridium
perfringens, Bacillus cereuand Listeria monocytogengsand spoilage (yeast)
microorganisms using the agar diffusion methodfebénces in relation to the
production of metabolites were observed amongrstydiowever, nine strains
associated to the increased production of lactieti@a and propionic acids and
the ones that showed low levels of ethanol wersehdo be evaluated in PVC
silos. The inoculation of LAB strains on corn sitagdid not result in differences
on chemical characteristics and in the populatibnmost pathogenic and
spoilage microorganisms after 60 days of fermemathowever, treatments 11,
68 and 73 had the greatest population of LAB atette of fermentation process
and in treatments 6, 8 and 51 the presenckisiéria spp was not detected.
Treatments 11, 68 and 70 showed high productidaatic and acetic acids, as
well as high levels of ethanol, suggesting a hédeneentative character of the
strains. The treatments 11 and 68 showed the lessits after the aerobic
exposition, indicating lower activity of spoilagdamorganisms present in corn
silage, possibly due to its heterolactic metabaliBecause of the fermentative
character and the improvements achieved afterafwbic exposition, strains 11
and 68 were considered promising sources to be aseihoculants in corn
silage.

Keywords: Corn silage. Selection. Lactic acid baate Pathogenic.
Fermentation.
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1 INTRODUCAO

A ensilagem é um método de conservacao de plantagéiras baseado
no metabolismo de bactérias do acido latico (BAL$ azem a converséo dos
carboidratos em &cidos organicos, principalmerdeido latico. Como resultado
do processo, hd uma diminuicdo do pH do materisilago, o que contribui
para a preservacdo da forragem, pois inibe a atieidde microrganismos
deterioradores (MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991).

Tradicionalmente, a forragem mais utilizada paemsilagem é a planta
de milho Zea mays L, cultivado com este propdsito em grandes areasdmy
do mundo. Este fato deve-se, além de sua qualidgaddcional, as suas
caracteristicas desejaveis para ensilagem, comexemplo: alta producéo de
matéria seca (MS) por unidade de area, padrédo adeqie fermentacao no silo
devido ao teor de MS entre 28% a 40%, alta coreeditr de carboidratos
sollveis (CHO) e baixo poder tamponante (NUSSIOME®S; DIAS, 2001).
No entanto, um antagonismo se insere, pois, quardis nutritivas, isto &,
quanto mais nutrientes forem preservados durapteaesso fermentativo, mais
susceptiveis a deterioracdo aerébia as silagensio s€SIQUEIRA,;
BERNARDES; REIS, 2005).

Nesse sentido, a utilizagdo de inoculantes micnmisiaam silagens tem
sido recomendada com o objetivo de minimizar aslgserdecorrentes da
ensilagem, otimizar o processo fermentativo, radazieterioracdo aerdbia e
preservar o valor nutritivo das silagens produzi#dsNG JUNIOR; STOKES;
LIN, 2003).

Estudos tém revelado que algumas cepas de BAL poeleatividade
antimicrobiana, afetando muitos microrganismos g&naos e deterioradores
que interferem na qualidade higiénico-sanitariagilagens, o que aumenta sua
eficiéncia como inoculante (GOLLOP; ZAKIN; WEINBER@005).
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Apesar de inumeros trabalhos publicados relataremefeitos dos
inoculantes sobre a fermentagéo de silagem, hliteratura, poucas descrigbes
sobre a sistematica da selecdo de cepas de BALspaem utilizadas como
inoculantes (SAARISALO et al., 2007).

Em um processo de selecdo de cepas para seremad#fii como
inoculantes em silagens, alguns critérios devem ddmervados, como a
capacidade das cepas de promover uma fermentaefoaath, com rapida e
eficiente queda no pH, capacidade de competir camiceobiota epifitica da
forrageira e ter rapido crescimento. As cepas datals devem, ainda, ter
capacidade de sobreviver durante todo o processwii¢ativo, melhorando a
estabilidade aerobia e inibindo o crescimento daarganismos deterioradores
da silagem ap0és a abertura dos silos (SAARISALS).e2007).

Sendo assim, este trabalho foi realizado com ctivbjele selecionar
cepas de BAL com potencial para melhorar as cafstiteas fermentativas e
inibir microrganismos patogénicos e deterioradamkésn de avaliar os efeitos da
inoculacdo destas cepas no valor nutritivo e ditalle aerdbia de silagens de
milho.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Selecéo das cepas bacterianas

Foram avaliadas 75 cepas de BAL previamente isplddasilagens de
cana-de-aglcar e pertencentes a colecdo de cuttaraLaboratorio de
Microbiologia da Universidade Federal de Lavras.

Os microrganismos foram reativados em meio de rngosa sharpe —
difco (MRS) e, ap6s repicagens sucessivas, agasluonsideradas puras foram
confirmadas ao nivel de género, empregando-sestestde coloracdo de Gram,
catalase e motilidade (MC FADDIN, 1984) e assodiasel estes dados a
morfologia das células. Por meio do Bergey's Manao#l Determinative
Bacteriology (HOLT et al.,, 1994), bactérias gram-positivas, les@ e
motilidade negativas foram separadas em grupost@uas caracteristicas
semelhantes para identificacdo do géhetobacillus

2.2 Avaliacdo do crescimento e producdo dos metaliob pelas cepas no

extrato aquoso da planta de milho

O extrato aquoso para a fermentacédo foi obtidonpeio da picagem e
trituracdo da planta inteira de milho, da qual ¥didhomogeneizado em 5 L de
agua destilada e deixado em banho-maria (Braure&iointernational, modelo
Thermomix BM), por 2 horas, a 50 °C. O extratddubfoi filtrado em papel de
filtro (Whatman 40) esterilizado em autoclave, d PZ, por 15 minutos e,
posteriormente, diluido (proporcdo 1:2) assepticdgenem solucao salina (0,85
% NaCl) suplementada com glicose (1%).

As 75 cepas foram cultivadas em caldo MRS, por @éad) a 30 °C.

Apo6s este periodo, foi realizada a padronizagddndoulo, utilizando-se a
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escala Mc Farland 1 (aproximadamente 3X418C mL%). Posteriormente, 400
pL de cada cepa foram inoculados em 200 mL do textrquoso da planta de
milho, que foi posteriormente incubado, a 30 °C/#0, por 48 horas.

Para avaliacdo do crescimento do indculo, quedaHie producédo de
metabdlitos, foram retiradas amostras imediatarmegode a inoculacdo e apoés 3,
6, 12, 24 e 48 horas de fermentacdo. O cresciméitoavaliado por
turbidimetria em espectrofotdmetro, a 600 nm (Shirma modelo UV-2501);
para afericdo da queda do pH, foi utilizado pot&meitro digital (Digimed
Analitica, modelo DM 20®) e a producdo de metabslifoi analisada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. As amlisforam realizadas em
cromatografo de fase liquida (Shimadzu, modelo D&il equipado com
detectores de indice de refracdo (para etanol), elbodRID-10A, e de
ultravioleta (para os acidos latico, acético e {@noipo), modelo SPD-10Ai. A
coluna utilizada foi a de troca catibnica, modehingpack SCR — 101 H de 30
cm de comprimento e 7,9 mm de didmetro e a temperado forno da coluna
foi de 30 °C, para leitura de etanol e 50 °C, pmrara dos acidos. A fase movel
utilizada foi agua ultrapura com pH ajustado pafiacdm acido perclérico e o
fluxo foi de 0,6 mL/minuto.

2.3 Teste de inibicdo dos microrganismos patogénie deterioradores pelas
BAL

As cepas de BAL que apresentaram as melhores daxasescimento e
eficiéncia na reducédo do pH foram avaliadas condosoe capacidade de inibir
0 crescimento de microrganismos patogénicos e idegdores. As cepas
patogénicas testadas forafscherichia coli (ATCC 11229), Clostridium
perfringens (ATCC 3624), Bacillus cereus (ATCC 11778) e Listeria
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monocytogene$ATCC 19117) e os deterioradores foram cepas dedleas
isoladas da silagem de cana-de-acuUcar.

As cepas dos microrganismos deterioradores e patmge foram
obtidas da colecéo de cultura do Laboratério derdiologia da Universidade
Federal de Lavras (UFLA).

Os testes de inibi¢cdo foram realizados utilizarglo-snétodo de difuséo
em agar, seguindo a metodologia descrita por Wed3eusseau (2005), com
algumas modificac¢es.

Os microrganismos patogénicos foram reativados @i Brain heart
infusion(BHI) e incubados, por 24 horas, a 37 °C, com e@elpClostridium
perfringens que foi incubado sob atmosfera anaerdbia, porparfodo de 7
dias. As espécies de leveduras e BAL avaliadas mforgativadas,
respectivamente, em meio YEPG [0,3% de extrataededura (Merck); 0,3%
extrato de malte (Merck); 0,5% de peptona (Himedig)% glucose (Merck);
2,0% agar (Merck) por litro, contendo 100 mg derahéenicol] e MRS, e
incubadas, por 24 horas, a 30 °C. Foram prepasadaensdes padronizadas do
crescimento dos microrganismos deterioradores eg@aicos avaliados,
comparando-se na escala McFarland 0,5 (aproximatemes x 18 UFC mL
Y, enquanto o crescimento das BAL foi padronizacimgarando-se na escala
McFarland 1 (aproximadamente 3 ¥ 14FC mL-1).

Apb6s a padronizacdo do crescimento dos microrgarsisem placas
contendo o meio Mueller Hinton (Himedia), foi reallo o espalhamento
superficial com auxilio de um swab estéril que donbebido na suspenséo
contendo o microrganismo patogénico e/ou deteroraal ser analisado.
Posteriormente, com auxilio de uma pin¢a estériicat de papel filtro de
aproximadamente 5 mm de didmetro foram colocadosiplcata sobre o meio
contendo a suspensao, ao qual foram adicionadp$ 5@ suspenséo da BAL a

ser testada para verificar sua capacidade de indbicrescimento do
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microrganismo patogénico e deteriorador. As pldeemm incubadas, a 35 °C,
por 24 horas, sob aerobiose, com excecdo das pavaque se avaliou a
inibicdo deC. perfringens que foram incubadas em estufa de anaerobiose
(Thermo Scientific, modelo 1025).

A inibicdo foi avaliada pela formac&o de halos edor dos discos, ndo
tendo sido verificado o crescimento dos microrgans patogénicos e
deterioradores de referéncia. As leituras dos hdgdsibicdo foram mensuradas

em milimetros, utilizando-se um paquimetro.

2.4 Ensilagem de milho em silos experimentais

As cepas de BAL que apresentaram os melhores adesl|tincluindo
bom crescimento durante a fermentacao, eficiémiaegluzir o pH, capacidade
de inibir leveduras e os patdgenos de refer@aceli, C. perfringensB. cereus
e L. monocytogenesalém do melhor perfil de producdo de acidos graxos
volateis e acido latico e menor producéo de etdoohm selecionadas para

avaliacdo, em silagem de milho, em silos experiaismte PVC.

2.4.1 Preparo dos inoculantes para a ensilagem délino em silos de PVC

As cepas bacterianas pré-selecionadas foram imiergke cultivadas em
tubos contendo 2 mL de caldo MRS e incubadas, gdnd?as, a 30 °C. Em
seguida, foram transferidas para tubos contendamlOde caldo MRS e
incubadas, por mais 24 horas e, finalmente, tradsfe para frascos
Erlenmeyers contendo 250 mL de caldo MRS e novamiectibadas, por 24
horas, a 30 °C. Apés este periodo de incubacadeifaia contagem do niimero

de células, obtendo-se o resultado de 9 log UF¢ dal_caldo.
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2.4.2 Preparo do milho para a ensilagem

O milho foi colhido, na esta¢do chuvosa, com, a@pragamente, 102 a
119 dias de crescimento, quando os grdos apresengalinha do leite préxima
de 50% e encontravam-se em fase de transicdo dooegastoso para o
farinaceo. A colheita foi feita com colhedora aubtmz, com o tamanho de
particula regulado para 10 mm, o que facilita autsgp do ar quando da
compactacdo, favorecendo o processo de fermentpgéo a producdo da
silagem (RANJIT; KUNG JUNIOR, 2000).

2.4.3 Preparo da silagem de milho e forma¢édo dosatamentos

Os inoculantes preparados anteriormente foram rathdg a forragem
no momento da ensilagem. Para cada tratamenton f@tirados 3 mL do caldo
presente no erlenmeyer, o qual foi, posteriormemisiurado com 80 mL de
agua destilada e homogeneizado sobre 3 kg de éonragser ensilada. Ao final,
0s inoculantes experimentais foram inoculados era aamcentracdo de 9 log
UFC kg' de forragem, o que corresponde a 6 log UE@eforragem. Teve-se
o0 cuidado de adicionar ao tratamento controle sterdggua destilada, na mesma
guantidade que foi adicionada junto com os inodakan

A forragem foi ensilada em silos experimentais #€Rom 10 cm de
didmetro e 80 cm de altura, adaptados com valvtifas Bunsen, com
capacidade para, aproximadamente, 2,5 a 3 kg algesil, sendo utilizada uma
densidade de compactacdo dos silos de, aproximatant®0 kg de forragem
por nt. A forragem foi compactada manualmente nos sib@sgquais foram

fechados, pesados e armazenados em local coberto.
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2.5 Avaliacédo das caracteristicas quimicas e micraddgicas das silagens

Apb6s 60 dias de fermentagdo, os silos foram abertdestes foram
retiradas duas amostras de cada tratamento, semaldelas pesada e congelada
para posterior analise das caracteristicas broagitals e a outra imediatamente
encaminhada ao Laboratério de Microbiologia do D&paento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), para avabagla populacdo de

microrganismos.

2.5.1 Analises quimico-bromatoldgicas

As andlises bromatoldgicas da forragem fresca e diferentes
tratamentos apds o periodo de fermentacao foralmadas no Laboratério de
Analise de Alimentos do Departamento de CiénciasAlmentos e também no
Laboratério de Microbiologia do Departamento del@im, ambos da UFLA.

As amostras foram pré-secas em estufa de ventifagéada, a 55 °C,
por 72 horas, conforme metodologia recomendada Asdaciation of Official
Agricultural Chemists (1990). Decorrido o tempo siecagem, as amostras
foram novamente pesadas e moidas em moinho tipleyWwidom peneira de
malha de 1,0 mm e, ap6s o processamento, forandiatmmadas em potes
plasticos devidamente identificados para postat&ierminacédo dos teores de
proteina bruta (PB), conforme os métodos recomasdaeéla Association of
Official Agricultural Chemists (1990) e fibra em tdegente neutro (FDN),
segundo as técnicas descritas por Pell e Schdfl&igi3). Nas amostras pré-
secas, foi feita, ainda, a determinacéo dos tetresatéria seca (MS) definitiva,
mantendo-se a amostra em estufa, a 105 °C, poor2é RASSOCIATION OF
OFFICIAL AGRICULTURAL CHEMISTS, 1990).
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Os carboidratos soluveis totais (CHOs) foram detados pelo método
fenol-sulfarico descrito por Dubois et al. (1956)m algumas modificacdes. A
extracdo etanolica foi realizada tratando-se 100dm@mostra com 30 mL de
etanol 80%, por 30 minutos, a 100 °C, em banhoan@bva Etica, modelo
316). ApOs a extracado, foi realizada a filtracdo &olume dos extratos foi
completado com agua destilada, até um volume di@&@0 mL. Foram utilizadas
aliquotas de 0,5 mL do extrato, as quais foram@uclos 0,5 mL de fenol e 2,5
mL de &cido sulfirico concentrado. A leitura foalizada em seguida, por
espectrofotometria em leitor de microplacas (Thef®wientific, Multiskan®
FC) a 490 nm. A dosagem de carboidratos totaieriatos foi feita de acordo
com as absorbancias obtidas por meio de curva @atirglicose. De acordo
com os rendimentos previamente obtidos, calculouamteido de CHO totais,
em g kg' de MS da amostra.

O pH foi determinado nos extratos obtidos parsabizagdo das andlises
microbioldgicas, por meio de um potencidmetro digifDigimed Analitica,
modelo DM 20®) e uma porcao de 2 mL deste exti@tadidificada com 1QL
de acido sulfarico, na concentracdo de 50% (v/ajamssegurar um pH final
entre 2 e 3 (CANALE; VALENTE; CIOTTI, 1984), tendsido utilizada,
posteriormente, para a mensuracdo dos teores del,edaido latico e acidos

graxos volateis, por cromatografia liquida de efteiéncia.

2.5.2 Analises microbioldgicas

As andlises microbiolégicas da forragem fresca & silagens foram
realizadas em triplicada, no Laboratdrio de Micotdmjia do Departamento de
Biologia da UFLA.

Amostras de 25 g foram colocadas assepticament228nmL de agua

peptonada estéril (0,1%) e agitadas, durante 2Qtasina 120 rpm, em agitador
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orbital (Shaker). A partir do extrato obtido, forgmeparadas diluicdes decimais
de 10" a 10°, para se proceder ao plagueamento.

Foram determinadas as populacdes de BAL, fung@ndihtosos,
levedurasClostridium spp.,Bacillus spp.,Listeria spp. € de microrganismos da
familia Enterobacteriaceapor plagueamento em superficie, tomando-se 0,1 mL
de cada diluicdo, em duplicata, e realizado o bapa¢nto em superficie nos
respectivos meios de cultivo.

A contagem de BAL foi realizada utilizando-se o mmBIRS (De Man
Rogosa Sharpe — Difco), acrescido de nistatin@pglo meio dicloran rosa de
bengala cloranfenicol (DRBC) foi utilizado para antagem de fungos
filamentosos e leveduras. As placas foram incuhada8 °C e a contagem total
foi efetuada, ap6s 48 horas, para BAL e levedutaspés 120 horas de
incubacao, para fungos filamentosos.

A quantificacdo deClostridium spp. foi realizada no meiinforced
clostridial agar (RCA) (Himedia) e as placas foram incubadas, por 7 di&g,
°C, em capela de anaerobiose. Para a contagddaaildus spp., foi utilizado o
meio agar nutriente (NA) (Himedia) e as placasrforacubadas, a 37 °C, por
24 horas, sob aerobiose. As amostras para contafemacillus spp. e
Clostridium spp. passaram por um processamento antes do ahago®, no
qual foram submetidas a choque térmico em banh@nfaodelo 316, Nova
Etica), a 80 °C, por 10 minutos, com o objetivordizir a esporulacio.

Para avaliar a presenca Histeria spp., foi utilizado o meio Oxford
(Himedia), apés o enriquecimento primario das armsstem caldo de
enriguecimento para listeria tamponado e as plearasn incubadas, a 30 °C,
por 24 horas. A verificacdo da presenca.i¢eria spp. foi realizada seguindo
0s métodos da US Food and Drug Administration (FDMITCHINS;

JINNEMAN, 2011) e a confirmacéo do género foi fatapregando-se os testes
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preliminares de coloracdo de Gram, catalase, maté e confirmacao
definitiva, utilizando-se o Kit API Listeria (BioMigux).

A contagem de microrganismos da familterobacteriaceaefoi
realizada utilizando-se o meiolet red bile glucose AgaivVRBG) (Difco) e a
guantificacdo foi efetuada apds 24 horas de inédba@7 °C.

2.5.3 Avaliacdo das perdas de MS

Os silos foram avaliados quanto as perdas de M# teara tanto, o
peso dos silos e de seus componentes individuaiamfopreviamente
determinados, possibilitando, dessa forma, os lcélale perdas. Na abertura,
foram anotados os pesos dos silos com a forragentorunto do silo
laboratorial sem a forragem era constituido porpamnvalvula e borracha de
vedacdo, telas inferior e superior e espacadoeza. #determinacdo das perdas

de MS, utilizou-se a equacao descrita a seguigrsigJobim et al. (2007):

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

em que

PMS = % de perda de matéria seca;

MFab= massa de forragem na abertura;

MSab= teor de MS na abertura;

MFfe = massa de forragem no fechamento;
MSfe = teor de MS da forragem no fechamento.
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2.6 Avaliacdo da estabilidade aerébia das silagens

Apés a abertura dos silos, uma parte das amogirasofocada em
baldes plasticos e estes foram pesados e armazsez@dambiente fechado, com
temperatura controlada, para avaliagdo da estatididerdbia. As temperaturas
das silagens na poés-abertura foram obtidas por deidata Logger's (Impac,
modelo MI-IN-D-2-L) inseridos nas massas ensilatattidas nos baldes a uma
altura de 10 cm, tendo as temperaturas sido ardastreo momento da abertura
e a cada 30 minutos, durante os sete dias de aseoldi quebra da estabilidade
aerébia foi calculada como o tempo gasto, em hgas a massa de silagem
elevar, em 2 °C, a temperatura acima daquela déeateb(KUNG JUNIOR;
STOKES; LIN, 2003).

2.7 Delineamento experimental e analises estatistic

Os dados referentes a producdo de metabdlitos pelpas foram
submetidos a analise dos componentes principaisc{pal component analysis
PCA), pelo software XLSTAT 7.5. Para a avaliacdcs daracteristicas
fermentativas e estabilidade aerdbia, utilizou-sdeineamento inteiramente
casualizado e blocos ao acaso, respectivamente,deantratamentos e trés
repeticbes. Os dados experimentais foram submedidngilise de variancia e
suas médias foram comparadas, pelo teste de Sweott;Ka 5% de
probabilidade, utilizando-se o software SISVAR (FRERRA, 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selecao das cepas de BAL

O crescimento das cepas de BAL avaliadas nestdcestiriaram entre
0,135 a 0,423 unidades de absorbancia. Da mesma,farreducéo nos valores
de pH também foi bastante variavel (entre 1,18@ @nidades de pH) ao final
do periodo de fermenta¢éo; contudo, algumas cep®&Atd ndo apresentaram
resultado satisfatorio para fatores analisadospbssivel observar, ainda, uma
correlagdo entre os resultados, pré-selecionansiona85 cepas, que foram
avaliadas quanto a producdo de metabdlitos.

Saarisalo et al. (2007), selecionando cepas de B#h ensilagem de
capim-festuca Hestuca pratensjse timothy Phleum pratenge observaram
resultados contrarios aos obtidos neste estudoepas que apresentaram rapido
crescimento ndo foram as mais efetivas na redugdpH] embora a taxa de
crescimento ao final do periodo fermentativo tesid® satisfatoria. As cepas
identificadas pelos numeros 4, 5, 19, 20, 23, 2B, &4, 74 e 75 foram
descartadas do processo de selecdo, pois apreserdarmenores indices de
crescimento, variando entre 0,135 a 0,196, e agmemeducdes nos valores de
pH, de 1,18 a 1,55 (APENDICE, Tabela 1A).

Do total de 65 cepas de BAL avaliadas para ossadteinibicdo dos
microrganismos deterioradores e patogénicos deérefia, apenas 7,70% das
cepas apresentaram relacdo antagonista ao micimrga@. perfringengcepas
12, 16, 17, 18 e 65), com formacdo de um pequeho dm inibicAo com
tamanhos variando entre 3 e 5 mm.

A atividade antimicrobiana das BAL esté relacionedia a producéo de
acidos organicos, particularmente os acidos la&iaoético, diéxido de carbono,

etanol e perdxido de hidrogénio, mas também comodugdo de bacteriocinas
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(HUGAS, 1998). Esta capacidade j& foi relatada emersos trabalhos,
mostrando o efeito antagonista de BAL produtorasbdeteriocinas contra
diversos microrganismos patogénicos e deterioragdaremo, por exemplo,
Listeria monocytogenes Escherichia coli(BACH et al., 2002) eE. coli
O157:H7 e F5 (RODRIGUEZ-PALACIOS et al., 2009).

Os é&cidos organicos produzidos pelas BAL sdo posddia fermentacao
de carboidratos e seus efeitos antimicrobianos moestar relacionados com
varios fatores, dentre eles: 1) reducdo do pH ddaomi) reducdo do pH
intracelular por entrada de 4cido através da mamabeelular, o que resulta em
aumento do consumo de ATP celular com a finalidlEléombear para fora da
célula os protons em excesso; lll) alteracdo dameabilidade celular por
interferéncia das proteinas de membrana resposspet transporte ativo de
nutrientes e 1V) toxicidade celular observada patmimulo de compostos
alcalinos no interior da célula (AXELSSON, 2004).

Crandall e Montville (1993) relataram a inibicdo @e botulinumpor
cepas de Lactococcus lactis Pediococcus pentosaceus Lactobacillus
plantarum Ja Bromberg et al. (2006) relataram a inibica€ dperfringengela
bacteriocina isolada deactococcus lactissp hordniae

Contudo, os resultados obtidos neste estudo divedyes encontrados
na literatura, pois as cepas de BAL avaliadas ndm@santaram atividade
antimicrobiana sobrel.. monocytogenesB. cereus E. coli e leveduras.
Hernandez, Cardelle e Zarate (2008) relataram gumaeteriocinas produzidas
por BAL séo ativas apenas contra espécies de lzctfnam-positivas e alguns
esporos, dentre eles importantes patdgenos delagicoualimentar, comad.
monocytogene<. botulinum B. cereuse Staphilococcus aureusdo afetando
as gram-negativas, como microrganismos da fariifiierobacteriaceaealém

de bolores e leveduras.
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Em 2007, foi avaliada, por Albano et al., a atidelanibitéria de 226
estirpes de BAL contra os agentesinnocua L. monocytogenes. aureusk.
coli, E. coli O157:H7 E. fecalis Salmonella typhimuriure S. enteritidis Deste
estudo, concluiu-se que, entre elas, 14 estirpeoigtraram atividade contta
innocuae L. monocytogene®Pestas, duas eram também ativas cdbtraureus
e Enterococcus faecalis outras duas, apenas corffraaureus evidenciando,
assim, que ndo sao todas as estirpes de BAL quatiéinade antagbnica frente
a microrganismos patogénicos.

Com base nos resultados citados, pode-se conalgirog testes de
inibicdo ndo foram bons parametros para a selegficepas. Desse modo, todas
as cepas foram avaliadas quanto a producao de dlisiakem extrato aquoso de
milho.

Foram observadas diferencas quanto a producéo etabatitos entre as
cepas avaliadas. As cepas apresentaram produc@esddelatico que variaram
entre 0,16 a 0,62 g, enquanto producdes de acido acético variarare 6o
a 0,22 g [*. Todas as cepas de BAL avaliadas produziram pegugantidades
de é&cido propibnico que variaram de 0,06 a 0,12 gebtretanto, a cepa 06 se
destacou pela alta producéo de acido propidoni@2 @,L") e também de acido
acético (0,25 g L). Esta combinacédo apresenta efeito sinergistipazale
reduzir o crescimento de leveduras e fungos fildaosais, podendo elevar a
estabilidade aerébia da silagem (MOON, 1983). Celacéio a producdo de
etanol, todas as cepas apresentaram baixa pratide/i0,02 a 0,05 ¢g'), com
excecdo da cepa 65, que apresentou produtividadéoer de 0,81 g L
(APENDICE, Tabela 1B).

Essas diferencas na produgéo dos metabdlitosantrepas séo reflexos
do metabolismo adotado por elas. As BAL podem dassificadas como
homofermentativas, que produzem quase que exciusivie acido latico e

heterofermentativas que, além da producdo do atthw, também produzem
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acido acético, etanol e diéxido de carbono comalytas da fermentacdo de
hexoses e pentoses (AXELSSON, 2004).

Na analise de componentes principais (Grafico &)dois primeiros
componentes (PC1 e PC2) explicam 54,03% da vasi&otal. No quadrante
inferior direito, isolados, como 28, 30, 31, 32, 39, 42, 43, 45, 46, 47, 49, 50 e
53, foram caracterizados pela producdo de &cidmlaDs isolados 06, 11, 14,
15, 22, 34, 35, 37, 38, 40, 41 e 51 (quadrante rewpesquerdo) foram
relacionados com a presenca de &cido acético solaslos 48, 54, 62, 68 e 69
foram caracterizados pela producdo de acido pramidiNo quadrante inferior
esquerdo, os isolados 55, 56, 57, 60, 63, 66, BY feram relacionados com a

presenca de etanol, que é indesejada na silagem.
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Grafico 1 Analise de componentes principais doslyias do metabolismo das
BAL avaliadas

Os isolados presentes no quadrante superior direidm se
correlacionaram com nenhum dos metabdlitos dessjae silagem, sendo
descartados no processo de selegdo de cepas. $lamreentracbes de acido
latico sdo desejaveis para uma reducdo mais dficida pH das silagens,

entretanto, segundo Moon (1983), os &cidos acédicropidnico tém
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comprovada eficiéncia no controle de fungos filatosos e leveduras, que sao
0s principais microrganismos envolvidos na detagao aerébia. Danner et al.
(2003), Filya, Sucu e Karabulut (2006) e Filya ecit82010) relataram a
eficiéncia dos acidos acético e propiénico na @dibidos microrganismos de
deterioracao aerdbia.
As cepas associadas com 0 aumento da producaaddeldtoco (8, 47,

52, 70), acido acético (6, 11 e 68) e acido prap(6, 11, 51, 52, 68, 70 e 73)
e aquelas que produziram niveis mais baixos deole(@n 52 e 73) foram

escolhidas para serem avaliadas em silos expeaimeatdg PVC.

3.2 Perfil fermentativo das silagens

3.2.1 Composicdo quimica

Os valores de pH e os teores de MS, PB, CHO, Fpdréa de MS néo
foram influenciadosf(> 0,05) pela inoculacéo das cepas de BAL, apreseéota
valores semelhantes nas diferentes silagens aasli@thbela 1). Entretanto,
essas variaveis apresentaram efeito significatpe0,05) com relacdo as
modificacbes temporais ao final da fermentacéo, ercecdo dos teores de PB,
nos quais ndo foram observadas diferencas sigmificaentre os tempos de

fermentacao.



Tabela 1 Composi¢do quimica do milho fresco e dagens inoculadas com as cepas de BAL, apés 69 dba

fermentacéo
- Tempo (dias) o =]
Variavel Média
0 60 Trat. Tempo Trat. x Tempo

pH 4,19 4,07 4,13 0,251 0,043 0,234
Matéria seca (g kg) 355,94 342,30 349,12 0,956 0,000 0,983
Concentrago (g kg MS):

Proteina bruta 69,15 69,87 69,51 0,561 0,625 0,691

Carboidratos sollGveis em agua 68,17 6,34 37,26 0,640 0,000 0,488

Fibra em detergente neutro 569,20 585,61 577,41 0,167 0,025 0,546
Perda de MS (% MS) 0,80 5,53 2,77 0,872 0,000 0,872

Médias com letras diferentes nas colunas difergatisticamenteg<0,05), pelo teste de Scott-Knott

.8
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O teor de MS do milho antes da ensilagem, bem asrmncentracbes
de PB, CHO e FDN, apresentou valores compativais @® encontrados na
literatura, tendo a composicdo quimica do milhoicado que a cultura foi
colhida no estégio ideal de maturidade dos gr&5,93 g kg MS), conforme
relatado por Filya (2004). Os carboidratos solUegis agua sao considerados
substratos essenciais ao crescimento das BAL, quazase possa obter uma
fermentacdo adequada (MCDONALD; HENDERSON; HEROBR1). Dessa
maneira, baixos niveis de CHO podem restringir es@mento das BAL. A
concentracdo média de CHO na planta de milho f@8&j&7 g kg1 MS, sendo,
portanto, um valor superior a0 minimo necessari gdékg* MS) para uma
fermentacao eficiente (JAAKKOLA; HUHTANEN; HISSA921).

Com o processo fermentativo, houve significativdugéio p<0,05) nos
valores médios do pH (de 4,19 para 4,07), MS (de®5g kg para 342,30 g
kg') e também nos teores de CHO, que reduziram d&/ @8 Rg" MS para
valores proximos de 6 g RdS. A reducéo destas variaveis apos a fermentacéo
também foi relatada por Filya e Sucu (2010), andiiao efeito de diferentes
cepas de BAL, sozinhas ou combinadas em silagamilde.

Nas condicdes deste experimento, os valores igiai@ pH foram
considerados baixos quando comparados com osa@ssiltelatados por Muck
(2004), Nkosi et al. (2009) e Li e Nishino (2011).

Em contrapartida, os teores de FDN e perda de M&ram um
significativo aumento p<0,05) apds o periodo de fermentacdo, variando,
respectivamente, de 569,20 para 585,61 §M& e de 0% para 5,53%. Os
contetdos de FDN obtidos neste estudo ap6s 6@difsmentacao concordam
com os obtidos por Filya e Sucu (2010), emborautares tenham relatado uma
diminuicdo apds o periodo fermentativo. Segunddafei al. (2008), aumentos
na fracdo fibrosa do material ensilado em relacdmaterial original podem ser

observados como resultado de perdas de MS na fdengases, em razdo da
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fermentacao alcodlica por leveduras. Segundo Vast34994), o teor de FDN
representa a fracéo fibrosa da forragem, sendasawente proporcional ao
consumo de MS, em que altas concentracbes de FBNtam em baixo
potencial de consumo pelos animais. Conforme oraetste fato pode ser
minimizado pelo processamento do alimento por ndgicuma picagem bem
feita.

Para as concentracbes de &cido latico e acéticamfmbservadas
interacbes significativas entre os fatores tratdamentempo de fermentacao
(Tabela 2), em que houve um significativo aumept®{05) nas concentra¢fes
destes metabdlitos, sendo as silagens inoculadasgsaepas 08, 47 e 70 as que
se destacaram pela maior producéo de acido l&too, respectivamente, 69,49;
55,11 e 62,99 g kbMS e aquelas inoculadas com as cepas 08, 11,73 e
tiveram destaque pela elevada producdo de acidtc@cénetabolizando,
respectivamente, 7,20; 10,47; 7,29 e 7,07'bM§S.

Nas condicBes deste experimento, as concentragieaaidos latico,
acético, propidnico e butirico, além do teor deneftana forragem fresca
estiveram acima dos niveis relatados por Filya4200



Tabela 2 Caracteristicas fermentativas do milhscfiee das silagens inoculadas com as cepas deddfk,60 dias de

fermentacéo
i Tratament P

Varla\{le Tempo ratamentos

(g kg (dias) Trat. x

MS) Controle 6 8 11 47 51 52 68 70 73 Trat. Templo '
empo

A,C!do 0 7,63 10,47 11,10 9,50 7,83 8,71 7,64 7,93 7,59 ,9]1001014 0,000 0,026

latico 60 29,72 47,18 69,49 412P 551F 47,37 50,83 30,80 62,99 44,13

Acido 0 1,54 2,73 2,55 2,49 1,55 1,70 1,81 2,09 2,00 2,%5001 0000 0.054

acético 60 325 583 720 1047 517 462 495 729 578 707 ' ’

Acido 0 3,63 4,26 4,57 3,56 3,69 3,93 4,07 4,20 3,25 4,47

. '0,297 0,069 0,257
propionico 60 2,61 3,78 6,19 449 540 460 450 436 588 93,7

Acido 0 1,67 088 128 128 146 152 151 178 081 152
- 0,689 0,150 0,489

butirico 60 0,78 058 222 219 116 044 041 056 084 40,7

0 9,70 9,10 9,67 1194 975 980 11,34 9,75 7,999,612

0,
60 18,39 26,60 42,38 27,48 31,84 29,32 33,33 233826 2542

Médias com letras diferentes diferepx,05) estatisticamente nas colunas, pelo tes8edt-Knott

Etanol 323 0,000 0,191

06
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Bach et al. (2005), avaliando os efeitos da ina@dade silagem de
milho com o microrganismd.. buchneri (heterofermentativo), observaram
relativo aumento nas concentracdes de acido acé&twpuanto a concentracdo
de acido latico foi reduzida concomitantemente. aEsgliferencas nas
concentracdes dos acidos acético e latico podemtrignidas as altas perdas de
MS pela producao de G@ maiores valores de pH nas silagens inoculadas co
cepas heterofermentativas (DRIEHUIS; ELFERINK; VAWIKSELAAR,
1999). As silagens inoculadas com as cepas 11, @B moduziram elevadas
concentracbes de Acido acético, entretanto, a ntacéo de 4cido latico ndo
foi significativamente alta, comparando-se comeasals silagens (Tabela 2), o
que pode caracterizar estas cepas como heterofativas, conforme reportado
por Mari et al. (2009), segundo os quais, BAL h&famentativas apresentam
elevadas concentracdes dos 4cidos latico e acEtlga.e Sucu (2010) e Ranijit,
Taylor, Kung Juniorr (2002) relataram que o usdndeulantes contendo BAL
heterofermentativas aumenta a estabilidade ae®@midiincao do incremento na
concentracdo de acido acético que inibe o crestimelos principais
microrganismos de deterioracdo aerobia.

Um aumento significativop(< 0,05) nas concentracGes médias de acido
propiénico em todos os tratamentos foi observadtretanto, nos tratamentos
controle e inoculados com as cepas 6 e 73, umgdedcua concentragio deste
acido foi observada apés o periodo de fermentagadthora os valores
encontrados sejam superiores aos relatados pa R2§04) e Filya e Sucu
(2010). No entanto, os resultados obtidos assemedieaaos encontrados por Li
e Nishino (2011), em silagem de milho inoculada donbuchnerj apés 120
dias de fermentacdo. Elferink, Krooneman e Gotis(@01) relataram que as
altas concentracbes dos &cidos acético e propibeito silagens estéo
relacionadas ao metabolismo ldebuchnerj que tem capacidade de converter o

acido latico em &acido acético, etanol e 1,2-progehe sendo este Ultimo
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subproduto do metabolismo de buchneri utilizado por L. diolivorans e
convertido em acido propidnico e 1-propanal (KROGME et al., 2002).

N&o foram observadas diferencas significativaseeosr tratamentos ou
entre os tempos de amostragem para a concentragadacido butirico,
entretanto, a média dos valores observados paseramém fresca (1,37 g kg
MS) e ap6s 60 dias de fermentacdo (1,00 § M) estiveram acima dos
valores recomendados por Kung Junior e Shaver J2@@ta se obter silagens
bem preservadas. Silagens com concentracdes de ladidico acima de 0,1 g
kg MS indicam que uma possivel fermentac&o clostripossa ter ocorrido
(NKOSI et al., 2009).

Um aumento significativop&0,05) na concentracdo de etanol foi notado
ao final de 60 dias de fermentacdo. Entretanto,htfive diferencaspé0,05)
entre as silagens avaliadas, embora os tratamentodados com as cepas 08,
47, 52 e 70 tenham se destacado em virtude dadelgwaducdo de etanol.
Além disso, no tratamento controle, uma menor aunagdo de etanol foi
observada frente aos tratamentos inoculados. WooHokapfel (1995)
relataram que cepas heterofermentativas sdo capazésrmentar hexoses e
pentoses, pela via pentose fosfato, produzindeideslatico e acético, além de
etanol e diéxido de carbono. Dessa maneira, assagma produziram elevados

teores de etanol podem ser BAL heterofermentativas.

3.2.2 Populagéo de microrganismos

Nao foram observadas diferencas significatives0(05) entre os
tratamentos para as contagens de leveduras, funijjamentosos,
enterobactériasBacillus spp. e Clostridium spp. (Grafico 2), apresentando
contagens semelhantes nos diferentes tratamerdtiadns. No entanto, houve

efeito significativo p<0,05) com relacdo as modificagBes temporais, apdot
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gue as populacbes destes microrganismos sofreraiac®es ao longo da
fermentacdo. Com o processo fermentativo houveifisigtiva reducao nas
contagens de levedurap (= 0,00), fungos filamentososp (= 0,00) e
enterobactériasp(= 0,00), o que, conforme dados reportados por iish
(2011), se justifica devido ao fato de as concefira dos acidos latico, acético
e propidnico encontradas serem superiores as doagcées minimas inibitérias
(CMI) contra estes microrganismos que sao indesigava silagem. Nishino
(2011) relatou que a CMI de &cido latico contrathwas e fungos filamentosos
é de 50 g L}, o que equivale a 115 g kdVS, em silagens com contetdo de
matéria seca em torno de 300 g'kBara os &cidos acético e propiénico, a CMI
frente aos mesmos microrganismos deterioradoresréa e 10 a 20 vezes
inferior que a do acido latico, evidenciando, assinmaior efeito antagonista
dos &cidos acético e propidnico, quando compareoimso acido latico. Moon
(1983) relataram que, durante o processo de easilalgh um efeito sinérgico
dos acidos latico, acético e propiénico contradevas e fungos filamentosos.
Segundo Driehuis e Elferink (2000), no processewglagem, a presenca de
enterobactérias pode ser minimizada por fermensag@ieleradas em que ha
uma queda rapida no pH, o que explica os resullokidos.

Um aumento significativo na populagcédo Bacillus spp. ¢ = 0,00) e
Clostridiumspp. = 0,002) foi observado apds 60 dias de fermenjaz@oe,
possivelmente, esta relacionado ao fato de estasong@nismos serem
anaerobios facultativos e anaerébios, respectivlaneSendo assim, as
condicBes anaerdbicas ndo representam fator litmitan crescimento destes
microrganismos. Além disso, eles tém a capacidadesgorular sob condicdes
adversas. Desse modo, provavelmente, estes minisngas cresceram no

inicio do processo de fermentacéo e sobreviveraforma de esporos.
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Gréfico 2 Contagem de microrganismos no milho fsescnos tratamentos
inoculados, apés 60 dias de fermentagao

Médias com letras diferentes dentro de uma mesnmiévea diferem pP<0,05)

estatisticamente, pelo teste de Scott-Knott.

Microrganismos do génerBacillus sdo capazes de fermentar uma
grande variedade de carboidratos a acidos orgaretasol, 2,3-butanodiol e
glicerol. Além de esses compostos nao terem ef@itpreservacao da silagem,
essas bactérias ainda competem com as BAL pelbsideatos (GIFFEL et al.,
2002). A presenca d€lostridium spp. nas silagens avaliadas possivelmente
ocorreu em areas com inicio de deterioracdo aerotEto que as condicbes
guimicas da silagens (MS acima de 30% e pH redufidam desfavoraveis ao
crescimento deste microrganismo, conforme reporpauidBorreani, Tabacco e
Colombari (2002). A presenca delostridium spp. justifica-se, ainda, pela
concentracio de &cido butirico encontrada serisufiel g kg' MS, conforme
reportado por Nkosi et al. (2009).

Rossi e Dellaglio (2007), analisando a qualidadesiigyens na ltalia,
também verificaram a presenca @&ostridium spp. em silagens de milho e

alfafa. No entanto, as maiores contagens foramreddas nas silagens de
milho.
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A adicdo dos inoculantes influenciou significativarte (<0,05) a
populacdo de BAL durante o periodo fermentativon doteracdo significativa
entre os fatores (Grafico 3). Analisando-se o dasdoento do fator tratamento
dentro do tempo de fermentacéo, diferencas entteatmentos no T = 0 de
fermentacdo (milho fresco) ndo foram observadasetamto, apos 60 dias de
fermentacdo (T = 60), a populagdo de BAL diferigngficativamente, sendo
maior nas silagens inoculadas com as cepas 6814 ,78. Em todas as silagens
avaliadas e no tratamento controle, observou-sez&edna populacdo de BAL
apos o periodo de fermentagcéo, com excecao donirata 11, em que 0 oposto
foi verificado. Uma reducdo na populagdo de BALGsapl20 dias de
fermentacao, também foi relatada por Li e Nishi2@1(), avaliando os efeitos

da inoculagdo de. rhamnosu® del. buchneriem silagens de milho.

10,0 4

logUFC. g -1

\60\2‘ b S \\ b:\ ;)\ C;‘ v boo (\Q (\F 2
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Gréfico 3 Contagens de BAL nos diferentes tratansenbm silagem de milho,
em func¢do do tempo de fermentacdo

Médias com letras diferentes nas colunas difeper@,(5) estatisticamente, pelo teste de

Scott-Knott
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Foi avaliada a presenca ou auséncia Ldeteria spp. conforme
recomendacdes da RDC n° 12 da Agéncia de Vigil&amtaria (ANVISA). A
presenca deisteria spp. foi detectada no milho fresco (T = 0) e, apgpgriodo
de fermentacao, nos tratamentos controle e nage#anoculadas com as cepas
11, 47,52, 68, 70 e 73 (Tabela 3).

Segundo Elferink, Krooneman e Gottschal (2001)resa@mento e a
sobrevivéncia delisteria spp. na silagem sdo determinados pelo grau de
anaerobiose e 0 pH da mesma. Essas bactérias poldean valores de pH de
3,8 a 4,2 por longos periodos se o0 oxigénio esfiwesente, mesmo que em
baixos niveis, fato este que pode ter contribuita g manutencgéo désteria
spp. nos tratamentos acima citados. Avaliando sepiga dé.isteria spp., Vilar
et al. (2007) detectaram este microrganismo en?@8la@s amostras de silagem,
sendo que a espédiemonocytogenesstava presente em 6% dessas amostras.

Os resultados deste estudo concordam com os redqpad Konosonoka
et al. (2012), que também isolardmivanovii L. innocuae L. seeligeriem
9,2% das amostras de silagem avaliadas, ao passh. qnonocytogenefoi
isolada em 20% das amostras.



Tabela 3 Identificagdo ddsteria spp. no milho e na silagem, apés 60 dias de faagpaa

Tempo  Tratamento Morfotipo Catalase Motilidade Gram Identificagdo API
L. monocytogenes/
0 Controle 1 * * * L. innt))/f:u%
2 + + + L. seeligeri/L. welshimeri
1 + + + L. monocytogenes/L. innocua
Controle .
2 + + + L. monocytogenes/L. innocua
6 1 + - + NI
2 + - + NI
8 1 + - - NI
2 + - - NI
11 1 + + + L. monocytogenes/L. innocua
2 + + + L. monocytogenes/L. innocua
47 1 + + + L. monocytogenes/L. innocua
2 + + + L. monocytogenes/L. innocua
60 1 + - + NI
51
2 + - + NI
52 1 + + + L. monocytogenes/L. innocua
2 + + + L. seeligeri/L. welshimeri
68 1 + + + L. monocytogenes/L. innocua
2 + + + L. monocytogenes/L. innocua
70 1 + + + L. seeligeri/L. welshimeri
2 + + + L. seeligeri/L. welshimeri
73 1 + + + L. monocytogenes/L. innocua
2 + + + L. ivanovii

NI — Nao identificado

L6
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3.3 Avaliacao da estabilidade aerébia

A elevacdo da temperatura da massa da silagenolmoetde todos os
tratamentos iniciou-se apds, aproximadamente, @shde exposicdo ao ar
(Grafico 4).

Ndo houve diferencas significativap>0,05) entre os valores de
temperatura maxima (Tm) alcan¢ada e o tempo neg@@gsda atingir a mesma
nos diferentes tratamentos. Entretanto, as silaigeesiladas com as cepas 11,
47,52, 68 e 73 foram os que apresentaram as nsteon@eraturas (Grafico 5).
Todavia, avaliando-se o tempo necessario parairafirign, constatou-se que 0s
tratamentos controle, 11 e 68 foram os que resistgor um periodo maior até

gue Tm fosse alcancada, aproximadamente 90 horas.
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Gréfico 4 Variacdo da temperatura durante a exgosierébia das silagens controle e inoculadas saepas de BAL
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Gréafico 5 Temperatura maxima alcancada (Tm) e optemecessario para

alcanga-la (T), nos diferentes tratamentos, apdgg de exposi¢ao
aerdbia

Diferencas significativas pg0,05) para os dados de quebra da
estabilidade aerébia ndo foram observadas, poréntratamentos inoculados
com as cepas de BAL obtiveram melhores resultadesaquele observado no
controle (Grafico 6), ressaltando, assim, a impaitida inoculagcdo com BAL
em silagens de milho. Ranijit e Kung Junior (20G8kliando a deterioragéo
aerdbia de silagem de milho, observaram quebratddikdade com 26,5 e 33
horas na silagem controle e inoculada cbmplantarum respectivamente.
Todavia, os tratamentos 11, 68 e 70 tiveram destgopis foram necessarias,
respectivamente, 28, 31 e 24 horas para que a taetupe da massa ensilada

atingisse 2 °C acima da temperatura ambiente.
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Grafico 6 Quebra da estabilidade aerdbia dos difesetratamentos inoculados
com cepas de BAL

Sendo assim, as silagens inoculadas com as cegaé8 foram as que
apresentaram os melhores resultados apds o tempexmiEsicdo aerébia,
indicando menor deterioracdo aerébia por microgyaos em funcdo das
menores Tm alcancadas, pois, segundo Taylor e Klingor (2002), o
desenvolvimento de microrganismos de deteriorag&ob&|, como fungos e
leveduras, leva a um aumento na temperatura daareasgada.

Ranjit e Kung Janior (2000) realizaram um experitnegom a
inoculacdo de silagem de milho com cepas de BAL diemmentativas L.
plantarun) e homofermentativas mais heterofermentativas Huchneri)

concluindo que, para essa silagem, a adi¢édo de cigha buchnerideterminou
a melhor estabilidade aerdbia.
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4 CONCLUSAO

Com o0 método de pré-selecdo empregado neste egtugmssivel
selecionar rapidamente cepas de BAL que melhordaptaram a cultura do
milho e apresentaram elevadas taxas de crescimgliti@ncia na queda dos
valores do pH do meio e um melhor perfil fermentati

A inibicdo de microrganismos patogénicos ndo cpoedeu a um bom
parametro para selecionar as BAL, entretanto, eactemisticas fermentativas
das cepas, quando inoculadas em extrato aquostrom@er um bom método
para ser utilizado em processos de sele¢cdo de BAd_gnsilagem.

A inoculacdo das cepas de BAL em silagem de miBm nesultou em
diferencas no valor nutritivo e na populacéo dosranganismos patogénicos e
deterioradores. Entretanto, em fungcdo do caratanefigtativo e com as
melhorias alcangcadas ap6s a exposicdo aerbbia,epas cll e 68 séo
consideradas fontes promissoras para serem ugbzadmo inoculantes em
silagem de milho e estudos posteriores para ideantie avaliar a eficiéncia

dessas cepas em silos de grande escala séo niesessar
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APENDICES

Tabela 1A Avaliacdo do crescimento das cepas de BAtuladas no extrato
aquoso e reduc¢do nos valores de pH
Identificagcéo das Crescimento

cepas de BAL Codificagéo (absorbancia) Redugdo do pH
1 UFLA SLM 01 0,343 2,37
2 UFLA SLM 02 0,308 2,23
3 UFLA SLM 03 0,215 1,77
4 UFLA SLM 04 0,182 1,53
5 UFLA SLM 05 0,168 1,49
6 UFLA SLM 06 0,149 1,78
7 UFLA SLM 07 0,313 2,21
8 UFLA SLM 08 0,314 2,32
9 UFLA SLM 09 0,280 2,03
10 UFLA SLM 10 0,315 2,22
11 UFLA SLM 11 0,217 1,55
12 UFLA SLM 12 0,350 2,26
13 UFLA SLM 13 0,214 1,71
14 UFLA SLM 14 0,406 2,06
15 UFLA SLM 15 0,263 1,69
16 UFLA SLM 16 0,357 2,12
17 UFLA SLM 17 0,360 2,20
18 UFLA SLM 18 0,351 2,27
19 UFLA SLM 19 0,135 1,52
20 UFLA SLM 20 0,195 1,46
21 UFLA SLM 21 0,251 1,65
22 UFLA SLM 22 0,218 1,56
23 UFLA SLM 23 0,196 1,51
24 UFLA SLM 24 0,265 2,14
25 UFLA SLM 25 0,170 1,55
26 UFLA SLM 26 0,333 2,18
27 UFLA SLM 27 0,143 1,51
28 UFLA SLM 28 0,351 2,25
29 UFLA SLM 29 0,297 2,20
30 UFLA SLM 30 0,321 2,22
31 UFLA SLM 31 0,288 2,17
32 UFLA SLM 32 0,315 2,28
33 UFLA SLM 33 0,347 2,20
34 UFLA SLM 34 0,306 2,12
35 UFLA SLM 35 0,237 1,89
36 UFLA SLM 36 0,249 1,97
37 UFLA SLM 37 0,326 2,13
38 UFLA SLM 38 0,273 1,93

39 UFLA SLM 39 0,290 2,00




Tabela 1A, continuacao
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40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

UFLA SLM 40
UFLA SLM 41
UFLA SLM 42
UFLA SLM 43
UFLA SLM 44
UFLA SLM 45
UFLA SLM 46
UFLA SLM 47
UFLA SLM 48
UFLA SLM 49
UFLA SLM 50
UFLA SLM 51
UFLA SLM 52
UFLA SLM 53
UFLA SLM 54
UFLA SLM 55
UFLA SLM 56
UFLA SLM 57
UFLA SLM 58
UFLA SLM 59
UFLA SLM 60
UFLA SLM 61
UFLA SLM 62
UFLA SLM 63
UFLA SLM 64
UFLA SLM 65
UFLA SLM 66
UFLA SLM 67
UFLA SLM 68
UFLA SLM 69
UFLA SLM 70
UFLASLM 71
UFLA SLM 72
UFLA SLM 73
UFLA SLM 74
UFLA SLM 75

0,239
0,203
0,334
0,371
0,143
0,295
0,363
0,353
0,348
0,331
0,423
0,383
0,326
0,395
0,391
0,293
0,359
0,383
0,353
0,368
0,335
0,400
0,335
0,380
0,357
0,397
0,373
0,338
0,404
0,383
0,412
0,369
0,391
0,393
0,159
0,143

1,79
1,75
2,21
2,13
1,55
2,24
2,20
2,22
2,19
2,17
2,17
2,19
2,15
1,85
1,84
2,05
2,02
2,10
2,19
2,17
2,16
2,03
1,96
1,99
2,04
1,93
1,89
1,61
2,06
2,02
2,21
2,09
2,14
2,09
1,28
1,18
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Tabela 1B Producéo de metabdlitos pelas cepas deif¥uladas no extrato

aquoso
Identificagédo Concentracdo (gh
das cepas de  Codificagéo Acido Acido Acido

BAL latico acético  propidnico Etanol
1 UFLA SLM 01 0,55 0,19 0,06 0,03
2 UFLA SLM 02 0,54 0,17 0,08 0,03
3 UFLA SLM 03 0,36 0,19 0,08 0,03
6 UFLA SLM 06 0,47 0,25 0,22 0,05
7 UFLA SLM 07 0,51 0,18 0,09 0,03
8 UFLA SLM 08 0,56 0,18 0,09 0,03
9 UFLA SLM 09 0,24 0,21 0,08 0,03
10 UFLA SLM 10 0,55 0,18 0,08 0,02
11 UFLA SLM 11 0,30 0,21 0,11 0,03
12 UFLA SLM 12 0,42 0,18 0,09 0,03
13 UFLA SLM 13 0,40 0,17 0,11 0,03
14 UFLA SLM 14 0,25 0,20 0,11 0,03
15 UFLA SLM 15 0,25 0,19 0,10 0,03
16 UFLA SLM 16 0,42 0,16 0,08 0,03
17 UFLA SLM 17 0,49 0,17 0,08 0,03
18 UFLA SLM 18 0,50 0,17 0,08 0,03
21 UFLA SLM 21 0,28 0,18 0,10 0,02
22 UFLA SLM 22 0,17 0,20 0,11 0,03
24 UFLA SLM 24 0,50 0,17 0,08 0,02
26 UFLA SLM 26 0,49 0,18 0,08 0,03
28 UFLA SLM 28 0,36 0,17 0,08 0,03
29 UFLA SLM 29 0,49 0,19 0,08 0,03
30 UFLA SLM 30 0,48 0,15 0,08 0,03
31 UFLA SLM 31 0,48 0,17 0,09 0,03
32 UFLA SLM 32 0,53 0,17 0,07 0,03
33 UFLA SLM 33 0,50 0,17 0,08 0,05
34 UFLA SLM 34 0,22 0,20 0,08 0,04
35 UFLA SLM 35 0,20 0,22 0,08 0,03
36 UFLA SLM 36 0,34 0,20 0,07 0,03
37 UFLA SLM 37 0,22 0,20 0,08 0,03
38 UFLA SLM 38 0,24 0,20 0,08 0,03
39 UFLA SLM 39 0,19 0,17 0,08 0,03
40 UFLA SLM 40 0,18 0,22 0,07 0,03
41 UFLA SLM 41 0,20 0,21 0,08 0,04
42 UFLA SLM 42 0,38 0,17 0,08 0,03

43 UFLA SLM 43 0,38 0,17 0,08 0,03
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45
46
a7
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

UFLA SLM 45
UFLA SLM 46
UFLA SLM 47
UFLA SLM 48
UFLA SLM 49
UFLA SLM 50
UFLA SLM 51
UFLA SLM 52
UFLA SLM 53
UFLA SLM 54
UFLA SLM 55
UFLA SLM 56
UFLA SLM 57
UFLA SLM 58
UFLA SLM 59
UFLA SLM 60
UFLA SLM 61
UFLA SLM 62
UFLA SLM 63
UFLA SLM 64
UFLA SLM 65
UFLA SLM 66
UFLA SLM 67
UFLA SLM 68
UFLA SLM 69
UFLA SLM 70
UFLASLM 71
UFLA SLM 72
UFLA SLM 73

0,47
0,53
0,62
0,30
0,49
0,55
0,51
0,55
0,46
0,21
0,18
0,29
0,17
0,53
0,53
0,51
0,16
0,18
0,16
0,21
0,20
0,30
0,52
0,20
0,16
0,61
0,22
0,55
0,34

0,18
0,17
0,18
0,19
0,18
0,18
0,19
0,19
0,18
0,20
0,16
0,18
0,17
0,16
0,16
0,19
0,10
0,21
0,18
0,16
0,18
0,18
0,19
0,21
0,22
0,17
0,19
0,17
0,17

0,08
0,11
0,10
0,12
0,11
0,11
0,12
0,11
0,10
0,11
0,11
0,11
0,11
0,09
0,11
0,11
0,11
0,11
0,10
0,10
0,11
0,09
0,11
0,12
0,10
0,11
0,11
0,11
0,12

0,03
0,03
0,03
0,03
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,81
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
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CAPITULO 3

Perfil fermentativo de silagens de milho inoculadasom diferentes cepas de

bactérias do acido latico
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RESUMO

O presente estudo foi realizado com o objetivo\addiar os efeitos da
inoculagdo de nove cepas de bactérias do &acidoo latas caracteristicas
fermentativas, no valor nutritivo e na estabilidagedbia de silagens de milho.
Para a avaliacéo do perfil bromatol6gico e micrldigico das silagens, os silos
experimentais de PVC foram abertos com 10, 30, 80 dias de fermentacéo.
Retiraram-se amostras para a determinacdo dosesalte pH e teores de
matéria seca (MS), proteina bruta (PB), fibra erterdgente neutro (FDN),
carboidratos sollveis totais (CHO), perdas de MBloadgraxos volateis (AGV),
acido latico e etanol, e também para avaliacdoapmlpcédo de bactérias do
acido latico (BAL), fungos filamentosos e levedurAsdiversidade bacteriana
nos tratamentos que apresentaram o melhor parfilefgativo foi determinada
pela técnica de PCR-DGGE e, apds 90 dias de feag@mt as silagens foram
submetidas a avaliacdo da estabilidade aerObiardapele MS durante a
exposicado ao ar. A inoculagéo das cepas de BALinfiieenciou a composicao
quimica das silagens, as quais apresentaram vafmeelhantes para as
concentracbes de MS, PB, CHO, FDN e perdas de MtfietBnto, os
tratamentos 11, 68 e 73 apresentaram a maior celagie a propor¢do dos
acidos latico e acético, ressaltando o caraterdfetenentativo destas cepas.
Além disso, os tratamentos 11 e 73 foram 0s queseptaram as menores
contagens de leveduras e fungos filamentosos, teidio observada, no
tratamento 11, menor diversidade bacteriana durargeocesso fermentativo.
Os tratamentos 11, 47, 68 e 73 foram os que apezaen 0os melhores
resultados na avaliacdo da estabilidade aerébiudo, o tratamento 11 se
destacou dos demais devido ao maior tempo necesgdma atingir a
temperatura maxima e também pelas menores perddS dbservadas. Assim,
a BAL inoculada no tratamento 11 é consideradaefgbmissora para ser
utilizada como inoculante em silagens de milho,fengdo das menores perdas
e da maior estabilidade aerébia que esta ceparazoafsilagem.

Palavras-chave: Silagem de milho. Bactéria do atMico. Valor nutritivo.
Estabilidade aerdbia.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effettmaculation of nine
strains of lactic acid bacteria in fermentationrels¢eristics, nutritive value and
aerobic stability of corn silage. To evaluate thecrobiological and
bromatological profile of silages, the experimem&IC silos were opened with
10, 30, 60 and 90 days of fermentation. Samples taken for determination of
pH values, dry matter (DM), crude protein (CP), treludetergent fiber (NDF),
total soluble carbohydrates (CHO), DM losses, veldatty acid (VFA), lactic
acid and ethanol and for the evaluation of LAB gapan, molds and yeasts
were taken. Bacterial diversity in treatments fraisented the best fermentative
profile was determined by PCR-DGGE and after 90sdafyfermentation the
silages were subjected to evaluation of aerobibilgtaand DM losses during
exposure to air. Inoculation of LAB strains did nafluence the chemical
composition of silage, which showed similar valdi@sconcentrations of DM,
CP, CHO, NDF and DM losses. However, treatments6Bland 73 had the
highest ratio between the proportion of lactic adtic acids, emphasizing the
heterofermentative character of these strainsdthtian, treatments 11 and 73
had the lowest counts of yeast and molds, whemeaseatment 11 a lower
bacterial diversity was observed during the ferratom process. Treatments 11,
47, 68 and 73 presented the best results in thieiatian of aerobic stability,
however, treatment 11 highlighted from others @uthé longer time required to
reach the maximum temperature and also by the l@Wérlosses observed.
Therefore, the LAB inoculated in the treatment ldravconsidered a promising
source to be used as silage inoculant in corneslatye to the reduced losses
and increased aerobic stability provided by thigistto the silage.

Keywords: Corn silage. Lactic acid bacteria. Niwtetvalue. Aerobic stability.
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1 INTRODUCAO

O milho Zea mays L. é a planta forrageira de maior expresséo para
ensilagem (OLIVEIRA; SOUZA SOBRINHO; REIS, 2007).st& cultura
apresenta caracteristicas adequadas para umarbmfacéo no silo, uma vez
gue, no momento adequado de colheita, contém gaaletirelativamente alta de
matéria seca (MS), baixa capacidade tampéo e rddeiguados de carboidratos
solaveis (CHO) para fermentagcdo (MCDONALD; HENDERSOHERON,
1991).

Apesar das caracteristicas adequadas, grandess pdedanutrientes
durante a exposicdo ao ar sao verificadas em dewiarda maior instabilidade
aerébia das silagens de milho, que ocorre em @rtl@dmaior concentracao de
substratos potencialmente oxidaveis por microrgamés oportunistas
(SIQUEIRA; BERNARDES; REIS, 2005). Essas perdasepoacorrer durante
todo o periodo de fermentacdo, entretanto, sdo expigessivas quando o silo é
aberto para fornecimento da silagem aos animaisimAs utilizacdo de boas
praticas de manejo e emprego de aditivos tem pemmicuma reducdo nas
perdas de MS e do valor nutritivo das silagens (RIFON; BLAUWIEKEL,
1994).

A utilizacdo de inoculantes microbianos em silaggesn sido
recomendada com o objetivo de aumentar a efici@aifermentacao (KUNG
JUNIOR; STOKES; LIN, 2003), proporcionando o doraidesta por bactérias
do &cido latico (BAL) de grande importancia na gg&udo pH, o que inibe o
crescimento de microrganismos deterioradores (SSARD et al., 2007).

Pesquisas com inoculantes microbianos revelaramogamprego de
linhagens heterofermentativas em silagens tém stradim uma alternativa no
controle da deterioracdo aerdbia, devido a proddedacido acético durante a

fermentacdo, composto este capaz de inibir o enesitd de leveduras e fungos
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filamentosos, aumentando, assim, a estabilidadibi@edas silagens inoculadas
(DRIEHUIS; SPOELSTRA; COLE, 1996).

Conforme Muck (2008), um dos fatores que contribygana uma
aplicacdo bem sucedida dos inoculante microbianos slagens é a
compatibilidade entre a cultura forrageira e o origanismo. Além disso, o
numero de células viaveis no inoculante e suadgfEr com a microbiota
epifitica também séo fatores importantes que, paelu@ente, explicam a grande
variagdo entre os resultados experimentais qudtassmm da inoculacdo de
BAL. Esta variagdo nos resultados de experimentos inoculantes mostram
gue é importante fazer uma selecdo adequada dpssdstos, focando nas
caracteristicas da cultura a ser ensilada. Dessi,m® uso de inoculantes
microbianos para ensilagem tem sido pesquisadoccolnetivo de minimizar
as perdas, otimizar o processo fermentativo, recuzleterioracdo aerdbia e
preservar o valor nutritivo da forragem ensiladARRISON; BLAUWIEKEL;
STOKES, 1994).

O estudo da adicdo destes inoculantes deve ir d&ravaliacdo das
silagens somente apés um periodo maior de fernénmtatas também deve ser
conduzido avaliando-se todo o perfil fermentatipaya, assim, conhecer as
principais modificacbes que ocorrem durante a agesih. Dessa forma, é
importante conhecer a diversidade de microrganismangolvidos neste
processo, pois somente dessa forma € possiveliinteom o objetivo de
melhorar a qualidade da fermentacéo.

Sendo assim, este trabalho foi realizado com otigbjele avaliar os
efeitos da inoculacdo de diferentes cepas de BAEk paracteristicas
fermentativas, no valor nutritivo e estabilidade6hé& de silagens de milho,
visando selecionar aquelas que minimizem as pelelearrentes da ensilagem

para serem utilizadas como inoculantes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cepas bacterianas testadas

Para este estudo foram utilizadas nove cepas dériaacdo &cido latico
(BAL), selecionadas a partir de 75 cepas previam@tladas de silagens de
cana-de-acUcar confeccionadas na regido de Lal&s,e pertencentes a
colecéo de cultura do Laboratério de MicrobiolodégaUniversidade Federal de
Lavras (APENDICE Tabela 1A). Em estudos anteriorestas BAL
apresentaram perfis indicados ao processo de gesilasendo eles bom
crescimento durante a fermentacdo, eficiéncia atnzie o pH, resisténcia a
condicBes acidas, além do melhor perfil de prodagiiacidos graxos volateis e

acido latico e menor producao de etanol.

2.1.1 Preparo dos inoculantes para a ensilagem déline em silos de PVC

As cepas bacterianas foram inicialmente cultivashagubos contendo 2
mL de caldo MRS e incubadas, por 24 horas, a 30E.seguida, foram
transferidas para tubos contendo 10 mL de caldo RIRfBubadas, por mais 24
horas e, finalmente, transferidas para frascomfgers contendo 250 mL de
caldo MRS e novamente incubadas, por 24 horas,°&€.38p6s este periodo de
incubacao, foi feita a contagem do nimero de cgldbtendo-se um resultado
de 9 log UFC mtL do caldo.

2.2 Ensilagem de milho em silos experimentais

O milho foi colhido na estacdo chuvosa, com apragiamente 102 a

119 dias de crescimento, quando os grdos apreaemi@linha do leite préxima
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de 50% e encontravam-se em fase de transicdo ddoepiastoso para o
farinaceo. A colheita foi feita com colhedora aubtmz, com o tamanho de
particula regulado para 10 mm, o que facilita aubsgp do ar quando da
compactacao, favorecendo o processo de fermentpgéo a producdo da
silagem (RANJIT; KUNG JUNIOR, 2000).

2.2.1 Preparo da silagem de milho e formacéo dosatamentos

Os inoculantes preparados foram misturados a femagp momento da
ensilagem. Para cada tratamento, foram retiradod. 3lo caldo presente no
erlenmeyer, o qual foi, posteriormente, misturacim 80 mL de agua destilada
e homogeneizado sobre 3 kg de forragem a ser das#a final, os inoculantes
experimentais foram inoculados em uma concentraed® log UFC kg de
forragem, que corresponde a 6 log UFEdg forragem. Teve-se o cuidado de
adicionar ao tratamento controle somente agualaldstina mesma quantidade
que foi adicionada junto com os inoculantes.

A forragem foi ensilada em silos experimentais #€ Rom 10 cm de
didmetro e 80 cm de altura, adaptados com valvtifas Bunsen, com
capacidade para, aproximadamente, 2,5 a 3 kg atgesil, sendo utilizada uma
densidade de compactacéo dos silos de, aproximatantd0 kg de forragem
por nt. A forragem foi compactada manualmente nos si@sgquais foram

fechados, pesados e armazenados em local coberto.

2.3 Avaliacao das caracteristicas quimicas e micraddgicas do processo de

fermentacéo

Para avaliacdo dos perfis bromatolégico e microgicb das silagens,

as amostras foram retiradas antes do inicio deefeiando e apds a abertura dos
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silos. Para este estudo, os silos foram abertos Idn80, 60 e 90 dias de
fermentacdo. Foram retiradas duas amostras de tcatdanento, sendo uma
pesada e congelada para posterior analise dagerésticas bromatoldgicas e a
outra imediatamente encaminhada ao Laboratério deroblologia do
Departamento de Biologia da Universidade FederaLalgas (UFLA), para

avaliacdo da populacdo de microrganismos.

2.3.1 Analises quimico-bromatol6gicas

As anadlises bromatoldgicas da forragem fresca e diferentes
tratamentos apds o periodo de fermentacao foralimadas no Laboratério de
Analise de Alimentos do Departamento de CiénciasAlmnentos e também no
Laboratdrio de Microbiologia do Departamento del®i@, ambos na UFLA.

As amostras foram pré-secas em estufa de ventifagéada, a 55 °C,
por 72 horas, conforme metodologia recomendada Asdaciation of Official
Agricultural Chemists (1990). Decorrido o tempo siecagem, as amostras
foram novamente pesadas e moidas em moinho tipeyw\ibm peneira de
malha de 1,0 mm e, apds o processamento, forandiatmradas em potes
plasticos devidamente identificados para postaet&ierminacédo dos teores de
proteina bruta (PB), conforme os métodos recomersdaela Association of
Official Agricultural Chemists (1990) e fibra em tdggente neutro (FDN),
segundo as técnicas descritas por Pell e Sch¢fiefB). Nas amostras secas foi
feita, ainda, a determinacdo dos teores de mat&ta (MS) definitiva,
mantendo-se a amostra em estufa, a 105 °C, pooraé KASSOCIATION OF
OFFICIAL AGRICULTURAL CHEMISTS, 1990).

Os carboidratos sollveis totais (CHOs) foram detedos pelo método
fenol-sulfarico, descrito por Dubois et al. (19%6m algumas modificacdes. A

extracdo etanolica foi realizada tratando-se 100dm@mostra com 30 mL de
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etanol 80%, por 30 minutos, a 100 °C, em banhoan@modelo 316, Nova
Etica). Apds a extracdo, foi realizada a filtragii® volume dos extratos foi
completado com agua destilada, até um volume di@&@0 mL. Foram utilizadas
aliquotas de 0,5 mL do extrato, as quais foram@uiclos 0,5 mL de fenol e 2,5
mL de acido sulfdrico concentrado. A leitura foalizada em seguida por
espectrofotometria em leitor de microplacas (Thef®woientific, Multiskan®
FC) a 490 nm. A dosagem de carboidratos totaiexiwatos foi feita de acordo
com as absorbancias obtidas por meio de curva patirglicose. De acordo
com os rendimentos previamente obtidos, calculon-@enteddo de CHO totais
em g kg' de MS da amostra.

O pH foi determinado nos extratos obtidos paresabizacdo das analises
microbiolégicas, com auxilio de um potencidmetrgitdl (Digimed Analitica,
modelo DM 20®) e uma porgdo de 2 mL deste ext@itadidificada com 1QL
de acido sulfdrico na concentracdo de 50% (v/via @ssegurar um pH final
entre 2 e 3 (CANALE; VALENTE; CIOTTI, 1984), sendesta utilizada
posteriormente para mensuragdo dos teores de ,etaidb latico e acidos
graxos volateis por cromatografia liquida de altecisdo. As analises foram
realizadas em cromatografo de fase liquida (Shimadaodelo LC-10Ai)
equipado com detectores de indice de refracdo glanml), modelo RID-10Ai,
e de ultravioleta (para os acidos latico, acétipoopidnico), modelo SPD-10A..
A coluna utilizada foi a de troca catibnica, modghim-pack SCR — 101 H de
30 cm de comprimento e 7,9 mm de didmetro e a textyya do forno da coluna
foi de 30 °C, para leitura de etanol e 50 °C, pmrara dos acidos. A fase movel
utilizada foi agua ultrapura, com pH ajustado gaflacom acido perclérico e o

fluxo foi de 0,6 mL/minuto.
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2.3.2 Analises microbioldgicas

As andlises microbiolégicas da forragem fresca € sllagens foram
realizadas em ftriplicata, no Laboratério de Micobdgia do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Amostras de 25 g foram colocadas, assepticament228 mL de 4gua
peptonada estéril (0,1%) e agitadas, durante 2Qtogna 120 rpm, em agitador
orbital (Shaker). A partir do extrato obtido, forgmeparadas diluicdes decimais
de 10" a 10°, para se proceder ao plaqueamento.

Foram determinadas as populacdes de BAL, fungasnéhtosos e
leveduras por plagueamento em superficie, tomaadpismL de cada diluicdo,
em duplicata e realizado o espalhamento em sujgenids respectivos meios de
cultivo. A contagem de BAL foi realizada utilizande o meio de man rogosa
Sharpe (MRS) (Difco), acrescido de nistatina (0,4%) meio dicloran rosa de
bengala cloranfenicol (DRBC) (Himedia) foi utilizadbara a contagem de
fungos filamentosos e leveduras. As placas foracubadas a 28 °C e a
contagem total foi efetuada ap6s 48 horas, para BAkveduras e ap6s 120
horas de incubacéo, para fungos filamentosos.

2.3.3 Avaliacdo das perdas de MS

Os silos foram avaliados quanto as perdas de M# teara tanto, o
peso dos silos e de seus componentes individugsmfpreviamente pesados,
possibilitando, dessa forma, os calculos de peldasabertura, foram anotados
0s pesos dos silos com a forragem. O conjunto ko l@boratorial sem a
forragem era constituido pela tampa, valvula e dota de vedacdo, telas
inferior e superior e espacadores. Para a detegfonaas perdas de MS,

utilizou-se a equacédo descrita a seguir, seguridinJet al. (2007):
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PMS = 100 - (MFab x MSab)/ (MFfe x MSfe)*100

em que

PMS = % de perda de matéria seca,;
MFab= massa de forragem na abertura;
MSab= teor de MS na abertura;

MFfe = massa de forragem no fechamento;

MSfe = teor de MS da forragem no fechamento.

2.4 Avaliacdo da estabilidade aerébia das silagens

Apbs 90 dias de fermentacéo, os silos foram abertggoximadamente
2 kg das amostras foram colocados em baldes plagiestes foram pesados e
armazenados em ambiente fechado com temperatuti@leda, para avaliacdo
da estabilidade aer6bia. As temperaturas das sgaga pos-abertura foram
obtidas utilizando DatalLogger’s (Impac, modelo MHD-2-L) inseridos nas
massas ensiladas contidas nos baldes a uma atifaamn do fundo dos baldes,
tendo as temperaturas sido amostradas no momenabettura e a cada 30
minutos, durante os 7 dias de aerobiose. A quebrasthbilidade aerdbia foi
calculada como o tempo gasto, em horas, para aandassilagem elevar em 2
°C a temperatura acima daquela do ambiente (KUNKHOR; STOKES; LIN,
2003).

2.5 Avaliagéo da diversidade bacteriana

Nas amostras encaminhadas para o estudo microlciolégmbém foi

avaliada a diversidade bacteriana durante todoooepso de fermentagéo das
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silagens inoculadas com cepas que mostraram o0s oreslhpadrbes
fermentativos.

Para a extracdo do DNA, as amostras foram cerduifagy a 14.000
rpm, por 3 minutos. A purificacdo do DNA total feializada utilizando-se o kit
DNA purification from tissuegQiAamp DNA Mini Kit - Qiagen, Chatsworth,
CA, USA), seguindo as instrucdes do fabricante.

As amostras de DNA, apds serem purificadas e vadé a eficiéncia da
extracdo em gel de agarose 1%, foram amplificadasneio da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). As reacfes para acagifio do DNA da
comunidade bacteriana utilizaram rémers universais rRNA 16S, seguindo o
protocolo estabelecido por Muyzer e Smalla (1998)eacdo de PCR teve
volume final de 25ul: 8,5 ul de 4gua MilliQ estéril; 12,5l de Mixtag 2x
(TapTad"Master Mix Kit — Qiagen, S&o Paulo, Brasil);ull de cadaprimer
968r GC (5-
CGCCCGCCGCGCGCGCGCGCGCGECCGCGGEGCGEGGGCACGGGGGACGCGA
AGAACCTTAC-3’) e 1401f (5-GCGTGTGTACAAGACCC-3) €2 ul de
DNA.

O termociclador foi programado da seguinte manei@snaturacao
inicial a 95 °C, por 5 minutos; 35 etapas de desagfio, a 95 °C, por 1 minuto;
anelamento doprimersa, 55 °C, por 1 minuto e extensado da fita de DAIA2
°C, por 1 minuto; extenséo final, a 72 °C, por iutos e 4 °C como temperatura
de armazenamento.

Os amplicons do rDNA 16S foram separados por dtetrse em gel de
poliacrilamida com gradiente desnaturante (DGGHE. géis de acrilamida:
bisacrilamida foram preparados com gradiente desm@e variando 20% a
50% e a eletroforese foi realizada, a 60 °C e 12@Nstantes, por 16 horas, em
um sistema de eletroforese vertical DCode (BioRatil)zando solucdo tampé&o
0,5X TAE. Apés a eletroforese, o gel foi corado smucdo de SYBR-Green |
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(Invitrogen, Foster City, CA, USA) (1:10.000 (v/vpor 30 minutos. A imagem
foi capturada, visualizada e fotografada em tramsiador, utilizando luz
ultravioleta.

A similaridade entre as estruturas de comunidadesebianas foi
determinada com base na presenca ou na auséndartiess detectadas no gel.
A andlise de agrupamento hierdrquico foi realizatiizando-se o programa
Systat 13.0, empregando matrizes de similaridadadge pelo método de
concordéancia simples, algoritmo de Ward e a digiéeuclidiana como unidade

de medida.

2.6 Delineamento experimental e analises estatistic

O experimento para avaliagdo do perfil de fermématas silagens de
milho foi conduzido obedecendo a um delineamenteiramente casualizado
(DIC), com trés repeticdes, e os tratamentos fadepostos em um esquema
fatorial 10 x 5, sendo 10 o ndmero de diferentlegsis, 1 sem inoculante e 9
inoculadas com as cepas testadas e 5 os tempdaeera dos silos (0, 10, 30,
60 e 90 dias de fermentacdo). Para avaliacdo dims dke temperatura referente
a avaliacdo da estabilidade aerdbia, empregoudsimeamento de blocos ao
acaso (DBC), sendo os blocos a localizacdo dogdald sala de avaliacéo.

Os dados experimentais de natureza qualitativanf@@mparados pelo
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade e aguéé natureza quantitativa
foram submetidos ao estudo de regressao, utilizaado software SISVAR
(FERREIRA, 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perfil fermentativo das silagens

3.1.1 Composicdo quimica

O teor de MS do milho antes da ensilagem, bem asrmncentracbes
de proteina bruta (PB) e fibra em detergente nd&biN), apresentou valores
compativeis aos encontrados na literatura (FILYBCS, 2010; LI; NISHINO,
2011) (Tabela 1). A composi¢cdo quimica do milhoidod que a cultura foi
colhida no estégio ideal de maturidade dos gr&65,93 g kg MS), conforme
relatado por Filya (2004). McDonald, Henderson eoHg1991) relataram que
os carboidratos soltveis em agua (CHO) séo com&ldersubstratos essenciais
ao crescimento das BAL para que se possa obterfermentacdo adequada.
Desse modo, baixos niveis de CHO podem restringirescimento das BAL.
No entanto, a concentracdo de CHO na planta deorfoih em média, 68,17 g
kg' MS, sendo, portanto, um valor superior ao miniemmendado (60 g Kg
MS) para uma fermentacdo eficiente (JAAKKOLA; HUHNEN; HISSA,
1991). Os valores de CHO encontrados no presetitdceforam inferiores aos
relatados por Filya e Sucu (2010) e Nkosi et &10€3.

Nas condi¢cbes deste experimento, os valores dem@thfconsiderados
baixos quando comparados com os resultados retapemd.i € Nishino (2011),
Muck (2004) e Nkosi et al. (2009).
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Tabela 1 Composi¢ao quimica e microbiol6gica ddvonéintes da ensilagem

Variavel Média Desvio padréo

pH 4,19 0,20
Matéria seca (g kg) 355,94 2,73
Concentracao (g kg MS):

Proteina bruta 69,15 1,55

Carboidratos solGveis em agua 68,17 4,54

Fibra em detergente neutro 569,20 14,97
Contagem (log UFC):

BAL 8,55 0,15

Leveduras 6,47 0,00

Fungos filamentosos 5,08 0,00

As populacdes de bactérias do acido latico (BA&yeturas e fungos
filamentos na forragem fresca estiveram acima éd@res reportados por Filya
(2004) e Filya, Sucu e Karabulut (2004), embortazas de inoculacdo de BAL

tenham sido semelhantes nos trabalhos avaliadg®risdo, assim, que a

populacéo da microbiota epifitica na forragem emdesera maior que naquelas

relatadas pelos autores acima citados. De cent@afa populacdo de leveduras

foi semelhante aquelas relatadas por Filya e 2@10] e Li e Nishino (2011).
A inoculacéo das cepas de BAL nao exerceu infl@ésignificativa p >

0,05) sobre a composicdo quimica das silagensuas gqpresentaram valores

semelhantes para as concentragbes de MS, PB, CHN,eFperdas de MS
(Tabelas 2 e 3). Entretanto, foram observadas maddes significativas destas

variaveis p<0,05) durante a fermentacao.
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Tabela 2 Probabilidade dos efeit@ fa composi¢cdo quimica das silagens de
milho ndo inoculadas e inoculadas com as cepa#\tie B

Variavel P
Trat. Tempo Trat. Xx Tempo

pH NS *k% *%
Matéria seca (g kg) NS ok NS
Concentraco (g kg MS):

Proteina bruta NS * NS

Carboidratos sollveis em agua NS ok NS

Fibra em detergente neutro NS kk NS

Acido latico NS ok NS

Acido acético Hokk ok *

Acido propidnico NS ok NS

Acido butirico NS * NS

Etanol NS ok NS
Perdas de MS (%) NS rkk NS

NS, ndo significativo; *p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001



Tabela 3 Composi¢do quimica das silagens de mi#fmoimoculadas e inoculadas com as cepas de BAls apddias de

fermentacao
Variavel Controle Tratamentos Desvio
8 11 47 51 52 68 70 73 Padrao
pH 4,20 4,17 4,21 4,30 4,18 4,10 4,19 4,19 4,12 14,2 0,05
Matéria seca (g kij) 341,71 346,01 336,50 339,58 337,03 348,18 3413%3,08 336,95 342,86 4,47
Concentrac&o (g kg MS):
Proteina bruta 76,91 73,84 70,11 6950 70,5M,33 69,33 72,72 69,84 78,92 3,79
Carboidratos sollveis em agua8,03 7,40 7,28 7,41 9,43 8,89 7,74 7,40 9,19 7,21 850

Fibra em detergente neutro

564,32 557,22 34754532 547,89 558,73 529,42 567,43 555,52 552,90,88

Acido latico 49,24 4297 39,23 27,68 4568 ,720 50,14 3852 48,05 48,14 6,86
Acido acético 54 568 364 763 54P 257 53P 85% 487 903 2,05
Acido propidnico 4,58 4,26 4,68 4,09 4,72 04,5 4,84 5,47 5,22 5,07 0,42
Acido butirico 0,94 074 091 013 059 056041 061 1,18 0,16 0,34
Etanol 31,09 24,83 2831 24,11 28,36 23,80 ,383 28,36 29,94 2841 3,08
Perda de MS (%) 6,03 374 688 6,19 6,6 421 521 7,72 823 6,72143

Médias com letras diferentes diferepx,05) estatisticamente nas colunas, pelo tesgcdt-Knott.

IeT
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Com o processo fermentativo, houve uma reducéadisagiva (p<0,05)
nos teores médios de MS (de 355,94 para 340,41'g(&gafico 1) e também
nos teores de CHO, que reduziram de 68,17 'gMg para valores proximos de
8 g kg' MS (Gréfico 2). Uma reducdo acentuada destes \mfoieobservada
nos primeiros 10 dias de fermentacdo e grandeg@edwndo foram observadas
apos este periodo. As redugbes nos teores de MIBCe a0 decorrentes do
processo fermentativo, pela respiragdo das céldlgstais e metabolismo dos
microrganismos durante a ensilagem. Esses micrigrgas, principalmente as
BAL, sado responsaveis pelo consumo dos carboidcatmsproducao, sobretudo
de acido latico, o qual contribui para a queda valsres de pH, além da
producdo de C&e dgua (MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991).

360
355

350 -

340 - { """""""""""""

335

Matéria Seca (gkg?)

Tempo (dias)

Gréfico 1 Teores médios de matéria seca nas s8agenmilho controle e
inoculadas com as BAL, no decorrer do periodo dedatacdo
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Gréfico 2 Concentracdes de carboidratos solUvédstmas silagens de milho
controle e inoculadas com as BAL, no decorrer doope de
fermentacao

Carboidratos soluveis totais

Embora n&do tenham sido observadas diferencasisaiias (>0,05)
entre os tratamentos, é possivel notar que a coacén de CHO, ao final do
processo fermentativo, nos tratamentos controlasesitagens inoculadas com
as cepas 47, 51 e 70, foi mais elevada que a naédiados os tratamentos
(Tabela 3). Gimenes et al. (2006) relataram qageils ricas em CHO e amido,
como é o caso do milho, apés o processo fermeotatipresentam maior
susceptibilidade a deterioracdo aer6bia em funghondior concentracdo de
substratos para serem utilizados por microrganisdebsrioradores, como 0s
fungos filamentosos e leveduras.

Os teores médios de FDN sofreram reducéo signifecafp<0,05),
declinando de 569,20 para 552,63 d kgurante todo o periodo de fermentac&o
(Grafico 3). Observou-se que, durante os primeites dias de fermentacao,
ocorreu elevagdo nos teores médios de FDN, segoidoma reducéo até o 30°

dia. Com 60 dias, observou-se novo aumento, seguidoeacaté os 90 dias de
fermentacao.
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Gréfico 3 Teores de fibra em detergente neutrcsitagens de milho controle e
inoculadas com as BAL, no decorrer do periodo daedatacao

Segundo Avila et al. (2008), aumentos na fracimdid do material
ensilado em relagdo ao material original podenobeervados como resultado
de perdas de MS na forma de gases, em razao danfiaigéio alcodlica por
leveduras. Entretanto, reducdes no contelido de iRBitam que parte da fibra
foi solubilizada, provavelmente a fragdo hemicedaloconforme relatado por
Van Soest, Ferreira e Hartley (1984) e Reis, Gar¢jaeiroz (1991). Esse efeito
pode ser considerado positivo ao processo, poedemcarboidratos sollGveis
aos microrganismos e elevar o consumo da silagdas paimais. Devido a
isso, podem ser observados esses padrdes incotesstie variacdo dos teores
de fibra nas silagens ao longo da fermentac&o,onmef relatado por Filya e
Sucu (2010).

A reducgdo desta varidvel ap6s a fermentacdo tanibenelatada por
Filya e Sucu (2010) e por Nkosi et al. (2009), avalo o efeito de diferentes
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cepas de BAL inoculadas em silagem de milho. Dedacaom Van Soest
(1994), o teor de FDN representa a fracdo fibrosafatragem, sendo
inversamente proporcional ao consumo de MS, ematiae concentracfes de
FDN resultam em baixo potencial de consumo pelamas. Desse modo,
reducdes significativas nos teores de FDN com meptacdo sédo de carater
positivo a silagem.

Os teores médios de PB aumentaram significativeandmt0,05)
durante o periodo de fermentagdo (Gréfico 4). Atipato 10° dia de
fermentacao, foi verificado um aumento nos teoretefros, 0 que pode estar
associado a sintese de proteina microbiana. Emveteeducdo nos teores de
proteina, seguido de aumento no decorrer do procéssnentativo, foi
observada apoés, respectivamente, 30 e 60 diasreherfacdo. Essa reducéo
pode ser resultado da degradacdo da mesma porrgaiciemos indesejaveis,
como Clostridiumspp. ou por enzimas vegetais, com consequenteigiodie
aminas e aménia (BOLSEN, 1995).
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Grafico 4 Teores de proteina bruta nas silagensiti® controle e inoculadas
com as BAL, no decorrer do periodo de fermentacéo
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Para perdas de MS, observou-se aumento ao longdodi a
fermentacdo (Gréfico 5), sendo estas mais expesssté o décimo dia de
fermentacdo. A partir dai, tendeu-se a uma estabdib. As perdas de MS
durante a ensilagem ocorrem, principalmente, e@ioraa utilizacdo de CHO
pelos microrganismos. Como pode ser observado a6icGr2, a utilizacédo de

CHO também foi mais intensa nos primeiros 10 déiafednentacéo.

Perdas de MS (%)
e
(=]

0 10 20 30 40 50 60 70 30 90
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Gréfico 5 Perdas de matéria seca nas silagens Ide puntrole e inoculadas
com as BAL, no decorrer do periodo de fermentacéo

Segundo Avila et al. (2009a), aumentos marginaiscoacentracdes de
PB, com consequente reducdo no conteido de MSldgsrs, séo indicativos
de perdas de MS, confirmando, assim, os resultadogntrados. Nota-se que,
na medida em que aumentavam o0s teores de prot@iaiares perda no
contetdo de matéria seca foram observadas ao tmgoocesso fermentativo.
A avaliacdo das perdas de MS durante a ensilagemaécaracteristica muito
importante a ser avaliada. Neste estudo, emboraem@m sido encontradas

diferencas significativasp$0,05) entre o0s tratamentos, ressalta-se que as
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menores perdas de MS foram encontradas nas silagendadas com as cepas
6, 51 e 52, com, respectivamente, 3,74%, 4,21%2&%,(Tabela 3). Em

contrapartida, as maiores perdas de MS foram oddasv nas silagens
inoculadas com as cepas 8, 68 e 70, com, respeetita, 6,88%, 7,72% e
8,23%.

Neste estudo foram observadas perdas de MS irderidquelas
relatadas por Jatkauskas e Vrotniakiene (2005), ahservaram perdas de
10,23% na silagem de milho sem inoculante e 9,8%%% inoculadas com
Pediococcus acidilacticce Lactobacillus plantarum Os resultados obtidos
neste estudo concordam com os relatados por Askbtlbker (1988) que
observaram perdas entre 3,9% e 7,4%.

Elferink, Driehuis e Spoelstra (1997) relatarandpsrde MS de apenas
1,4%, apds 102 dias de fermentacdo de seis silatgensilho inoculadas com
diferentes cepas de buchnerie armazenadas em silos laboratoriais.

As estimativas de perdas de MS em silos laboréddopadem néo
refletir com precisédo as perdas que ocorrem era didofazenda, devido ao fato
de as condi¢des laboratoriais serem mais cont®lageela pequena quantidade
de forragem ensilada (RANJIT; TAYLOR; KUNG JUNIOR)02).

Foi observada interacdo significativa<Q,05) entre os efeitos dos
inoculantes e os tempos de fermentacao para osesale pH. Dessa forma, a
queda do pH aconteceu de forma diferente para siégigzem. Analisando o
desdobramento dos tratamentos dentro de cada t@éenfevmentacdo, notou-se
que os valores de pH nos tempos 10, 30, 60 e %0faliam semelhantes em
todas as silagenx0,05). Contudo, no tempo 0, as silagens inoculadasas
cepas 51, 52 e 70 apresentaram maiores valorekl @gnprelacdo aos demais
tratamentos (Gréfico 6). Essa variacdo nos valdeepH da forragem fresca
pode ser explicada em fun¢do do metabolismo daohbima epifitica e das BAL

inoculadas que, possivelmente, foi ativado em adtatamentos. No entanto,
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nos tratamentos inoculados com as cepas 51, 52as ?@lulas, provavelmente,
permaneceram em estado de laténcia por um periaiar mue nos demais
tratamentos, resultando, assim, em maiores vattlegsH em consequéncia da
baixa producao de acido latico pelas BAL.

pH

340 - - . . . . . . .
0O 10 20 30 40 50 6 70 80 90

Tempo (dias)
— #— Controle —¥—6 ke 8 —a—11 Qe 47

cee@ene 5 - K= 52 —e— (R —a— 70 ==0==73

Grafico 6 Variag@o nos valores de pH dos diferetreamentos, em funcdo do
tempo de fermentacéo

N&o foram observadas diferencas significativ@s0(05) para as
concentracdes dos acidos latico, propiénico eibafialém dos teores de etanol
entre as silagens. No entanto, diferencas sigtiifacsa (p<0,05) com relacéo as
modificacfes temporais na concentracdo destes sAémam encontradas ao
longo da fermentac&o. Notou-se que, com o prodessmntativo, houve um
aumento [§<0,05) nas concentracdes médias de &cido laticajospossivel
ressaltar uma elevagdo na concentracdo deste @éid® dias de fermentagéo,

seguido de uma pequena reducdo apos esse perardm, rom tendéncia a
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estabilizacdo até o final do processo fermentatipgndo se observou uma
concentracdo média de, aproximadamente, 43' g (Gréfico 7).

As concentracbes médias de etanol apresentaram ocamento
semelhante ao da concentracdo de &acido latico, ammmento significativo
(p<0,05) até os primeiros 10 dias de fermentacdoawirpdai, notou-se uma
tendéncia a estabilizacdo até a abertura dos silos, 90 dias, quando a
concentracdo média de etanol foi de 28,06 YM§ (Grafico 7).

Estes resultados concordam com os obtidos por Miskino (2011),
avaliando os efeitos da inoculacdoldehamnosus L. buchnerjapos 120 dias
de fermentagdo. Resultados semelhantes para ant@gé® de acido latico
foram obtidos por Filya e Sucu (2010) nos tratawmensem inoculacéo.
Contudo, nos tratamentos inoculados com aditivo ecoral contendo o
microrganismo L. plantarum uma menor concentracdo deste &cido foi
observada. Os mesmos autores relataram concergrde@anol variando entre
1,08 a 1,77 g K§ MS, nos tratamentos controle e inoculados, valesies
inferiores aos obtidos neste estudo.
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Grafico 7 Variagdo média das concentracdes de dético e etanol dos
diferentes tratamentos, em funcéo do tempo de feagp@o

Um aumento significativop(< 0,05) nas concentracGes médias de acido
propiénico em funcdo dos tempos de fermentacaob®ervado (Grafico 8). Ao
final do processo fermentativo, os resultados emnados, aproximadamente
4,74 g kg* MS, foram superiores aos relatados por Filya (R@0Bilya e Sucu
(2010). Por outro lado, esses valores assemelhsgamoes encontrados por Li e
Nishino (2011) em silagem de milho inoculada danfbuchnerj apés 120 dias
de fermentacéao.

Houve reducdo significativgp€0,05) nas concentracdes médias de acido
butirico em fun¢do dos tempos de fermentacdo (€ar&). Apesar disso, 0s
valores obtidos (0,62 g KgVS) ainda estiveram acima dos recomendados por
Kung Junior e Shaver (2001), para se obter silagens preservadas. Segundo
Nkosi et al. (2009), concentracbes de acido botiscima de 0,1 g KgMS
refletem a extenséo da atividade clostridiana sabferragem ensilada e esta
relacionada a menores taxas de decréscimo e maai@ss finais de pH nas

silagens. Além disso, a presencaGlestridiumspp. em silagens € indesejavel,
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pois este microrganismo esta envolvido na degradaed proteinas e &cido
latico, produzindo acido butirico. Apesar de nadwehadiferencas estatisticas
(p>0,05) entre os tratamentos avaliados, é possikeerear, ao final do

processo fermentativo, que as silagens inoculanfasas cepas 11 e 73 foram as
gue apresentaram 0s valores mais proximos aos esc@dos para se obter
silagens bem preservadas, 0,13 e 0,16 YM§ (Tabela 3), respectivamente,

evidenciando, assim, a melhor qualidade das sitagenestudo.

Produciio demetabolitos

Tempo (dias)
--4-- Acidopropidénico --<C--- Acido butirico

Gréfico 8 Variagdo meédia das concentracbes dooagdopidnico e butirico
dos diferentes tratamentos, em funcdo do temperdeshtacéo

Para os teores de acido acético, foi observadaagdte significativa
(p<0,05) entre os fatores tratamento e tempo de faap@o (Grafico 9).
Analisando-se o desdobramento dos tratamentos odel@r cada tempo de
fermentacdo, notou-se que, até os primeiros 10 d#afermentacdo, todos os
tratamentos apresentaram comportamento semelhamte significativo
aumento [f<0,05) nas concentracbes de acido acético. Aposdid® de
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fermentacdo, um relativo aumento para algumasesil@inda foi percebido,
tendo as silagens inoculadas com as cepas 11 e é8stacado em relacdo as
demais em funcdo das maiores producfes com, raspaente, 8,09 e 9,72 g
kg' MS. Uma significativa reducép<0,05) foi observada a partir do 30° dia de
fermentacao, todavia, notou-se que, nas silagemsilexdas com as cepas 6, 8,
11, 70 e 73, um aumento nas concentra¢fes dedtednda persistiu até o 60°
dia. Apos 60 dias, foi possivel observar que agesils inoculadas com as cepas
8, 11, 68 e 73 apresentaram concentracdes de Acilico superiores aos
demais tratamentos. Entretanto, ao final de 90 déaf$ermentacdo, foram os
tratamentos inoculados com as cepas 11, 68 e 73sgugdestacaram pelas

maiores concentracdes deste acido.

10,0

Acido acético (g kg 1 MS)

40
Tempo (dias)
—B— Controle —0—6 - A= 8 —A— 11
==} ==47 - & 51 <o 52 - & 08
-=0==70 ——73

Gréfico 9 Variagdo das concentracbes de &cido cacétios diferentes
tratamentos, em funcdo do tempo de fermentacao

Médias com letras diferentes dentro do mesmo tetlepiermentacdo diferenp<0,05)

estatisticamente, pelo teste de Scott-Knott
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As diferengcas nas concentracdes de acido acétic silagens
inoculadas com as diferentes cepas nao foi sufecieara causar diferencas nos
valores de pH, que foram semelhantes entre as.c8pgsindo Filya e Sucu
(2010), a inoculacdo de silagem de milho com BAltetadermentativas
aumenta a estabilidade aerébia, em funcdo do imererma concentracdo de
acido acético que inibe o crescimento dos prinsipaicrorganismos de
deterioracao aerdbia.

Os tratamentos inoculados com as cepas 11, 68 fr@® os que
produziram elevadas concentra¢cfes de acido acétitetanto, a concentragédo
de &cido latico ndo foi significativamente altamparando-se com os demais
tratamentos. Essas caracteristicas sdo semelhagtedas encontradas em
silagens de milho inoculadas com cepas de BAL bfgtementativas, o que
sugere 0 metabolismo heterolatico das cepas eméagueBach et al. (2005),
avaliando os efeitos da inoculac@o de cepas hetareftativas de silagem de
milho, observaram um relativo aumento nas concgidia de acido acético,
enquanto a concentracdo de acido latico foi reduzithcomitantemente.

Elferink, Krooneman e Gottschal (2001) relatarame gas altas
concentracdes dos acidos acético e propibnico lagesis estdo relacionadas ao
metabolismo dé&.. buchnerique tem capacidade de converter o acido latico em
acido acético, etanol e 1,2-propanediol, sendo é#tmo subproduto do
metabolismo dé.. buchneriutilizado porL. diolivoranse convertido em acido
propidénico e 1l-propanal (KROONEMAN et al., 2002).icMrganismos da
familia Enterobacteriaceagambém tém a capacidade de fermentar os CHO
presentes na massa ensilada, produzindo acido,latiético e etanol, da mesma
maneira que as BAL. Contudo, o principal metabéktoo acido acético
(ELFERINK; KROONEMAN; GOTTSCHAL, 2001). Esses micganismos
requerem condi¢8es Gtimas de pH para seu crescippre variam de 6,0 a 7,0,

e a maioria ndo é capaz de crescer em pH infeBgd éBOLSEN, 1995). Desse
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modo, a producdo de &cido acético nos diferentemntentos analisados
possivelmente nao esta relacionada ao metaboligrentkrobactérias, pois os
valores médios de pH encontrados ficaram em toend,#l9, sendo, portanto,
reflexos da acidificacdo do meio, caracteristida gge inibe o crescimento de
enterobactérias, reforcando, assim, o caraterdfeterentativo das cepas 11, 68
e73.

O metabolismo de producdo do Acido acético por BAsulta em
maiores perdas de MS. Neste estudo, porém, asspndan semelhantes entre
0s tratamentos, embora a silagem inoculada conpa 68 tenha apresentado
alto indice de perda de MS, podendo ser explicada plevada producédo de
acido acético.

Segundo McDonald, Henderson e Heron (1991), apeasr a
fermentacdo heterolatica proporcionar efeitos positna estabilidade aerébia,
ela pode ser considerada desvantajosa, em facesiibitidade de maiores
perdas de MS durante o processo fermentativo e é&amporque elevadas
concentracdes de acido acético na massa ensilattanpreduzir o consumo
voluntario por parte dos animais (CHARMLEY, 2001).

3.1.2 Populagéo de microrganismos

Nao foram observadas diferencas significatives0(05) entre os
tratamentos inoculados para as contagens de lege@ufungos filamentosos,
apresentando contagens semelhantes nas difereildgens avaliadas; no
entanto, houve efeito significativop<0,05) com relacdo as modificacdes
temporais, apontando que a populagdo de micromgasie€m todas as silagens

variou ao longo da fermentagéo (Grafico 10).
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Gréfico 10 Variagdo média na populacdo de micraspams dos diferentes
tratamentos, em funcdo do tempo de fermentagéo
BAL — bactérias do acido latico; LEV — levedurak;+fungos filamentosos

Com o processo fermentativo, houve reducédo na gemtale leveduras
de 6,47 para 3 log UFC'gao final da fermentacéo. Apesar de ndo ter sido
verificada diferenca estatistica com relacdo a agmmh, apés 90 dias de
fermentacao, foi possivel observar que os tratamsenbculados com as cepas
11 e 73 apresentaram as menores contagens de raesedsendo,
respectivamente, log 1,52 e log 1,27 UFC g

Uma reducdo significativap€0,05) também foi observada para a
populagéo de fungos filamentosos, de 5,07 para lb®3FC ¢". Para estes
microrganismos, observou-se queda na populacaddGatas de fermentacgéo,
com aumento aos 30 dias, seguido de reducdo #@ dms. Essa reducdo aos
10 dias de fermentacao possivelmente ocorreu egdifuda producéo de acidos
que inibem seu crescimento. Embora ndo tenha satdicada diferenca

estatistica entre as cepas, notou-se que os tratsriaoculados com as cepas
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6, 8, 11 e 73 apresentaram contagens de fungosefitwsos abaixo de log 2
UFC ¢

Muck (2004), avaliando os efeitos de diferentesutentes em silagens
de milho, obteve, em silagens inoculadas cbmbuchneri as seguintes
contagens para leveduras e fungos filamentosos,1)6§ e 1,18 UFC g
respectivamente. J4 para as silagens inoculadad cpfantarum a populacao
destes microrganismos foi mais elevada (log 4,134,864 UFC ¢,
respectivamente). O autor concluiu que as menom@#agens para as
populacdes de leveduras e fungos filamentososilageiss inoculadas comn
buchnerise atribuiram a caracteristica heterofermentativeegha, sendo o acido
acético o principal composto inibidor.

As reducdes nas populacdes de leveduras e funlgmsefitosos ao
longo do processo de fermentagéo justificam-seaadior das concentracdes dos
acidos latico, acético e propibnico encontradasensersuperiores as
concentracdes minimas inibitérias (CMI) contra gstecrorganismos que sao
indesejaveis na silagem. Nishino (2011) relataay@MI de acido latico contra
leveduras e fungos filamentosos é de 50'gd_que equivale a 115 g kdVS
em silagens com contetido de MS em torno de 300" gRaya os acidos acético
e propibnico, as CMI frente aos mesmos microrgapssieeterioradores sao
cerca de 10 a 20 vezes inferiores que a do acimo,l&videnciando, assim, o
maior efeito antagonista dos acidos acético e pnig, quando comparados
com o &cido latico.

Moon (1983) relatou que, durante o processo déagesn, ha um efeito
sinérgico dos acidos latico, acético e propibniontia leveduras e fungos
filamentosos. Nesse sentido, os resultados obtidofirmam os dados deste
autor, pois, nas cepas 11, 68 e 73, que se relmeioncom elevada producgéo de
acido acético, foram observadas as menores costagefungos filamentosos e

leveduras.



147

Segundo McDonald, Henderson e Heron (1991), sobdictes
anaerobbias, as leveduras fermentam os carboiddispeniveis, produzindo
etanol e C@ Desse modo, é possivel observar que as silagamtsole e
inoculadas com as cepas 52 e 70, nas quais foraonteadas as maiores
contagens de leveduras, foram aquelas que apresantas maiores
concentracBes de etanol. Esta produgdo de etarsilagem ndo sé diminui a
quantidade de carboidratos disponiveis para as &hho também apresenta um
efeito negativo no sabor do leite produzido pelimais alimentados com essas
silagens (RANDBY; SELMER-OLSEN; BAEVRE, 1999)

A adicdo dos inoculantes influenciou significamen{@<0,05) a
populacdo de BAL durante o periodo fermentativaesgntando diferencas
significativas entre os tratamentos e também noordec do processo de
fermentacao, entretanto, sem interacdo signifigaivtre os fatores. Analisando-
se a meédia de todos os tratamentos ao longo datiéagdo (Gréfico 11), foi
possivel observar diferencas significativae(,05) entre as silagens, com
destaque para aquelas inoculadas com as cepa$8lgee apresentaram as
maiores populacdes de BAL com, respectivamente 8|33 e 8,63 UFC 4
Uma menor populacdo de BAL foi encontrada no tratgmcontrole, como era
esperado, visto que este tratamento ndo foi indoula
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Gréafico 11 Contagens médias de bactérias do adtlool nos diferentes
tratamentos com silagem de milho, ao longo do sede

fermentacéo
Médias com letras diferentes nas colunas difepesf,05) estatisticamente, pelo teste de
Scott-Knott.

Com relacdo as modificagBes temporais, houve peqauamento aos 10
dias e, a partir dai, reducdo na populacéo de B¥h @ processo fermentativo,
de log 8,55 para log 7,73 UFC" ¢Gréfico 10). Uma reducdo na populacéo de
BAL apds 120 dias de fermentacéo também foi redapemt Li e Nishino (2011),
avaliando os efeitos da inoculacdo derhamnosuse del. buchnerj em
silagens de milho.

Segundo Hammes e Hertel (2003), no decorrer doepsoc de
fermentacao das silagens ocorre sucessao de géleeB#s.. No estagio inicial,
as bactérias pertencentes ao gérgireptococcusiominam o processo, sendo
substituidas poteuconostocdepois poiLactobacilluse Pediococcusque sao
mais resistentes as condi¢Bes acidas. Com o declmrnerocesso, até as BAL
pertencentes ao génet@ctobacillusvao perdendo a viabilidade, entretanto,

alguns microrganismos especializados, tais cdoagtobacillus buchneyi
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continuam ativos, porém, em um baixo nivel (ELFERINKNROONEMAN;
GOTTSCHAL, 2001).

3.2 Avaliacéo da estabilidade aer6bia

A estabilidade aerdbia da silagem estad associadagigalmente, a
inibicdo do crescimento de microrganismos capaeesréscer na silagem na
presenca do ar, sendo os fungos filamentosos edUms& os principais
microrganismos envolvidos na deterioracéo aerdbiaildgens (MCDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991). Segundo Taylor e Kung ddr{002), o
desenvolvimento desses microrganismos leva a unergonma temperatura da
massa ensilada. Desse modo, a medida da tempeatatusilagens é uma forma
indireta de avaliar a deterioracdo da mesma.

Os valores de temperatura das silagens de milhcasadiferentes cepas
mostraram que a elevacdo da temperatura na silagatrole e em todos os
tratamentos iniciou-se apés, aproximadamente, &shde exposicdo ao ar. Foi
possivel notar grande variacdo nas diferentesesitago longo do periodo de
avaliacdo. Nos tratamentos inoculados com as cépast7, 68 e 73, um
aumento acentuado na temperatura foi ocorrer senagits, aproximadamente,
25 horas de exposicdo aerObia, tendo a silagenulame com a cepa 11
mostrado aquecimento mais lento durante todo o ogeri mantendo
temperaturas mais proximas da temperatura do atebiepresentando, assim,
maior estabilidade aerébia. Silagens inoculadas esmcepas 8, 52 e 70
agueceram mais rapidamente do que a silagem e@wclwohnte o periodo inicial
de avaliacdo (Grafico 12)

A partir dos valores de temperatura obtidos cordata loggers, foram
calculadas as temperaturas maximas (Tm) e o terapessario para alcancar

esta temperatura para todas as silagens. Difersigaficativas <0,05) entre
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os dados de temperatura maxima (Tm) alcancadaesnpot necessério para
atingir a Tm nas diferentes silagens de milho foodnservadas. Nesse sentido, o
tratamento inoculado com a cepa 11 foi o que apteseos melhores

resultados, sendo sua Tm alcancada a 31 °C e @ tegggssario para atingir a

Tm de, aproximadamente, 153 horas (Grafico 13).
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Gréfico 12 Variacao da temperatura durante a eg@oserdbia das silagens controle e inoculadasasarepas de BAL
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Gréfico 13 Temperatura maxima alcancada (Tm) engpdenecessario para

alcanga-la (T) nos diferentes tratamentos, durahtelias de
exposicao aerbbia

Médias com letras diferentes nas colunas difepef,05) estatisticamente, pelo teste de
Scott-Knott.

N&o foram observadas diferencas significatiy@s0(05) tanto para os
dados de perda de estabilidade aerébia, considerasté como sendo 2 °C
acima da temperatura do ambiente, quanto paradmsdie perda de MS apoés
abertura dos silos. Entretanto, observou-se quslagens inoculadas com as
cepas 11 e 47, seguidas dos tratamentos inocutadosis cepas 68 e 73, foram
0s que necessitaram de um periodo mais prolonga@oque a temperatura da
massa ensilada atingisse 2 °C acima da tempegdduaenbiente. Ranjit e Kung
Janior (2000), avaliando a deterioracdo aerébia sdagens de milho,
observaram quebra da estabilidade com 26,5 e 23 mars silagens controle e
inoculada coml. plantarum respectivamente. Houve uma correlagdo entre os
dados de quebra da estabilidade aerobia e as phrddS (Grafico 14), em que
as menores perdas de MS observadas ocorreram at@Emeéntos que
apresentaram maior estabilidade aerébia. As patdddS apresentadas neste

estudo séo superiores aquelas relatadas por RaKjitng Junior (2000), que
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observaram perdas de 5,3% de MS. Segundo Lind@klenburg e Pahlow
(2002), a presenca de oxigénio desencadeia agyegldo de leveduras, fungos
filamentosos e bactérias aerébias, levando ao oomsile nutrientes, o que
acarreta reducdo no valor nutritivo das silageémade comprometer o
consumo pelos animais, em razdo da multiplicacdo nderorganismos
indesejaveis. A presen¢a de microrganismos queanaasdeterioracdo aerdbia
em silagens pode levar & producdo de compostosdjieis, como as
micotoxinas e também metabdlitos, que tornam @eilmimpalatavel para os
animais (OLDENBURG, 1991).
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Grafico 14 Quebra da estabilidade aer6bia e ped#agnatéria seca nos
diferentes tratamentos inoculados com cepas de BAL

Assim, os tratamentos inoculados com as cepas/1884e 73 foram os
gue apresentaram os melhores resultados ap6s © wenpxposicdo aerobia,
indicando menor atividade metabdlica por microrgantis deterioradores.
Entretanto, o tratamento 11 destacou-se dos deeraisazdo do maior tempo
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necessario para haver a quebra da estabilidadensequentemente, menores
perdas de MS.

Segundo Driehuis, Elferink e Spoelstra (1999), édcagho del.
buchnerj isoladamente ou associado a bactérias laticasa elegstabilidade
aerébia da silagem de milho, reduzindo as poputaci@eleveduras e fungos
filamentosos. Ranijit e Kung Junior (2000) realimaram experimento com a
inoculacdo de silagem de milho com cepas de BAL diemmentativas L(.
plantarun) e homofermentativas mais heterofermentativas Quchneri) e
concluiram que, para essa silagem, a adicdo de depa buchnerideterminou
a melhor estabilidade aerdbia.

Em outro estudo, Taylor e Kung Janior (2002) testamiveis de
aplicacéo dd.. buchneriem concentracdes na ordem dé 40L6 UFC ¢' de
forragem. Estes autores constataram que niveissiguasuperiores a 5x10
UFC ¢" foram eficientes no controle do desenvolvimentoleleduras e no
aumento da estabilidade aerobia, de silagens des giignidos de milho,
observando, no entanto, que houve aumento na doac&o de etanol.

3.3 Avaliacéo da diversidade bacteriana

Baseado nos resultados das andlises quimico-briogiats,
microbiolégicas e com os dados de estabilidade baerdoi possivel
correlacionar os resultados que apresentaram astedsticas desejaveis para
uma cepa de BAL, para ser utilizada como inoculafigesilagens inoculadas
com as cepas 11 e 73 apresentaram elevadas predie€deido acético e nelas
também foram observadas as menores contagens ddutas e fungos
filamentosos, evidenciando, assim, a atividaddlangfica deste acido, conforme
relatado por Moon (1983). Além disso, nos tratameioculados com as cepas

11 e 68, foram observadas as maiores contagensAde eBtambém alta
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producdo de &cido acético e, nos tratamentos iadesicom as cepas 11 e 73,
foram observadas as menores concentracfes debautidoo, refletindo, assim,
minima atividade clostridiana. Além disso, as @laginoculadas com as cepas
11, 68 e 73 apresentaram os melhores resultadesaag{posicao aerobia e, por
isso, foram escolhidas para serem avaliadas quap&irutura da comunidade
bacteriana, ao longo do processo de fermentagéo.

De acordo com o perfil da estrutura da comunidaaigebiana obtida
por meio da utilizacdo da técnica de PCR-DGGE, {sadebservar que o perfil
de amplicons no DGGE mostrou pequena variagdo tnatiea da comunidade
microbiana no decorrer do processo fermentativa patratamento inoculado
com a cepa 11. Entretanto, nos tratamentos inogslleoim as cepas 68 e 73 foi
possivel observar uma maior riqueza de amplicods ap dias de fermentacéo
(Figura 1). Foi notada similaridade entre algundigpde bandas nos tratamentos
avaliados e sua persisténcia durante todo o periddo fermentacéo,
representando, possivelmente, a populacdo baaed@amicrobiota epifitica na
forragem.

Li e Nishino (2011), analisando a comunidade batarem silagens de
milho, relataram que a inoculagdo canrhamnosusL. buchnerindo afetou a
microbiota epifitica da silagem, tendo sido obsgagapoucas diferencas ao

longo do processo fermentativo.
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Figura 1 Comunidade bacteriana nas silagens denmiticuladas com as cepas
11, 68 e 73, durante o processo de fermentagéo

Contudo, analisando-se o agrupamento hierarquicandglicons de
rDNA 16S de bactérias ao longo do processo ferrtientg@rigura 2), é possivel
observar que a comunidade bacteriana na forragesadr(T0) foi similar nos
trés tratamentos inoculados com as BAL. Apds 18 dm fermentacao (T10),
nota-se que os perfis de amplicons para os trataseavaliados também
apresentaram 100% de similaridade, embora umairdisacdo em relacdo ao
TO tenha sido observada. Com base nestes dadosssével relatar que a
presenca dos diferentes inoculantes ndo altercomarddade bacteriana apos
este periodo de fermentagdo. No entanto, essaerdjéess podem néo ter sido
observadas em fungéo da baixa populagdo de bactgiauma determinada

espécie, visto que a técnica de PCR-DGGE apresgntéimite minimo de

células para a deteccéo da populagdo microbiana.
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No decorrer do processo fermentativo, houve discdgdo entre as
silagens avaliadas, embora similaridades entreedisple amplicons tenham
sido observadas dentro de um mesmo tratamento, ilemerdes tempos de
fermentacado. O processo fermentativo apés 30 diagxerceu influéncia sobre
a populacédo bacteriana na silagem inoculada corapa 68 em funcdo da
similaridade encontrada entre os perfis de ampdicwms tempos T30 e T60. O
mesmo pode ser observado para o tratamento inacatad a cepa 73, em que
os perfis de bandas nos tempos T60 e T90 foram padas com
aproximadamente 75% de similaridade. No entanteseadois tratamentos nao
apresentaram muitas diferencas, pois foram agrgppdiximos, apresentando
60% de similaridade entre os perfis de amplicosspdgulacdes.

Ao final do processo fermentativo (90 dias), ndaveodiscriminacao
entre os perfis apresentados na silagem inoculaaaccepa 11 para os tempos
T60 e T90 de fermentacdo (100% de similaridadeglamdo que a populacéo
bacteriana permaneceu estavel. Uma grande divdesiflai observada nos
tratamentos inoculados com as cepas 68 e 73, &d=a® de fermentacdo. Por
esse motivo, estes tratamentos foram agrupadasd&okente dos demais, no
decorrer do processo fermentativo.

Assim, foi possivel concluir que a silagem inocaladm a cepa 11 foi
melhor adaptada a silagem de milho e ao processwif¢ativo, em virtude da
menor diversidade de bactérias encontradas nedmento. Além disso, €
possivel ressaltar a capacidade competitiva dep@mem relacao as demais.
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Figura 2 Agrupamento hierdquico de amplicons de ADS de bactérias de
silagens de milho inoculadas com as cepas 11, B8 ao longo do
processo fermentativo

TO — forragem fresca; T10 — silagem apdés 10 diafeeentacao; T30 —30 dias; T60 —

60 dias e T90 — 90 dias.
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4 CONCLUSAO

A inoculacéo de diferentes cepas de BAL alterododma similar as
caracteristicas bromatolégicas sem apresentarptamte, diferencas no valor
nutritivo das silagens de milho avaliadas ap6s dode de fermentacao.
Entretanto, é possivel ressaltar que as silagecsledas com as cepas 11, 68 e
73 apresentaram caracteristicas de producdo de bdliia que se
assemelharam aos resultados encontrados em cejgasfdrenentativas, com
elevadas produg¢fes dos acidos acético e laticau@mnas maiores perdas de
matéria seca foram observadas nestes tratamentos.

Os tratamentos inoculados com as cepas 11, 47,78feram os que
apresentaram os melhores resultados apés o tenmgp@dsicdo ao ar, indicando
menor atividade dos microrganismos de deterioram@bia presentes nas
silagens de milho.

Por meio da técnica de PCR-DGGE, foi possivel iflemt uma maior
diversidade bacteriana nas silagens inoculadasasooepas 68 e 73, ao longo
do processo fermentativo. Todavia, avaliando catnanto inoculado com a
cepa 11, notou-se que a BAL inoculada foi mais aditipa em funcdo da
menor diversidade encontrada neste tratamento.

Em funcdo do carater fermentativo e com as melb@alieancadas apos
a exposicdo aerdbia, a BAL inoculada no tratamdrdic® considerada fonte
promissora para ser utilizada como inoculante dagesis de milho. Estudos
posteriores para identificar e avaliar a eficiérdgsta cepa em silos de grande

escala sdo necessarios.
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APENDICE

Tabela 1A Identificagdo das cepas de BAL inoculadessilagens de milho

Identificacdo das cepas de BAL Codificacéo
6 UFLA SLM 06
8 UFLA SLM 08
11 UFLA SLM 11
47 UFLA SLM 47
51 UFLA SLM 51
52 UFLA SLM 52
68 UFLA SLM 68
70 UFLA SLM 70

73 UFLA SLM 73




