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RESUMO GERAL

O milho (Zea mays L.) é uma das forrageiras mais utilizadas na producdo de
silagem, porém apresenta suscetibilidade a deterioracdo aerdbia por microrganismos
indesejaveis, como os fungos. O presente estudo teve como objetivo quantificar e
identificar os fungos presentes na planta do milho e em silagens inoculadas com
Lactobacillus buchneri (CCMA 1366) ou Lactobacillus farraginis (CCMA 1362). Trés
tratamentos foram utilizados: I) Controle (CON): Silagem de milho sem inoculacéo; I1)
Silagem de milho inoculada com L. buchneri; 111) Silagem de milho inoculada com L.
farraginis. As silagens foram estocadas por 29, 103 e 193 dias e foram analisadas
quanto as populagdes microbianas fangicas, matéria seca, pH, atividade de agua (ay) e
produtos da fermentacgéo (etanol, 1,2-propanodiol e &cidos acético, propidnico, butirico).
Para analise dos dados a fun¢éo fat2.dic do pacote ExpDes.pt do programa estatistico R
foi utilizada. Dois contrastes foram testados para comparar: 1) CON vs. L. buchneri, I1)
CON vs. L. farraginis. Significancia foi declarada com P < 0,05. Graficos de analise
descritiva foram feitos para as contagens microbianas utilizando o pacote ggplot2 do
programa estatistico R. Todas as silagens apresentaram pH adequado, com valores mais
baixos na silagem controle. As silagens inoculadas apresentaram maior concentracdo de
acido acético e 1,2 - propanodiol comparadas ao controle, indicando o estabelecimento
efetivo das cepas. Cinco espécies de leveduras foram encontradas na planta fresca.
Candida glabrata foi isolada das silagens controle e inoculada com L. buchneri. Na
silagem inoculada com L. farraginis ndo houve crescimento de leveduras. Houve efeito
do tempo na contagem de fungos filamentosos, com as maiores contagens no tempo 103
dias onde a espécie A. fumigatus foi predominante. Espécies dos géneros Fusarium,
Phoma, Beauveria foram isoladas da planta fresca. O género Monascus e a espécie
Aspergillus flavus foram isolados nos tempos 29 e 103 dias, respectivamente. O
trabalho permitiu estudar a dindmica da populacdo fungica e da fermentacdo das
silagens inoculadas, o que contribui para criacdo de estratégias para aumentar a
estabilidade aerdbia, um grande desafio na silagem de milho.

Palavras-chave: Silagem. Milho. Fungos filamentosos. Micotoxina. Inoculante.



GENERAL ABSTRACT

Corn (Zea mays L.) is one of the most used forage for silage production, but it is
susceptible to aerobic deterioration by undesirable microorganisms, such as fungi. The
present study aimed to quantify and identify fungi present in corn plant and in silages
inoculated with Lactobacillus buchneri (CCMA 1366) or Lactobacillus farraginis
(CCMA 1362). Three treatments were used: 1) Control (CON): Corn silage without
inoculation; 11) Corn silage inoculated with L. buchneri; I11) Corn silage inoculated with
L. farraginis. The silages were stored for 29, 103 and 193 days and analyzed for fungal
microbial populations, dry matter, pH, water activity (a,) and fermentation products
(ethanol, 1,2-propanediol and acetic, propionic, butyric acids). For data analysis, the
fat2.dic function of the ExpDes.pt package of the statistical program R was used. Two
contrasts were tested to compare: 1) CON vs. L. buchneri, 1) CON vs. L. farraginis.
Significance was declared with P <0.05. Descriptive analysis charts were made for the
microbial counts using the ggplot2 package of the statistical program R. All silages
presented adequate pH, with lower values in the control silage. The inoculated silages
had a higher concentration of acetic acid and 1,2 - propanediol compared to the control,
indicating the effective establishment of the strains. Five yeast species were found in the
fresh plant. Candida glabrata was isolated from the control silage and silage inoculated
with L. buchneri. No growth of yeasts ocourred in the silages inoculated with L.
farraginis. The highest count of filamentous fungi was observed in time 103 days where
Aspergillus fumigatus was predominant. Species of the genus Fusarium, Phoma,
Beauveria were isolated from fresh forrage. The genus Monascus and the species
Aspergillus flavus were isolated from 29 and 103 days, respectively. This work showed
the dynamics of the fungal population and the fermentation of the inoculated silages,
which contributes to the creation of strategies to increase aerobic stability, a major
challenge in corn silage.

Keywords: Silage. Corn. Filamentous fungi. Mycotoxin. Inoculant.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

A ensilagem é a forma de conservacao da planta do milho, para que a mesma
possa ser utilizada ao longo do ano na alimentacao de ruminantes (HERRMANN et al.,
2015). O milho se destaca como a forrageira mais utilizada no mundo todo para
ensilagem, pois apresenta teores de carboidratos sollveis, poder tampédo e teores de
matéria seca (MS), que associados propiciam boa fermentacdo e alto conteddo
energético, com grande aceitabilidade pelos animais (ALLEN et al., 2003; KHAN et al.,
2015).

Apesar dessas caracteristicas, boas praticas de manejo do silo sdo essenciais para
garantir a qualidade da silagem, pois é um substrato que pode favorecer o
desenvolvimento de microrganismos indesejaveis tais como os fungos filamentosos
(FF) e leveduras (DRIEHUIS et al., 2018; OGUNADE et al. 2018). Na abertura do silo,
a exposicdo ao oxigénio favorece o crescimento de fungos e leveduras, e essas Gltimas
tem sido as principais responsaveis por iniciar o processo de deterioragdo aerobia
(MUCK et al., 2010; SIQUEIRA et al., 2005).

A contaminacdo da silagem com fungos filamentosos (FF) é preocupante, pois
além de provocarem a deterioracdo da mesma, muitas linhagens desses organismos sdo
capazes de produzir micotoxinas (OGUNADE et al. 2018). Fungos pertencentes aos
géneros Penicillium, Aspergillus e Fusarium sdo 0S mais preocupantes quanto a
producdo de micotoxinas, sendo capazes de produzir por exemplo, ocratoxina A (OTA),
aflatoxinas (AF) e zearalenona (ZEA) (CHAUHAN et al., 2016). A quantidade e o tipo
de micotoxina produzida € variavel, podendo sofrer influéncia da espécie de fungo,
disponibilidade de agua, temperatura, pH e nutrientes (MAGAN et al., 2011). Além
disso, praticas agricolas inadequadas de colheita, compactacdo, vedacao,
armazenamento e transporte podem influenciar no risco de contaminagdo por fungos

filamentosos e, consequentemente, na producdo de micotoxinas (MARIN et al., 2013).

Os efeitos da ingestdo de micotoxinas pelos animais sdo variaveis em fungdo do
tipo e concentracdo da micotoxina, podendo haver, entre outros, reducdo do valor
nutricional, reducéo na palatabilidade, da fertilidade e maior suscetibilidade as doencas
(CHELI et al. 2013). As micotoxinas ingeridas pelos animais podem sofrer

biotransformacéo e contaminar os produtos alimentares de origem animal, como leite e
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carne, afetando também a salde humana (OGUNADE et al., 2018). Em funcdo dessa
preocupacdo, vem crescendo o numero de trabalhos conduzidos e publicados em
relacdo a esse tema (CARVALHO et al., 2016; DRIEHUIS et al., 2008; DRIEHUIS,
2011; GARON et al., 2006; PEREYRA et al., 2008; SCHMIDT et al., 2015).

Ainda ndo estd bem elucidado se o processo fermentativo caracteristico da
ensilagem promove alguma modificagdo nas micotoxinas presentes. Alguns trabalhos
(JI et al., 2016; PATRIARCA & PINTO, 2017; SHETTY & JESPERSEN, 2006;
VERHEECKE et al., 2016) relatam a capacidade de biotransformacédo de determinadas
micotoxinas por microrganismos, inclusive bactérias do &cido latico, presentes nas
silagens. No entanto, outros autores nao verificaram alteraces em silagens inoculadas e
ndo inoculadas com fungos produtores das toxinas fumonisina, deoxinivanelol e
zearalenona (UEGAKI et al. 2013). Com relacdo a origem, Uegaki et al. (2013),
acreditam que as micotoxinas presentes em silagens de milho sdo produzidas quase que

exclusivamente na pré-colheita e ndo durante a ensilagem.

Inoculantes microbianos podem ser utilizados na ensilagem do milho, sendo o
controle da deterioracdo aerdbia, a principal justificativa desta pratica, devido a
propensdo dessas silagens a deterioracdo. Inoculantes selecionados com esse proposito
podem ser mais efetivos e quando corretamente empregados podem contribuir para
diminuir as perdas e potencializar a preservacdo da qualidade nutricional, aumentar a
estabilidade aerdbia da silagem e beneficiar o desempenho animal (MUCK et al., 2018;
SIQUEIRA, 2013).

De uma forma geral, a contaminacgdo de culturas por FF e a potencial producéo
de micotoxinas é responsavel por sérios riscos a saude animal e humana, podendo
inclusive representar uma barreira econdmica para paises que exportam tais produtos. A
melhor forma de evitar a producéo de micotoxinas é evitando o crescimento dos fungos
que as produzem. Muitas espécies de fungos presentes na forragem fresca e na silagem
ja sdo conhecidos. No entanto, sdo ainda raros os dados sobre a sobrevivéncia desses
fungos aos processos fermentativos de silagens produzidas em clima tropical, assim
como a ocorréncia efou alteracdo durante esses processos das micotoxinas
possivelmente presentes. Dessa forma, estudar a diversidade de FF na silagem de milho
é fundamental para conhecer a origem da contaminacgéo e para desenvolver estratégias

de prevencao e controle de crescimento fungico.
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2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1 — Silagem de milho e crescimento fangico

O milho (Zea mays L.) se destaca entre as forrageiras utilizadas para a producéo
de silagem, pois quando colhido com matéria seca (MS) adequada (30-35%) apresenta
baixa capacidade tampdo, concentracdo adequada de carboidratos soltveis (CS) para
fermentacgdo e alto contelido energético (ALLEN et al., 2003; NUSSIO et al., 2001).
Além disso, apresenta grande aceitabilidade pelos animais e possibilidade e facilidade
em mecanizar o processo de ensilagem (EVANGELISTA & LIMA, 2000; KHAN et al.,
2015).

Um grande desafio na producéo da silagem de milho é sua suscetibilidade a
deterioracdo aerdbia por microrganismos indesejaveis. Por serem capazes de crescer em
pH &cido, as leveduras ddo inicio a esse processo de deterioracdo no estagio de abertura
do silo, onde a entrada de oxigénio favorece ainda mais sua proliferacio (MUCK,
2010). A degradacdo de acido latico em CO, e H,O por essas leveduras ocasiona um
aumento do pH da massa ensilada, o que por sua vez possibilita o crescimento de outros
microrganismos deteriorantes, como fungos filamentosos e bactérias aerdbias (Bacillus
sp. e Listeria sp.) (MUCK, 2010). Assim como as leveduras, algumas bactérias do acido
acetico, pertencentes principalmente ao género Acetobacter, também podem ser
iniciadoras da deterioracdo, pois toleram baixo pH e sdo capazes de utilizar alcool para
crescer (MUCK, 2010; PAHLOW et al., 2003).

Os fungos filamentosos também tem papel significativo na deterioracdo aerobia
da silagem. Eles estdo amplamente distribuidos na natureza e sdo capazes de contaminar
culturas agricolas como o milho, pois esse € um alimento cuja composicdo de
carboidratos, lipideos e proteinas servem como substrato adequado para 0 seu
desenvolvimento (GUIMARAES et al., 2010; GRANADA et al., 2003). Eles s&o
decompositores ativos de matéria orgénica podendo quebrar acucares e acido latico
disponiveis, além de possuirem sistema enzimatico especializado que lhes permitem
degradar a celulose presente na parede celular vegetal (DEACON, 2006). Dessa forma,
tanto a forragem quanto a silagem de milho oferecem condigdes nutricionais adequadas

que permitem e favorecem o crescimento de fungos filamentosos.
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Assim, a contaminacdo fungica da silagem pode ocorrer em fungdo das culturas
forrageiras possuirem uma microbiota epifitica diversificada que inclui fungos
patogénicos, comensais ou saprofitas associados ao desenvolvimento da planta
(O’BRIEN et al., 2008). Esses microrganismos epifiticos podem produzir esporos,
estruturas resistentes a condigdes de estresse (DEACON, 2006) e assim sobreviver nas
condigdes &cidas e de anaerobiose durante o periodo de ensilagem, retomando seu
crescimento vegetativo na abertura do silo.

Além disso, a contaminagdo também pode ocorrer durante o processamento da
forrageira para ensilagem por fungos provenientes do ar e do solo (O’BRIEN et al.,
2008). Fungos dos géneros Fusarium, Alternaria, as espécies Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus sao comumente encontrados na planta fresca, enquanto que as
condicdes apos a ensilagem favorecem outros fungos como Penicillium rogueforti,
Penicillium paneum, Aspergillus fumigatus, Monascus ruber, que se desenvolvem
principalmente em silagens mal gerenciadas (DRIEHUIS et al., 2018).

O crescimento de fungos em silagens esta associado a perdas de MS e reducao
na qualidade nutricional da silagem, por exemplo, a diminui¢cdo do contetdo de amido
(BORREANI et al., 2018). Em geral, o crescimento ocorre principalmente em partes
mais periféricas do silo e durante o desabastecimento, pois como em sua maioria 0s
fungos sdo organismos aerdébios obrigatorios, seu desenvolvimento ocorre em areas
oxigenadas (DUNIERE et al., 2013; SPADARO et al., 2015).

A vista disso, é possivel haver variacio entre as silagens do centro e das partes
periféricas do silo, como observado no trabalho de Oliveira et al. (2017), que avaliaram
amostras de silagem de milho, do centro e do topo do silo, oriundas de 32 fazendas
leiteiras. Os autores verificaram que as silagens do topo do silo (344 g kg™ de MS, 291
g kg? MS de amido, 58,3 g kg MS de 4cido latico) apresentaram reduzido valor
nutritivo comparadas as silagens do centro do silo (351 g kg™ de MS, 308 g kg™ MS de
amido 70,4 g kg™ MS de écido latico), devido ao maior desenvolvimento de leveduras e
fungos filamentosos e maior deterioracdo aerdbia. Na revisdo de Borreani et al. (2018)
0s autores, sumarizando varios trabalhos, verificaram que ha um aumento significativo
na perda de MS relativo ao aumento na contagem de fungos filamentosos em silagens.
Ainda de acordo com os autores, mudancas na qualidade da silagem, como reducédo no
conteldo de amido, puderam ser observadas em silagens que apresentavam contagens

acima de 5 log UFC /g.
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Além disso, durante seu metabolismo os fungos produzem compostos organicos
volateis, tais como cetonas, ésteres e alcoois que sdo responsaveis pelo cheiro de bolor
caracteristico de silagens mofadas (GREMMELS et al., 2008). A presenca de mofos na
silagem prejudica a palatabilidade da mesma e como consequéncia a ingestéo é reduzida
comprometendo o desempenho animal, além de causarem irritagdes nos olhos e no
sistema respiratério humano (MUCK et al., 2018; O’BRIEN et al., 2005).

Alguns fatores como compactacdo inadequada na hora da ensilagem, ma
vedacdo do silo, culturas com alto teor de MS e baixas taxas de fermentacdo favorecem
0 desenvolvimento de fungos filamentosos na silagem (PAHLOW et al., 2003). Em
regides de clima tropical a deterioragéo pode ser ainda mais intensificada, pois o clima
quente e Umido cria condi¢bes Otimas para o crescimento desses microrganismos
indesejaveis (BERNARDES et al., 2018). Entretanto, os fungos ndo apresentam bom
desenvolvimento em pH &cido e em condi¢des de anaerobiose (McDONALD et al.,
1991), sendo assim, uma silagem produzida em condic¢des adequadas que possibilite um
rapido abaixamento do pH e estabelecimento das condi¢Ges anoxicas é fundamental
para reduzir as chances de contaminacao.

Além das leveduras e fungos filamentosos ja mencionados, outros
microrganismos também podem contribuir para a deterioracdo da silagem de milho. O
género Clostridium possui algumas bactérias que, além de serem patogénicas, também
sdo responsaveis pela deterioracdo anaerdbica, através do consumo do &cido latico
(DUNIERE et al., 2013). As enterobactérias sdo outro grupo de microrganismos
associados a deterioracdo anaerébia. Elas sdo competidoras com as BAL pelos agucares,
porém a fermentacdo que realizam ndo é desejavel e também podem produzir
compostos toxicos, como aminas biogénicas (OUDE ELFERINK, 2000).

Apds mudanca no pH e temperatura ocasionada por contaminacdes anteriores na
fase de exposicéo aerdbia, espécies do género Listeria e Bacillus podem se desenvolver
na silagem e contribuir para deterioracdo. Esses géneros também possuem espécies
patogénicas como a espécie L. monocytogenes responsavel por causar listeriose, uma
doenga com alta taxa de mortalidade e de origem alimentar para ruminantes sendo a
silagem a principal fonte de alimentagdo desses animais (DRIEHUIS et al., 2018;
QUEIROZ et al., 2018).
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2.2 — Micotoxinas em silagem de milho

Além da deterioragdo que ocasiona perdas no contetdo energético e nutritivo, a
contaminacdo por fungos na silagem também pode significar risco a satde animal e
humana, ou pela presenca do microrganismo em si ou pela producdo de metabdlitos
toxicos, como as micotoxinas (DRIEHIUS et al., 2018). As micotoxinas sao compostos
naturais de baixo peso molecular produzidos no metabolismo secundario de fungos
filamentosos, que podem causar morte ou doengas aos seres humanos e outros animais
(BENETT & KLICK, 2003). Os metabolitos secundarios sao compostos nao essenciais
a sobrevivéncia e crescimento dos microrganismos, ao contrario dos produtos do
metabolismo priméario que sdo necessarios ao crescimento e reprodugdo (BRAKHAGE
& SCHROEKHE, 2010).

Diferentes espécies de fungos podem produzir diferentes variedades e
quantidades de metabdlitos em funcdo das condicdes de cultivo que podem diferir em
relacdo a disponibilidade de agua, nutrientes, pH e temperatura (MAGAN et al, 2011).
Os principais géneros envolvidos na producdo de micotoxinas sdo Fusarium,
Aspergillus e Penicillium (BENETT & KLICK, 2003). As espécies desses géneros sdo
responsaveis pela producdo das principais micotoxinas alimentares de relevancia na
salde publica, por exemplo, as aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxina A e tricotecenos
(WU et al., 2014).

Ainda se discute muito a razéo pela qual os fungos produzem micotoxinas, assim
como em quais condicdes. Na revisdo de Ogunade et al. (2018) os autores discutem
alguns fatores que predispde a silagem a contaminacdo fungica e producdo de
micotoxinas, podendo ser eles 0 pH, a temperatura, a atividade de agua (ay), a atividade
de insetos ou estresse oxidativo. J& se sabe também que a sintese desses metabdlitos
secundarios envolve enzimas Unicas ao processo e nao relacionadas ao metabolismo
priméario, além de ser uma via biossintética com grande despéndio energético ao
organismo e que pode ser regulada por fatores ambientais (MAGAN & ALDRED,
2007).

Dentre as possiveis fungbes das micotoxinas, discute-se que elas possam ser
produtos de detoxificagdo ou compostos produzidos em condi¢bes desfavoraveis ao
crescimento (MAGAN & ALDRED, 2007). O ambiente acido e anaerdbico nos silos
durante a fermentacdo pode se tornar um agente estressante para fungos filamentosos

possivelmente presentes. Carvalho et al. (2016) observaram uma correlacdo entre a
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concentracdo de ocratoxina e o pH em silagens de milho. Nesse trabalho, silagens com
menores valores de pH estavam mais associadas a presenca dessa micotoxina. Alguns
autores discutem que a vantagem mais provavel da producdo de micotoxinas pelos
fungos seria a capacidade de competir e sobreviver em seus ambientes onde estdo
expostos a condigdes adversas e varios competidores (FOX & HOWLETT, 2008).
Assim, apesar de haver grande discussdo a respeito de qual é o papel das
micotoxinas e em quais situacGes elas sdo sintetizadas ha muitos fatores a serem
considerados. A producdo de micotoxina deve ser avaliada em cada contexto de acordo
com a linhagem do fungo toxigénico e considerando presenca ou auséncia de estresse

ambiental, nutricional, interagcdes/competicdo e as condic¢des naturais ou laboratoriais.

Nas culturas agricolas a producdo de micotoxinas pode ocorrer em Varios
momentos como antes da colheita, durante a colheita e secagem e também no
armazenamento. Assim, o risco de contaminacédo e producdo de micotoxinas pode sofrer
influéncia das praticas agricolas da colheita até o armazenamento e transporte, pois se
essas ndo forem adequadas, podem promover o crescimento de fungos e assim aumentar

0 risco de producéo e contaminacdo com micotoxinas (MARIN et al., 2013).

Em relagdo aos fungos produtores de micotoxinas, nas forrageiras previamente a
ensilagem, as principais espécies encontradas pertencem aos géneros Fusarium,
Alternaria e Aspergillus. Ja durante o processo de ensilagem predominam os fungos
Penicillium roqueforti, Aspergillus fumigatus, P. paneum, Zygomycetes fumigatus e
Byssochlamys nivea (CHELI et al., 2013; STORM et al.,, 2014). As principais
micotoxinas relacionadas com a presenca de Fusarium nas silagens sao os tricotecenos,
o deoxinivalenol, fumonisinas e zearalenona, enquanto que micotoxinas associadas com
contaminagdo pelo género Aspergillus sdo principalmente as aflatoxinas e ocratoxinas
(OGUNADE et al., 2018). J& para contaminacGes com o género Penicillium as
micotoxinas mais encontradas nas silagens sdo a ocratoxina, o acido micofendlico e
roquefortinas e citrinina (GALLO et al., 2015).

A presenca de fungos filamentosos deteriorantes produtores de micotoxinas, por
si s6, ndo indica que houve producio de micotoxina (RODRIGUEZ et al., 2015). A
producdo de micotoxinas e a ativacdo dos genes envolvidos nessa biossintesse
respondem a estimulos ambientais e/ou condi¢es de estresse (FOX & HOWLETT,
2008; MUCK, 2010; REVERBERI et al., 2010). Dessa forma, silagens mofadas nao
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necessariamente estardo contaminadas com toxinas, pois comumente as condic¢oes
ideais (temperatura, pH, atividade de agua 6timos) que permitem o crescimento flngico
podem ser diferentes das condi¢cdes nas quais ocorre producdo de micotoxinas (CHELI
etal., 2013).

Outra possibilidade é que as micotoxinas permanecam presentes mesmo apos a
morte do fungo, ou seja, sem a presenca de contaminacdo ou deterioragdo visivel
(CARVALHO et al., 2016). Isso pode ocorrer em funcdo de alguns desses compostos
serem estaveis e resistirem a certas praticas de processamento dos alimentos (ANFOSSI
et al., 2016). Assim, enquanto os fungos sdo eliminados durante essas praticas, as
toxinas permanecem presentes, muitas vezes ndo alterando a aparéncia do alimento, ndo
sendo assim, detectaveis sem o0 uso de métodos e técnicas especiais (BENETT &
KLICK, 2003).

Alteragfes nas micotoxinas presentes em silagem de milho, assim como na sua
ocorréncia, em funcdo dos processos fermentativos que ocorrem durante a ensilagem
sdo pouco relatadas e esclarecidas. Entretanto, no trabalho de Aiko et al. (2016) testou-
se a capacidade dos acidos organicos latico, acético e citrico em degradar a micotoxina
aflatoxina B;. De acordo com os resultados o acido latico foi o mais eficiente na
degradacdo da AFB; em AFBy,, que por vez apresenta reduzida toxicidade. Além disso,
muitos trabalhos (JI et al., 2016; MA et al., 2017; PATRIARCA & PINTO, 2017
SHETTY & JESPERSEN, 2006;VERHEECKE et al., 2016) descrevem a capacidade de
degradacdo biolGgica de certas micotoxinas por microrganismos, inclusive BAL que
estdo presentes na ensilagem. No trabalho de Khanafari et al. (2007) a cepa
Lactobacillus plantarum PTCC 1058 apresentou eficiéncia de 77% na degradacdo de
AFB; apés 7 dias a 37°C, em amostras de milho artificialmente contaminadas com 0,24
mg/kg de AFB;. Dessa forma, alteragcbes nas micotoxinas durante a ensilagem sdo
possiveis de ocorrer, uma vez que as BAL fazem parte desse processo e o &cido latico é

um dos principais acidos produzidos e utilizados na conservagdo da forragem.

Atualmente j& se sabe das propriedades carcinogénicas, teratogénicas,
mutagénicas e imunossupressoras das micotoxinas (WU et al., 2014; SOUZA et al.,
2017). Nesse sentido, muitos estudos sdo realizados para detectar presenca de fungos
em silagens e a ocorréncia de micotoxinas, de forma a contribuir para o esclarecimento

dos impactos econémicos e sobre a saude animal e humana dessa problematica.
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No trabalho de Pereyra e colaboradores (2008) mais de 90% das amostras de
silagens de milho testadas, produzidas na Argentina, apresentaram contaminagdo
fangica, onde as espécies Aspergillus flavus e Fusarium verticillioides foram as
espécies prevalentes. Os autores puderam verificar ainda a contaminacdo de algumas
das amostras com as micotoxinas aflotoxina B;, zearalenona, deoxinivalenol e
fumonisina B;. A espécie P. roqueforti é resistente a ambientes &cidos, com baixas
temperaturas e com baixas concentrac6es de oxigénio sendo frequentemente encontrada
em silagens de milho bem preservadas e as micotoxinas que produz, roquefortina C e
acido micofendlico, ja foram detectadas em amostras de silagem (DRIEHUIS et al.,
2008). No trabalho de Driehuis et al. (2008) as micotoxinas mais prevalentes
encontradas foram deoxinivalenol, zearalenona, acido micofendlico e roquefortina C,
com destaque para as duas Ultimas, cujas concentracGes foram extremamente altas em

amostras de silagem de milho de areas mofadas, até 45 e 25 mg. kg™, respectivamente.

Alguns estudos realizados com silagens de milho produzidas em regides
tropicais puderam verificar que, as micotoxinas zearalenona, deoxinivalenol,
fumonisinas e roquefortina C foram as mais encontradas (GARON et al., 2006;
DRIEHUIS, 2011). O estudo de Carvalho et al. (2016), também com silagens de milho
de clima tropical, identificou aflatoxinas, ocratoxina e zearalenona como as mais
frequentes, sendo a espécie de fungo A. fumigatus detectada em todas silagens que
apresentavam mofos. Em um trabalho com silagens de milho provenientes de cinco
diferentes regies do Brasil, em mais de 91% das amostras foram encontradas
micotoxinas, sendo a micotoxina zearalenona a mais prevalente (SCHMIDT et al.,
2015).

Apesar dos problemas relacionados as micotoxinas ainda ndo ha no Brasil uma
legislacdo estabelecendo os limites maximos de ocorréncia das mesmas em silagens. A
Comissdo das Comunidades Européias, por sua vez, ja estabeleceram uma
recomendac&o de limites de certas micotoxinas em produtos com destino a alimentagdo
de animais, com base em 12% de matéria seca, tais como 5 mg/kg de deoxinivalenol,
0,5 mg/kg de zearalenona e 50 mg/kg de fumonisinas B1 mais B2. Os limites sdo
estabelecidos em funcdo do tipo de alimentagdo, idade animal e tipo de produto final

com destino ao consumo humano (European Commission, 2006).
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Dessa forma, a presenga de micotoxinas na silagem implica em duas principais
problemaéticas, o risco que oferecem a saude animal e as consequentes perdas na
producdo e ao perigo que representam a seguranca de produtos alimenticios de origem
animal (DRIEHIUS et al., 2018).

2.3 — Efeito da ingestdo de micotoxinas pelos animais

O estudo do efeito da ingestdo de micotoxinas pelos animais exige complexos
planejamentos de experimentos com animais e sofre influéncia de fatores relacionados a
micotoxina em si, ao animal e a fatores ambientais (GALLO et al., 2015). A presenca de
micotoxinas na silagem pode estar associada a reducdo do valor nutricional, reducéo na
palatabilidade e consequente diminuicdo no consumo, diminuicdo da producdo, da
fertilidade e maior suscetibilidade as doencas (CHELI et al. 2013). De acordo com a
extensa revisdo realizada por Gallo et al. (2015) dentre os efeitos ja relatados em
estudos in vivo, a ingestdo de micotoxinas por ruminantes pode ocasionar reducdo na
motilidade do ramen, inibicdo de crescimento, reducdo da eficiéncia reprodutiva,
reducdo da producdo de leite, lesdo hepéatica, imunosupressdo, dificuldade de
locomogéo, entre outros.

Os ruminantes sdo mais resistentes as micotoxinas quando comparados a
animais monogastricos em funcdo de possuirem uma microbiota ruminal com certa
capacidade de detoxificacdo podendo degradar e inativar algumas micotoxinas
(WAMBACQ et al., 2016). Por exemplo, as ocratoxinas sao transformadas em
ocratoxina-alfa e esse processo é denominado detoxificacdo e é realizado pela
microbiota do ramen, entretanto, esse processo pode sofrer variagdes em funcdo de
mudancas na dieta animal ou devido a doencas metabdlicas, como a acidose ruminal
(GREMMELS, 2008). Por outro lado outras micotoxinas, tais como as fumosinas e
deoxinivalenol, podem n&o sofrer nenhum tipo de degradacdo ao passarem pelo ramen,
ou entdo, em um cenario pior, 0 metabolismo de algumas micotoxinas as transformam
em compostos mais toxicos, como no caso das aflatoxinas convertidas em aflatoxicol
(DANICKE et al., 2005). As aflatoxinas sdo metabolizadas pelos ruminantes no figado
e excretadas na bile e a exposicdo prolongada a esses compostos pode gerar reducdo da
taxa de crescimento, recusa alimentar, reducdo na producdo de leite e, consequente,
reducdo no desempenho animal (PEREYRA et al., 2008).
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A deteccdo e identificagdo das micotoxinas em silagens de milho se faz
necessaria, pois além de causar prejuizos a satde animal, também representam um risco
a cadeia produtiva de alimentos. Como ja relatado, as micotoxinas podem entrar nessa
cadeia através do crescimento de FF e producdo de micotoxinas nos alimentos
destinados aos animais, podendo entdo ser metabolicamente acumuladas em 6rgéos e
tecidos e serem ingeridas atraves do consumo de carne, leite e ovos (MARIN et al.,
2013). De acordo com Pereyra et al. (2008) a aflatoxina B1 quando consumida em altas
quantidades é convertida em AFM; e esse metabolito pode ser encontrado no leite em
até 12 horas. Quando ingerida pelo animal, a ocratoxina A pode se acumular no
muasculo e assim causar efeitos adversos em humanos que consomem a carne
(OGUNADE et al., 2018).

De acordo com Cardo et al. (2014) trés abordagens podem ser utilizadas para
reduzir e evitar os efeitos da contaminacdo por micotoxinas. A primeira € a prevengao
da contaminacdo fungica do produto (tratamento quimico de acidificacdo e
amonizacdo), segundo a detoxificacdo do alimento através da inativacdo das
micotoxinas (tratamento térmico, irradiacdo ultravioleta e gama) de forma a preservar o
valor nutritivo e a palatabilidade do alimento e terceiro impedir a absorgcdo desses
compostos no trato gastrointestinal dos animais. Essa Ultima abordagem é amplamente
utilizada na nutricdo animal e se da através de método fisico de detoxificacdo com o uso
de adsorventes minerais, organicos ou sintéticos, que sdo capazes de se ligar nas
micotoxinas, formando um complexo adsorvente-micotoxina, que é entdo eliminado nas
fezes do animal (DI GREGORIO et al., 2014).

2.4 — Bactérias do Acido Latico e Inoculantes microbianos

Com o objetivo de reduzir os prejuizos associados aos microrganismos
indesejaveis, melhorar ndo s6 a estabilidade aerdbia, mas tambem o processo
fermentativo e reduzir as perdas associadas, 0 uso de inoculantes microbianos vém se

tornando uma pratica comum.

As bactérias do &cido latico, presentes naturalmente na planta do milho, sdo o
principal grupo de microrganismos responsaveis pela fermentacdo espontanea e
conservacgdo da forragem durante a ensilagem. Em cultivares de milho as espécies de

BAL comumente encontradas sdo pertencentes aos géneros Lactobacillus,
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Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus, Lactococcus e Leuconostoc (PAHLOW et
al., 2003). Entretanto, elas também sdo utilizadas como aditivos microbianos para
melhorar a fementacdo, a estabilidade aerdbia e reduzir as perdas de nutrientes e de
matéria seca, sendo a eficiéncia das mesmas influenciada pela compatibilidade entre a

forrageira e o microrganismo selecionado (ASSIS et al., 2014).

A selecdo de microrganismos para serem empregados como inoculantes para
ensilagem de milho, deve avaliar caracteristicas desejaveis como capacidade de inibir
microrganismos aerébios deterioradores e patogénicos, realizar preferencialmente via
heterofermentativa, tolerancia a acidez, entre outros (MUCK et al., 2018; SIQUEIRA,
2013; ZOPOLLATTO et al., 2009). Assim, a obtencdo de microrganismos com tais
caracteristicas garante a eficiéncia do inoculante que, quando corretamente empregado,
pode reduzir perdas de MS e potencializar a preservacdo da qualidade nutricional,
aumentar a estabilidade aerobia da silagem e por consequéncia beneficiar o desempenho
animal (SIQUEIRA, 2013).

Embora a planta do milho tenha alta ensilabilidade, o uso de inoculantes é
benéfico principalmente quando o gerenciamento do processo ndo é realizado
adequadamente, como quando a colheita do milho é realizada com concentracdo de MS
inadequada ou quando a compactacdo, vedacdo e desabastecimento sdo inadequados
(GALLO etal., 2018).

As Dbactérias do acido latico homofermentativas ou heterofermentativas séo
aplicadas isoladamente ou em conjunto dependendo da forrageira a ser ensilada e do
que se deseja melhorar no processo de ensilagem. As primeiras sdo as mais comuns e ha
mais tempo empregadas como inoculantes e sdo capazes de metabolizar a glicose quase
exclusivamente em &cido latico (cerca de 87% dos metabdlitos produzidos) (MUCK et
al., 2018; SANTOS et al.,, 2013). As bactérias heterofermentativas sdo desejaveis,
principalmente em silagem de milho que apresenta propensdo a deterioracdo, pois
contribuem para a estabilidade aerobia, uma vez que dentre os produtos formados no
seu metabolismo estd o acido acético que apresenta efeito antimicrobiano, podendo

inibir fungos filamentosos e leveduras indesejaveis (MUCK et al., 2018).

Parametros como teor de MS, pH, carboidratos sollveis, acidos organicos,
estabilidade aerdbia, entre outros sdo utilizados para avaliar o efeito dos inoculantes

microbianos sobre a a silagem. Tais parametros podem diferir em fungéo da aplicacao
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de BALs homofermentativas ou heterofermentativas. Blajman et al. (2018) realizaram
uma meta-analise de 276 estudos e concluiram que o tipo de BAL (homo ou
heterofermtentativa) administrada foi o fator mais significante sobre a qualidade da
silagem. Com os trabalhos analisados confirmou-se a caracteristica das BAL
heterofermentativas em produzir silagens com pH mais elevado e menor recuperacéo de
MS quando comparadas com homofermentativas. Isso porque a cada mol de glicose
fermentada pela via heterofermentativa 1 mol de CO, é produzido, enquanto que na
homofermentacéo apenas o lactato é produzido (BORREANI et al., 2018). Entretanto, a
estabilidade aerdbia é aumentada pelas BAL heterofermentativas e nenhum efeito foi
observado para esse paramentro para a adicdo de BAL homofermentativas. J& em outra
recente  meta-andlise que analisou 130 experimentos empregando BAL
homofermentativas ou heterofermentativas facultativas ndo foi observado efeito da
inoculagdo no pH, na MS e na recuperacao de MS nas silagens de milho e sorgo, porém
em outras culturas como gramineas e alfalfa houve efeito (OLIVEIRA, et al., 2017).
Nesse trabalho, o tipo de forragem foi o fator mais significativo na qualidade das

silagens em resposta a inoculacao.

As diferencas metabdlicas entre BAL homo e heterofermentativas resultam em
diferentes perfis fermentativos da silagem que sdo comumente avaliados através das
concentragfes obtidas dos &cidos latico, acético, propidnico, butirico e do 1,2 —
propanodiol e etanol. A producdo de acido acético por bactérias heterofermentativas
obrigatdrias tem sido o principal fator para explicar como essas bactérias promovem o
aumento da estabilidade aerobia. Isso porque o &cido acético é um é&cido fraco e
encontra-se ndo dissociado no pH da silagem, o que lhe confere propriedades
antinfangicas (MUCK et al., 2003; MUCK, 2010). Todavia, Muck et al. (2018) relatam
a possibilidade de existir outros modos de a¢do, uma vez que ja verificou-se a producédo
de compostos antifingicos diferentes em silagens inoculadas com BAL, como por

exemplo, &cido benzoico e acido salicilico.

Uma quantidade significativa de outros metabdlitos sdo também produzidos,
reforcando que ha diferenca na maneira como inoculantes homo e heterofermentativos
conduzem o processo fermentativo, o que pode ser verificado através de estudos
metabolémicos, como o trabalho realizado por Xu et al. (2019). Os autores encontraram
além dos acidos organicos, compostos com propriedades antioxidantes e

antimicrobianas, compostos aromatizantes e aminoacidos que por sua vez podem
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contribuir para uma melhor compreensédo sobre o perfil fermentativo, nutricional e

funcional da silagem.

Devido as perdas de MS associadas a fermentacdo heterolatica serem
compensadas pela melhoria significativa da estabilidade aerdbia as pesquisas atuais tem
tido grande foco no estudo e selecdo de outras espécies de BAL heterofermentativas
obrigatdrias, além de L. buchneri, por exemplo, L. hilgardii, L. kefiri, L. brevis (MUCK
et al., 2018). Isso porque L. buchneri se torna dominante em fermentagdes prolongadas
e realiza converséo metabdlica de 4cido latico a acido acético de forma lenta, tornando
assim necessario a investigacdo de novas espécies capazes de produzir melhorias mais

rapidas na estabilidade aerdbia.
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RESUMO

Um grande desafio na producdo de silagem de milho é evitar a deterioracdo aerobia,
principalmente por fungos filamentosos e leveduras. O objetivo do estudo foi avaliar o
efeito das cepas epifiticas Lactobacillus buchneri (CCMA 1366) e Lactobacillus
farraginis (CCMA 1362) na composi¢do quimica e microbiana flngica de silagens de
milho e em amostras dessas silagens apds 24 horas de exposicdo aerObica. Trés
tratamentos foram utilizados: 1) Controle: Silagem de milho sem inoculacdo; II)
Silagem de milho inoculada com L. buchneri; 111) Silagem de milho inoculada com L.
farraginis. As silagens foram estocadas por 29, 103 e 193 dias e foram analisadas
quanto as populacOes e espécies de leveduras e fungos filamentosos, MS, pH, atividade
de &gua (aw) e produtos da fermentacdo. Para andlise dos dados a funcdo fat2.dic do
pacote ExpDes.pt do programa estatistico R foi utilizada. Dois contrastes foram testados
comparando: I) CON vs. L. buchneri, 1I) CON vs. L. farraginis. Significancia foi
declarada com P < 0,05. Gréficos de analise descritiva foram feitos para as contagens
microbianas utilizando o pacote ggplot2 do programa estatistico R. Todas as silagens
apresentaram pH adequado. As silagens inoculadas apresentaram maior concentracdo de
acido acético e 1,2 - propanodiol comparadas ao controle. Cinco espécies de leveduras
foram encontradas na forragem. Candida glabrata foi isolada das silagens controle e L.
buchneri. Nenhuma levedura foi isolada da silagem inoculada com L. farraginis. Houve
predominancia da espécie A. fumigatus no tempo 103 dias. Espécies dos géneros
Fusarium, Phoma, e Beauveria foram isoladas da planta fresca. Monascus e a espécie
Aspergillus flavus foram isolados nos tempos 29 e 103 dias, respectivamente. A
inoculacdo das cepas avaliadas modificou positivamente a composi¢do quimica e
microbiana fangica das silagens.

Palavras-chave: Milho. Inoculante. Fungos filamentosos. Leveduras. Exposicao

aerébia.
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ABSTRACT

A major challenge when producing corn silage is to avoid aerobic deterioration, mainly
by filamentous fungi and yeasts. The objective of the study was to evaluate the effect of
the epiphytic strains Lactobacillus buchneri (CCMA 1366) and Lactobacillus farraginis
(CCMA 1362) in the chemical and fungal composition of whole plant corn silages and
in samples of these silages after 24 hours of aerobic exposure. Three treatments were
used: 1) Control (CON): Corn silage without inoculation; I1) Corn silage inoculated with
L. buchneri; I11) Corn silage inoculated with L. farraginis. The silages were stored for
29, 103 and 193 days and analyzed for fungal microbial populations, DM, pH, water
activity (aw) and fermentation products. For data analysis, the fat2.dic function of the
ExpDes.pt package of the statistical program R was used. Two contrasts were tested
comparing: 1) CON vs. L. buchneri, II) CON vs. L. farraginis. Significance was
declared with P <0.05. Descriptive analysis charts were made for the microbial counts
using the ggplot2 package of the statistical program R. All silages presented adequate
pH. The inoculated silages had a higher concentration of acetic acid and 1,2 -
propanediol compared to the control. Five yeast species were found in the fresh plant.
Candida glabrata was isolated from the control and L. buchneri silages. No growth of
yeasts was observed in the L. farraginis silage. The highest count of filamentous fungi
was observed in time 103 days where Aspergillus fumigatus was predominant. Species
of the genus Fusarium, Phoma and Beauveria were isolated from the fresh plant.
Monascus and the species Aspergillus flavus were also isolated from the 29 and 103
days, respectively. Inoculation of the evaluated strains modified positively the chemical
and fungal composition of the silages.

Key words: Corn. Inoculant. Filamentous fungi. Yeasts. Aerobic exposure.
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1. INTRODUCAO

Um desafio na producdo de silagem de milho esta relacionado a sua
suscetibilidade a deterioragdo aerObia. Esse processo € iniciado por microrganismos
indesejaveis como leveduras e fungos filamentosos e pode ser ainda mais intensificado
em regides de clima tropical, onde o clima quente e umido propicia condi¢des ideais
para o crescimento dos mesmos (BERNARDES et al., 2018; DRIEHUIS et al., 2018).

O crescimento fdngico resulta em perdas de MS, reducdo da qualidade
nutricional, possivel contaminagdo com micotoxinas e reducdo do desempenho animal
(BORREANI et al., 2018; MUCK et al.,, 2018). Fungos dos géneros Fusarium,
Alternaria e Aspergillus sdo comumente associados com contaminacdes no campo
(CHELI et al., 2013). J& no periodo de armazenamento espécies como Penicillium
roqueforti, Penicillium paneum, Aspergillus fumigatus, Monascus ruber, entre outros
podem se desenvolver em silagens mal manejadas (DRIEHUIS et al., 2018).

Um fator ainda mais agravante associado a contaminacdo fungica é a producéo
de metabolitos secundarios, como as micotoxinas. Gallo et al. (2015) revisaram
resultados de estudos in vivo, e verificaram que dentre os varios efeitos maléficos que as
micotoxinas podem ocasionar aos animais, estdo a reducdo na motilidade do rumen,
inibicdo de crescimento, reducdo da eficiéncia reprodutiva, reducdo da producdo de
leite, lesdo hepatica, imunosupressdo, dificuldade de locomocdo, entre outros. Os
principais géneros envolvidos na producdo de micotoxinas sdo Fusarium, Aspergillus e
Penicillium (BENETT & KLICK, 2003). As principais micotoxinas relacionadas com a
presenca desses géneros na silagem, sdo as aflatoxinas, ocratoxinas, zearalenona,
deoxinivalenol, fumonisinas,tricotecenos, acido micofendlico e roquefortinas
(OGUNADE et al., 2018).

A melhor forma de se evitar a producdo de micotoxinas em silagens € inibindo o
crescimento dos fungos que as produzem. A inibicdo do crescimento de fungos em
silagens ocorre devido ao estabelecimento das condi¢Ges anaerdbicas, abaixamento do
pH e também em funcdo da producdo de acido fracos, como o &cido acético, com
propriedades antifungicas (MUCK et al., 2010; OGUNADE et al., 2018). Nesse
contexto o uso de inoculantes na ensilagem de milho é realizada com o objetivo de
minimizar as perdas fermentativas, as perdas decorrentes da deterioracdo aerobia e

assim melhorar a qualidade da silagem. Quando um inoculante é efetivo, pode atuar
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inibindo o crescimento de fungos filamentosos e assim reduzindo seus efeitos negativos.
As bactérias do 4&cido latico (BAL) heterofermentativas obrigatérias sdo as mais
utilizadas e mais estudadas para ensilagem de milho (BLAJMAN et al., 2018) com o
objetivo de inibir fungos, pois produzem, além do acido latico, o acido acético que

apresenta efeitos antifangicos (MUCK et al., 2018).

Muitas pesquisas focam seus estudos no desenvolvimento de inoculantes
microbianos (CARVALHO et al.,, 2017; KESHRI et al., 2018; REIS et al., 2018;
SANTOS et al.,, 2016; WANG et al., 2018). Apesar da espécie L. buchneri ser
amplamente utilizada e pesquisada, novos estudos em nivel de cepas sd0 necessarios,
pois cepas da mesma espécie podem apresentar diferentes resultados quando inoculadas
na silagem (AVILA et al., 2009; SANTOS et al., 2013; SANTOS et al., 2016; REIS et
al., 2018). O género Lactobacillus é organizado em quatro grupos e a espécie L.
farraginis € uma espécie pertencente ao grupo L. buchneri e apresenta metabolismo
heterofermentativo com producdo de acido a partir de glicose, frutose, galactose,
arabinose, entre outros (ENDO & OKADA, 2007; MUCK et al., 2018). A espécie
também é capaz de crescer em faixas de temperatura e pH entre 15 e 45°C e 4.0 e 8.5,
respectivamente (ENDO & OKADA, 2007).

As cepas utilizadas nesse experimento foram selecionadas para serem utilizadas
em silagens de milho, dentre outras caracteristicas apresentaram bom crescimento no
extrato de milho e capacidade de inibir o crescimento de fungos filamentosos
comumente encontrados na silagem de milho, como A. flavus e A. parasiticus, além de
leveduras e bactérias (COSTA, 2019). Ao nosso conhecimento ndo ha estudos que
investigaram a espécie L. farraginis como inoculante para silagem de milho de planta
inteira. Além disso,conhecer a diversidade de fungos em silagens de milho inoculadas
contribui para o entendimento sobre a origem da contaminacéo e sobre formas de evita-
la. Desse modo, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da inoculagdo das cepas
epifiticas L. buchneri (CCMA 1366) e L. farraginis (CCMA 1362) na composicao

quimica e microbiana fangica das silagens de milho de planta inteira.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 — Inoculantes

As cepas Lactobacillus buchneri (CCMA1366) e Lactobacillus farraginis
(CCMA1362) foram utilizadas como inoculantes. Elas foram selecionadas a partir de 88
cepas previamente isoladas de silagens de milho por apresentarem caracteristicas
desejaveis para o uso como inoculante (COSTA, 2019). Para a selecdo, além de outras
caracteristicas, foram observados nessas cepas o potencial inibitorio de microrganismos
indesejaveis comumente encontrados na silagem de milho, como Escherichia coli,
Bacillus cereus e Aspergillus flavus. Posteriormente, as cepas que apresentaram 0S
melhores resultados nos testes citados anteriormente foram avaliadas como inoculantes
em silos experimentais. As cepas estdo depositadas na Colecdo de Culturas da
Microbiologia Agricola - CCMA, da Universidade Federal de Lavras. A reativacdo e
preparo das mesmas foram realizados de acordo com a metodologia de Avila et al.
(2009). Durante a ensilagem 20 mL do inoculante foi diluido em 380 mL de &gua
destilada e aplicada uniformemente em 20 kg de forragem. A populacdo inoculada foi
de 5 log UFC (Unidades formadoras de colonias) g™ e 8 log UFC g™ de forragem para
as cepas L. buchneri e L. farraginis, respectivamente. No tratamento controle somente
agua destilada foi adicionada (400 mL). Para padronizacdo da taxa de inoculacdo foi
realizado um teste prévio do crescimento de ambas bactérias, porém no cultivo das duas
cepas para montagem do experimento em si, o crescimento de L. buchneri foi mais
lento, resultando nas diferentes taxas de inoculacdo, o que s6 foi possivel verficar no

plaqueamento realizado apds a montagem do experimento.

2.2 — Ensilagem

A colheita das plantas de milho (hibrido RB9077 VT PRO Riber — KWS
Sementes S.A, Brasil) foi realizada 120 dias apos o plantio. As plantas foram picadas
resultando em particulas com tamanho médio de 10,65 + 3,6 mm, medida realizada de
acordo com o método de Heinrichs e Kononoff (2002). As silagens foram preparadas
em bombonas de 30L utilizadas como silos experimentais, onde a forragem foi
compactada até atingir densidade aproximada de 701+21 kg de forragem fresca por m?.
Trés replicatas dos trés tratamentos foram preparadas para cada tempo de estocagem:
29, 103 e 193 dias, totalizando 27 unidades experimentais. Amostras da planta fresca

também foram coletadas previamente a ensilagem para serem analisadas. Os trés
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tratamentos foram ensilados simultaneamente, seguindo a ordem dos tempos e das
repeticdes. O tempo gasto na montagem do experimento foi de aproximadamente trés

horas.Os silos foram selados, pesados e mantidos em temperatura ambiente.

2.3 — Procedimentos analiticos

Um extrato aquoso foi preparado utilizando 25 g de planta fresca e das silagens,
diluidas em 225 mL de &gua destilada e homogeneizadas em orbital shaker por 4
minutos para medir o pH. Foi feita entdo, a leitura do pH para cada amostra
(Digimed®DM 20 Potentiometer; Digicrom Instrumentos, SP, Brazil). Os valores de
atividade de agua (a,) da planta fresca e das amostras de silagens de todos 0s tempos
foram verificados diretamente no equipamento Aqua-Lab (Decagon Devices, Inc.,
USA). Foram retiradas aliquotas de 2 mL do extrato, e acidificadas com 10 pul de H,SO4
50% (v/v). Essas amostras foram congeladas para posteriores analises do contetdo de
etanol, 1,2-propanodiol e acidos acético, propidnico e butirico por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) de acordo com o método de Carvalho et al. (2012).

Para avaliacdo e determinacdo dos teores de MS as amostras de silagens
coletadas foram secas em estufa com ventilacdo forcada a 55°C durante um periodo de
72 horas, conforme recomendacdes feitas pela Association of Official Analytical
Chemists — AOAC (1990).

2.4 — Analises Microbiologicas

Foram preparadas diluicdes seriadas a partir de extrato aquoso utilizando agua
peptonada 0,1% estéril. Para enumeracdo e isolamento dos fungos e leveduras nas
amostras da forragem fresca e silagens em cada tempo de abertura aliquotas de 0,1 mL
das diluicdes foram plaqueadas nos meios Dichloran Rose Bengal chloranphenicol
(DRBC; Difco, Becton Dickinson; Sparks, MD), Dichloran glycerol 18% (DG18;
Himedia) e Batata Dextose agar (BDA; Himedia). As placas foram incubadas a 25°C. A
contagem de leveduras e fungos filamentosos foi realizada com 48 h e 5 dias,
respectivamente, e os mesmos foram diferenciados pela morfologia das colonias e
celular. Os resultados para as contagens foram expressos em UFC g™ conforme Samson
et al. (2010).
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2.5 — Avaliacéao da diversidade fangica

Fungos filamentosos foram isolados de todos os meios de cultura, das amostras
de silagens no momento da abertura e das silagens ap6s 24h de exposi¢do ao ar. As
leveduras foram isoladas somente do meio DRBC, das amostras de silagem no
momento da abertura dos silos. Os microrganismos foram isolados de acordo com as
caracteristicas morfologicas das colénias. O numero de UFCs foi registrado para cada
morfotipo e o valor da raiz quadrada deste namero foi purificado. Fungos filamentosos
foram purificados em meio &gar malte (MA; Acumedia) e leveduras em &gar YPD
(Difco).

As leveduras foram caracterizadas microscopicamente quanto a forma celular e
de reproducdo. Para identificacdo morfologica dos fungos, os isolados foram repicados
em meios especificos de identificacdo de acordo com Klich (2002), Samson et al.,
(2010) e Pitt & Hocking (1999). Apo6s sete dias de incubacdo caracteristicas

macroscopicas e microscépicas foram avaliadas e utilizadas na identificac&o.

2.5.1 — Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass

spectrometry analysis

O MALDI-TOF MS é uma técnica rapida e moderna utilizada na identificacdo
de microrganismos com base em seus perfis de expressdo de proteinas ribossomais,
podendo ser entdo utilizada na identificacdo de fungos deteriorantes de alimentos
(LIMA & SANTOS, 2017). As andlises foram realizadas no equipamento
ultrafleXtreme MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics; Bremen, Germany) equipado com
1000 Hz neodymium-doped yttrium aluminum garnet laser. Para leveduras, as amostras
foram analisadas de acordo com Carvalho et al. (2016), com modifica¢Ges. A solucéo
organica utilizada continha 33,3% de etanol, 33,3% de acetonitrila e 33,3% de acido
trifluoroacético (TFA) 10%. Para os fungos filamentosos as analises foram realizadas de
acordo com Lima & Santos (2017), com modificacdes. A solucdo organica utilizada foi
a mesma descrita para leveduras. A identificagdo e agrupamento dos microrganismos foi
realizada a partir dos espectros de massa gerados e analisados no Software 3.0 do

MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).
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2.6 — Isolamento de fungos, a,, e pH das silagens apos 24 horas de exposi¢ao

aoar

Para avaliacdo das silagens apds 24 horas de exposicdo aerébia , nos trés tempos
de estocagem, 15 kg de silagem ficaram expostos ao ar por 24 horas em bombonas
plasticas, sem compactacdo e armazenadas em temperatura ambiente. Realizou-se
medidas das varidveis pH e a, das silagens utilizando a metodologia descrita em 2.3.
Também foi realizado o isolamento dos fungos filamentosos da forma como descrito em
2.4 e 2.5. A temperatura do ambiente foi monitorada e as médias obtidas para 0s tempos
29, 103 e 193 dias foram 28,1°C, 20,1°C e 28,5°C, respectivamente.

2.7 — Avaliacdo do potencial micotoxigénico de isolados do género

Aspergillus Secéo Flavi.

A avaliacdo do potencial toxigénico dos isolados pertencentes ao género
Aspergillus Secéo Flavi foi realizada utilizando o método de cromatografia em camada
delgada. Os isolados foram inoculados em meio YES - Yeast Extract Sucrose (extrato
de levedura 20 g; sacarose 150 g; agar 20 g; ZnSO4-7H20: 0.1 g, CuS0O4-5H20: 0.05
g, dgua destilada 1 L) e incubados por 10 dias a 25°C (Filtenborg and Frisvad, 1980).
Foram utilizadas solucdes padrdes de aflatoxina B1, B2, G1 e G2 (Sigma-Aldrich),
placas de cromatografia delgada (Merck-Silica gel 60, 20 x 20) e como fase mével TEF
- Tolueno; acetato de etilo; acido formico 90% (60:30:10). Para confirmar a producéo
de toxina a placa foi exposta a luz UV com A 366 nm em um Chromatovisor CAMAG
(Uf-Betrachter). Os isolados foram considerados produtores caso apresentassem um
fator de retengdo (FR) e fluorescéncia na mesma cor na placa em relagdo aos padrdes.

2.8 — Avaliacéo da producéo de citrinina por fungos do género Monascus

Para verificar a producdo de citrinina dos isolados pertencentes ao género
Monascus, 0s mesmos foram repicados em meio &gar coco (leite de coco: 400 g; agar:
129; agua destilada: 400 mL). As placas foram incubadas a 25°C durante 10 dias
(Mohamed et al., 2013). A confirmagdo da producdo da citrinina foi realizada em luz
ultravioleta com A 366 nm em um Chromatovisor CAMAG (Uf-Betrachter). Nesta
técnica, a fluorescéncia verde-amarela ao redor das colonias fangicas é considerada um

indicativo da producdo de citrinina.
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2.9 — Anélises estatisticas

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado em
arranjo fatorial (3x3) sendo 3 silagens (1 controle sem inoculante e 2 silagens
inoculadas) durante trés tempos de estocagem (29, 103 e 193 dias), com trés repeticoes.
A andlise de variancia foi realizada utilizando a func&o fat2.dic do pacote ExpDes.pt do
programa estatistico R (R CORE TEAM, 2019). O teste de médias de Dunnett foi
utilizado com a funcédo pairw.anova do pacote ashio no programa estatistico R, na qual
0s contrastes com P< 0,05 foram realizados para comparagdo entre as silagens e
controle. Foram testados os efeitos da adicdo de cepas por meio dos seguintes
contrastes: Silagem controle (CON) vs. silagem inoculada com L. buchneri e silagem
controle vs. silagem inoculada com L. farraginis. O teste de Tukey a 5% de
probabilidade foi utilizado para as variaveis que apresentaram diferencas significativas
para o tratamento ao longo do tempo.

Os dados de concentragdo de MS, pH, a, e produtos da fermentacdo foram

analisados utilizando o seguinte modelo:

Yik =+ Si + Tj+ (SXT)jj + &k

Em que:

u = media geral;

Si = efeito da silagem;

T; = efeito de tempo de estocagem;

(SxT);; = efeito da interag&o entre silagem e tempo de estocagem;

&;jx= €rro experimental.

Os dados de populacdo de leveduras e fungos filamentosos ndo apresentaram
distribuicdo normal para os residuos na analise de variancia, por isso foram feitos
graficos de analise descritiva com as médias das silagens ao longo do tempo. As
contagens de microrganismos foram transformadas em log antes do procedimento

estatistico. Para a analise descritiva utilizou o pacote ggplot2 do programa estatistico R.
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3 RESULTADOS
3.1 — Planta fresca e silagens
3.1.1 - Caracteristicas microbiolodgicas e quimicas

A Tabela 1 mostra as caracteristicas microbioldgicas, quimicas e fisicas da
planta fresca. As populacdes de leveduras e FF foram em média 6 log UFC g™ e 4,60

log UFC g, respectivamente.

Tabela 1. Caracterizacdo quimica, fisica e microbiol6gica da planta fresca do milho.

Variaveis Média
MS (%) 31,40
pH 5,68
aw 0,9914
Populagéo (log UFC g™)

L-DG18 6,15
L-BDA 6,04
L-DRBC 5,95
FF-DG18 4,78
FF-BDA 4,60
FF-DRBC 4,60

MS= Matéria seca; a = atividade de &4gua; L-DG18 = Leveduras no meio DG18; L-DRBC = Leveduras
no meio DRBC; L-BDA = Leveduras no meio BDA; FF-DG18 = Fungos filamentosos no meio DG18;
FF-BDA = Fungos filamentosos no meio BDA; FF-DRBC = Fungos filamentosos no meio DRBC.

Na Tabela 2 sdo apresentados os efeitos da inoculacdo das BAL e dos diferentes
tempos de estocagem na concentracdo de MS, no pH e a, das silagens. N&do houve
diferenca entre os tratamentos para a variavel teor de MS enquanto a atividade de agua,
apresentou diferenca ao longo do tempo de estocagem, com maior valor aos 103 dias de
estocagem em relagéo aos 29 dias (Tabela 2). Houve interacdo significativa (p< 0,01) de
silagens com o tempo de estocagem (Tabela 2) para os valores de pH. Os valores
médios de pH para as silagens controle e L. buchneri, reduziram com o tempo e foram
menores com 193 dias de estocagem. Na silagem inoculada com L. farraginis foi
observado um aumento no pH aos 103 dias e nova reducédo aos 193 dias de ensilagem
(Tabela 2). Avaliando o efeito dentro de cada tempo, aos 29 dias de estocagem o pH foi
maior nas silagens inoculadas com L. buchneri em relagéo a silagem controle (p = 0,01)

e nos outros tempos essas silagens foram semelhantes. Apds 103 e 193 dias de
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estocagem as silagens inoculadas com L. farraginis apresentaram maior valor de pH em

relacdo a silagem controle (Tabela 2).

Em relacdo aos &cidos encontrados (Tabela 3) a concentragdo média de &cido
acetico foi maior aos 193 dias de estocagem em relacdo aos 29 dias e valores maiores
foram encontrados nas silagens inoculadas com L. buchneri e L. farraginis em relacéo a
silagem controle (p = 0,01 e p<0,01, respectivamente). Para a varidvel &cido butirico
(Tabela 3) houve efeito significativo apenas para o tempo de estocagem, com a maior
concentracdo aos 193 dias (Tabela 3). A concentracdo de 1,2- propanodiol foi maior
nas silagens inoculadas em relagéo a silagem controle (p< 0,01) (Tabela 3). Ndo houve
efeito dos tratamentos na concentragéo de etanol.

Aos 29 dias de estocagem a silagem controle apresentou populacdo média de
leveduras de 4 log UFC g™, 3 log UFC g™ e 3,67 log UFC g, nos meios DG18, BDA e
DRBC, respectivamente (Figura 1, A-C). Na silagem inoculada com L. buchneri a
populacdo média de leveduras foi 4 log UFC g™ nos trés meios aos 29 dias de
estocagem (Figura 1, A-C). A populacdo de leveduras na silagem inoculada com L.
farraginis foi abaixo do limite de deteccdo (<2 log UFC g™) aos 29 dias de estocagem.
Com 103 dias de estocagem a populacdo de leveduras em todas as silagens estava
abaixo do limite de detec¢do e assim permaneceu apds 193 dias. A populacédo de fungos
filamentosos em todas as silagens foi abaixo do limite de detecgdo em todos 0s meios
para todas as silagens apds 29 e 193 dias de estocagem (Figura 1, D-F). Com 103 dias
de estocagem a populacdo de fungos filamentosos na silagem controle foi de 4,03 log
UFC g™ no meio DG18 e 4,33 log UFC g'nos meios BDA e DRBC. Na silagem
inoculada com L. buchneri a contagem de fungos filamentosos foi 4 log UFC g™ em
todos os meios aos 103 dias. Na silagem inoculada com L. farraginis a contagem dos
fungos filamentosos foi 3,93 log UFC g™ no meio DG18 e 3,67 log UFC g™ nos meios
BDA e DRBC (Figura 1, D-F).
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Tabela 2: Efeitos da inoculagédo de L. buchneri e L. farraginis e de diferentes tempos de estocagem na concentracdo de matéria seca (MS), pH e
na atividade de agua (a).

Variavel  Tratamentos Tempo de Estocagem’ Média p-valor EPM?
29 103 193 Silagens ~ 1empode - Sil. vs.
estocagem  tempo
CON 27,61 29,14 26,45 27,73
MS (%) L. buchn_er_i 26,98 28,66 28,65 28,10 0,66 0,13 0,30 0,3373
L. farraginis 28,27 28,15 25,62 27,35
Média 27,62 28,65 26,91
Controle 3,54a 3,50a 3,43b 3,49
L. buchneri 3,60a 3,52b 3,46¢ 3,53
H L. farraginis 3,53b 3,63a 3,53b 3,56 <0,01 <0,01 <0,01 0,0042
P CON vs. Lb. 0,01 0,60 0,17
CON vs. Lf. 0,88 <0,01 <0,01
Média 3,56 3,55 3,47
Controle 0,9853 0,9893 0,9857 0,9868
3 L. buchneri 0,9843 0,9873 0,9860 0,9859 0,19 0,04 0,77 0,0004
W L. farraginis 0,9873 0,9887 0,9877 0,9879
Média 0,9857b 0,9884a  0,9864ab

IMédias seguidas de letras distintas nas linhas sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05); EPM = Erro padrdo da media.



Tabela 3: Efeitos da inoculacdo de L. buchneri e L. farraginis e de diferentes tempos de estocagem nas concentrac@es de acido acético, acido

butirico, 1,2 — propanodiol e etanol.

Varidvel  Tratamentos Tempo de Estocagem’ Média p-valor EPM?
29 103 193 Silagens ~ |empode  Sil. Vs,
estocagem  tempo
CON 0,51 0,91 0,97 0,79
Acido L. buchn_er_i 1,12 0,97 1,32 1,14 <0,01 0,01 0,2180  0,0370
acético (% L. far,ra_glnls 1,81 2,02 2,08 1,97
da MS) Média 1,14b 1,30ab 1,46a
CON vs. Lb. 0,01
CON vs. Lf. <0,01
Acido Controle _ 0,00 0,04 0,29 0,10
butirico (% L. buchn_er_l 0,00 0,05 0,31 0,12
da MS) L. farraglnls 0,01 0,05 0,29 0,11 0,8704 <0,01 0,9878  0,0095
Média 0,00b 0,05b 0,29a
19 Controle _ 0,00 0,05 0,01 0,03
propa’nodiol L. buchn_er_l 0,17 0,24 0,42 0,27 <0,01 0,5393 0,2519  0,0239
(% da MS) L. farraglnls 0,66 0,62 0,60 0,63
Média 0,28 0,30 0,34
CON vs. Lb. <0,01
CON vs. Lf. <0,01
Controle 1,53 1,54 1,54 1,54
Etanol (% L. buchneri 1,92 1,60 1,49 1,67 0,2597 0,2274 0,1674  0,0326
da MS) L. farraginis 1,59 1,55 1,62 1,58
Média 1,68 1,56 1,55

IMédias seguidas de letras distintas nas linhas sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05); “EPM = Erro padr&o da média.
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Figura 1: Populacdes de leveduras (A, B e C) e fungos filamentosos (D, E e F) nas

silagens controle e inoculadas com L. buchneri e L. farraginis.
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3.2 — Caracteristicas das Silagens apds exposi¢do aerobia

3.2.1 — Caracteristicas microbioldgicas e quimicas

Nas amostras de silagens que ficaram expostas ao ar durante 24 horas houve

interacdo significativa entre os efeitos de silagens e o tempo de estocagem em relacéo

ao pH e atividade de agua (Tabela 4).
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Tabela 4: Efeitosda inoculacdo de L. buchneri e L. farraginis e de diferentes tempos de estocagem no pH ena atividade de agua (aw) nas silagens
apos 24 horas de exposicao ar.

Variadveis Tratamentos Tempo de estocagem (dias)” Media p-valor EPM”
29 103 193 Silagens ~ 1empode - Sil. vs.
estocagem tempo
Controle 3,66a 3,43b 3,50b 3,53 0,007662
pH L. buchneri 3,75a 3,52b 3,52b 3,59 <0,01 <0,01 0,03
L. farraginis 3,68a 3,56b 3,60b 3,61
Contraste CON vs. Lb. 0,20 <0,01 0,37
valor-p CON vs. Lf. 0,86 <0,01 <0,01
Média 3,69 3,50 3,54
Atividade Controle _ 0,9833b  0,9883a 0,9823b 0,9847 0,000367
de 4gua L. buchn_er_l 0,9930a 0,9890a 0,9840b 0,9880 <0,01 <0,01 <0,01
L. farraginis  0,9930a 0,9890b 0,9863b 0,9894
Contraste CON vs. Lb. 0,01 0,60 0,17
valor-p CON vs. Lf. 0,01 0,89 0,19
Média 0,9897  0,9887 0,9842

'EPM = Erro padréo da média. Médias seguidas de letras distintas nas linhas séo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Os valores médios de pH das silagens controle, L. buchneri e L. farraginis foram
maiores apdés 29 dias em relacdo as avaliagbes com 103 e 193 dias de estocagem
(Tabela 4). Aos 29 dias de estocagem ndo houve diferenca nos valores de pH das
silagens inoculadas com L. buchneri e L. farraginis em relacdo a silagem controle (p =
0,20 e p = 0,86, respectivamente). Ja no tempo 103 dias obteve-se maiores valores de
pH das silagens inoculadas com L. buchneri e L. farraginis em relagdo a silagem
controle (p<0,01). No tempo de estocagem de 193 dias obteve-se maiores valores de pH

das silagens inoculadas com L. farraginis em relacéo a silagem controle (p<0,01).

Os valores médios de atividade de dgua da silagem controle foram maiores no
tempo 103 dias em relacdo aos tempos 29 e 193 dias (Tabela 4). Na silagem inoculada
com L. buchneri a atividade de &gua foi maior nos tempos 29 e 103 dias de estocagem
em relacdo ao tempo 193. Ja na silagem inoculada com L. farraginis a atividade de 4gua
foi maior aos 29 dias em relacdo aos demais tempos. Avaliando o efeito dentro de cada
tempo, aos 29 dias de estocagem houve maior atividade de dgua das silagens inoculadas
com L. buchneri e L. farraginis em relacdo a silagem controle (p = 0,01 e p = 0,01,
respectivamente). Ja nos tempos 103 e 193 dias obteve-se valores de atividade de agua
semelhantes das silagens inoculadas em relacdo a silagem controle (Tabela 4).

Na Figura 2 sdo mostradas as populac6es de leveduras e fungos filamentosos nas
silagens ap06s 24 horas de exposicao aer6bia. Com 29 dias de estocagem, nas silagens
controle e inoculadas com L. buchneri as populacGes de leveduras nos trés meios
aumentaram de 2 a 3 log em comparacdo a populacdo encontrada no momento da
abertura (Figura 2, A-C) e foi abaixo do limite de deteccdo (<2 log UFC g™) nos
demais tempos (103 e 193 dias). Na silagem inoculada com L. farraginis e exposta 24
horas ao ar a contagem de leveduras ficou abaixo do limite de deteccdo em todos os
tempos de estocagem (Figura 2, A-C). A populacdo de fungos filamentosos
praticamente ndo foi alterada apds o periodo de exposicdo aerdbia nas silagens controle
e L. buchneri permanecendo uma média de 4 log UFC g™ aos 103 dias e abaixo do
limite de deteccdo com 29 e 193 dias de estocagem (Figura 2, D-F). Na silagem
inoculada com L. farraginis a contagem de fungos filamentosos foi 2 log UFC g™, 3 log
UFC g* e 3,33 log UFC g™ nos meios DG18, BDA e DRBC, respectivamente, aos 103
dias de estocagem, permanecendo abaixo do limite de deteccdo nos demais tempos
(Figura 2, D-F).
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Figura 2: Populacdes de leveduras (A, B e C) e fungos filamentosos (D, E e F) nas
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3.3 — Identificacao das leveduras e fungos filamentosos

3.3.1 — ldentificacao de leveduras e fungos filamentosos na planta fresca e

nas silagens

Um total de 231 isolados foram obtidos, sendo 26 leveduras (isoladas do meio
DRBC) (Tabela 5) e 205 isolados de fungos filamentosos (isolados dos meios DG18,

BDA e DRBC) (Tabela 6). Para agrupamento e identificacdo dos fungos e leveduras, a
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técnica MALDI-TOF MS foi utilizada e ap6s purificacdo, os isolados foram agrupados

de acordo com seus perfis de expressao proteica (Figuras 3-6).

Na planta fresca cinco espécies diferentes de leveduras foram identificadas.
Candida haemulonii, Cryptococcus flavescens, Hanseniaspora opuntiae formaram um
grupo distinto pelo agrupamento realizado pelo MALDI-TOF (Figura 3). Quatro isolados
da espécie Candida intermedia apresentaram perfis de expresséo proteica diferentes e
ficaram em dois grupos distintos. Nas silagens ap6s 29 dias de fermentacdo apenas a
espécie Ca. glabrata foi identificada nas silagens controle e inoculadas com L. buchneri
(Tabela 5). Um agrupamento foi formado com todos isolados de Ca. glabrata. Um
isolado ndo foi identificado pelo banco de dados Biotyper 3.0 e também formou um
grupo distinto. Na silagem inoculada com L. farraginis, ndo houve crescimento de

leveduras.

Tabela 5: Espécies de leveduras isoladas do meio DRBC e identificadas pela técnica de

MALDI-TOF MS.
T -~ . Populagéo (Log
empo Tratamento Espécies ldentificadas UFC g
Candida intermedia (4%*) 5,55
Candida haemulonii (1) 4,94
0 Planta fresca Cryptococcus flavescens (3) 5,00
Hanseniaspora opuntiae (2) 5,25
Wickerhamomyces anomalus (1) 4,43
Sem identificacdo (3) 5,05
Controle Candida glabrata (6) 3,76

29 L.buchneri Candida glabrata (6) 3,87
L. farraginis -

*ndmero de isolados de cada espécie

Em relagdo aos fungos filamentosos as andlises microbioldgicas mostraram a
presenca de pelo menos trés géneros diferentes, entre eles Fusarium, Phoma e
Beauveria (Tabela 6). A identificacdo de alguns fungos isolados nédo foi possivel devido
a presenca de micélio estéril, ou seja, esses isolados ndo esporularam. Apds 29 dias de
estocagem a composicdo da micobiota foi alterada, sendo o género Monascus
dominante com uma populacdo média na silagem tratada com L. buchneri de 3.50 log
UFC g*. Com 29 dias de estocagem nenhum isolado foi obtido das silagens controle e
L. farraginis. Aos 103 dias de estocagem, as seguintes especies do género Aspergillus
foram identificadas, A. fumigatus, A. flavus, A. foetidus e A. niveus. Aspergillus
fumigatus foi isolado de todos os tratamentos com populacGes de aproximadamente 4

log UFC g de silagem (Tabela 6). Aspergillus flavus e fungos do género Rhizopus
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foram encontrados tanto na silagem controle quanto na silagem inoculada com L.
buchneri. Aspergillus foetidus e A. niveus foram isolados apenas na silagem L.
buchneri. Com 193 dias de estocagem, A. fumigatus também foi isolado de todos os
tratamentos, porém em populacdes menores de 2 log UFC g* (Tabela 6). Outros
representantes do género Aspergillus também foram encontrados no tempo 193, porém
a caracterizacdo morfoldgica néo foi suficiente para a identificagéo a nivel de espécie. O
agrupamento dos isolados obtidos na planta fresca e nas silagens pela técnica MALDI-
TOF MS podem ser observados na Figura 4 e 5, respectivamente. Muitos isolados da
planta fresca ndo puderam ser identificadas pelo banco de dados Biotyper 3.0. Trés
agrupamentos foram formados no dendograma. Os isolados do género Phoma foram
agrupados com outros dois isolados ndo identificados. Um segundo grupo foi formado
com isolados ndo identificados e dos géneros Fusarium e Beauveria. No dendograma
das silagens as espécies A. fumigatus, Monascus sp., A. flavus, Rhizopus sp. formaram
grupos distintos com alguns isolados da mesma espécies apresentando perfis de
expressao proteica diferenciados e, por isso, formando mais de um grupo da mesma

espécie. As espécies A. foetidus e A. niveus foram agrupadas junto a A. fumigatus.
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Tabela 6: Espécies ou géneros de fungos filamentosos identificados morfologicamente nas silagens ao longo dos tempos 29, 103, e 193 dias de estocagem.

Tempo Tratamento Espécies Identificadas Populacéo (Log UFC g™?)
DG18 BDA DRBC
Fusarium sp. 4,85 - -
0 Planta Fresca Phoma sp. 4,30 - -
Sem identificacdo 4.30 6.30 4.77
Beauveria sp. 4,30 - -
Controle - - - -
. Monascus sp. 3.51 3.51 3.50
29 L. buchneri Sem identificacdo 2.78 2.60
L. farraginis - - - -
Aspergillus fumigatus* 4.08 4.19 4.21
Controle Rhizopus sp. - 2.30 -
Aspergillus flavus 2.78 2.60 -
Aspergillus fumigatus* 4.45 4.29 4.27
103 Aspergillus foetidus - 2.30 -
L. buchneri Rhizopus sp. - 2.30 2.30
Aspergillus flavus* 2.30 - -
Aspergillus niveus - - 2.30
L. farraginis Aspergillus fumigatus* 4.13 4.21 4.25
Aspergillus sp. 2.0 - -
Controle Aspergillus fumigatus* - 2.0 -
. Aspergillus sp. 2.30 - 2.0
193 L. buchneri Aspergillus fumigatus* 2.0 - -
. Aspergillus sp 2.0 - -
L. farraginis Aspergillus fumigatus* 2.0 - -

*A identificacdo da espécie foi confirmada pela técnica MALDI-TOF MS.
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Figura 3: Dendograma derivado do agrupamento com base no perfil proteico das leveduras
isoladas do meio DRBC da planta fresca e das silagens com 29 dias de estocagem.
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Figura 4: Dendograma derivado do agrupamento com base no perfil proteico dos
fungos filamentosos isolados da planta fresca.
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Figura 5: Dendograma derivado do agrupamento com base no perfil proteico dos fungos
filamentosos isolados das silagens apds 29, 103 e 193 dias de estocagem.
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3.3.2 — ldentificacédo dos fungos filamentosos nas silagens apds 24 horas de

exposicao aerdbia

Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados da identificacdo dos fungos
filamentosos nas silagens que ficaram 24 horas expostas ao ar. Nas silagens inoculadas
com L. buchneri, com 29 dias de estocagem foi identificado o género Monascus.
Isolados ndo identificados, devido a presenca de micélio estéril, foram isolados dessa
silagem e também da silagem L. farraginis (Tabela 7), apds 29 dias de estocagem. A
espécie A. fumigatus foi isolada de todas as silagens estocadas por 103 dias e
submetidas a exposi¢do aerébia. Com 193 dias de estocagem fungos nédo identificados
foram isolados da silagem L. farraginis, e representantes do género Aspergillus foram
isolados da silagem L. buchneri (Tabela 7). O agrupamento do MALDI-TOF MS das
espécies identificadas nas amostras de silagem apds 24 horas de exposicdo ao ar €
apresentado na Figura 6. Um isolado (206) nédo identificado pelo banco de dados
Biotyper 3.0 apresentou perfil de expressdo diferente dos demais fungos. Um
agrupamento foi formado com dois isolados da espécie A. fumigatus (185, 187). Os
demais agrupamentos foram formados com isolados pertencentes as espécies A.

fumigatus, A. niveus e 0s géneros Monascus e Rhizopus

Tabela 7: Espécies ou géneros de fungos filamentosos identificados morfologicamente
nas silagens ap6s 24 horas de exposicao ao ar.

Tempo Tratamento Espécies Identificadas Populaco (Log UFC g-1)
DG18 BDA DRBC

Controle - - -
29 L buchneri Monascus sp. - - 3.90

' Sem identificacdo 3.60 3.90 -

L. farraginis Sem identificacdo - 3.30 -
Controle Aspergillus fumigatus* 3.08 3.34 3.58

Rhizopus sp. - 2.30
L. buchneri Aspergillus fumigatus 3.74 4.05 4.25
103 : .

Aspergillus niveus - - 3.20

Aspergillus sp. - 3.20 -
L. farraginis Aspergillus fumigatus 3.53 3.30 3.00

193 Controle - - -
L. buchneri Aspergillus sp. - 2.30 2.30

L. farraginis Sem identificagdo 2.30 - -

*A identificacdo da espécie foi confirmada pela técnica MALDI-TOF MS.
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Figura 6: Dendograma derivado do agrupamento com base no perfil proteico dos fungos
filamentosos isolados das silagens ap6s 24 horas de exposi¢do ao ar.
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3.4 — AvaliagOes do potencial micotoxigénico

Os seis isolados identificados como A. flavus foram submetidos a avaliacdo de
producéo das aflatoxinas B;, B,, G1 e G,. Nenhum deles foram considerados produtores, pois
ndo apresentaram ponto de fluorescéncia na mesma altura dos padrbes das micotoxinas na

placa de cromatografia delgada (Figura 7).

Figura 7: Fotografia da placa, exposta a luz UV com A 366 nm,ap6s procedimento de cromatografia
em camada delgada para confirmacédo da producdo de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

73 156 157 158 Padrao 179
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Os 25 isolados pertencentes ao género Monascus também foram testados em agar c6co
para a producdo da citrinina e nenhum deles mostrou potencial toxigénico. N& houve

fluorescéncia em nenhuma placa (Figura 8).

Figura 8: Fotografia do reverso da colonia de um dos 25 isolados do género Monascus (A),

exposta a luz UV com A 366 nm, comparada ao controle positivo (Penicillium
citrinum) (B) para verificagdo da potencial capacidade de producéo de citrinina.

4 DISCUSSAO

Leveduras e fungos filamentosos fazem parte da microbiota epifitica da planta de
milho e as contagens obtidas nesse trabalho ficaram dentro da faixa normalmente encontrada
(FERRERO et al., 2019; GALLO et al., 2018; SANTOS et al., 2016; WANG et al., 2018).
Nossas medidas de concentracdo de MS indicaram que a planta de milho foi colhida com
31,40% de MS e atividade de agua de 0,9914. A fermentagdo foi intensa e com 29 dias de
estocagem, o pH atingiu valores (3,5 — 3,6) um pouco abaixo dos valores caracteristicos de
silagem de milho. Embora ainda n&o tenha sido realizado a anéalise das concentracdes de acido
latico, possivelmente esse acido foi o principal contribuinte para o abaixamento do pH. A
variavel atividade de agua sofreu efeito apenas do tempo de estocagem e apresentou maior
valor no tempo 103 dias. Nessa abertura as silagens apresentaram contagens significativas de
fungos filamentosos, o0 que pode justificar esse aumento sutil na ay, pois ao oxidar os agucares
presentes, esses microrganismos produzem CO, e agua, sendo que essa agua liberada
contribui entdo para o aumento da a, (BORREANI & TABACCO, 2010; McDONALD et al.,
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1991). Além disso, de acordo com Borreani & Tabacco, (2010) vapor de &gua pode ser
liberado no silo nas estages frias, como o inverno, devido a diferenca entre a temperatura do
ambiente e o calor retido no silo. Esse fato também poderia ter contribuido para a maior ay
desse tempo, uma vez que sua abertura foi realizada no inverno, diferentemente dos outros

tempos.

A atividade de &4gua € uma medida eficaz da quantidade de agua disponivel para o
crescimento microbiano (ALBERT et al., 1989). A atividade de agua encontrada em todos 0s
tempos nédo foi fator limitante para o crescimento das bactérias inoculadas e também dos
fungos filamentosos e leveduras. Isso porque a maioria dos microrganismos requerem
atividade de agua minima de 0,9 para crescer e 0s valores obtidos nas silagens
corresponderam a essa condicdo (BROWN, 1976 apud STEVENSON et al., 2015). Maior
disponibilidade de agua metabdlica em silagens com menor concentracdo de MS, pode
favorecer o crescimento de BAL (KUNG et al., 2018). Entretanto, Whiter & Kung, (2001)
verificaram alta osmotolerancia do inoculante L. plantarum em silagem de alfalfa, que foi

capaz de crescer em meio com a,, de 0,949.

Aos 29 dias de estocagem o pH foi maior nas silagens inoculadas com L. buchneri em
relacdo a silagem controle e nos tempos 103 e 193 dias os maiores valores de pH foram
observados na silagem L. farraginis comparada a silagem controle. O maior pH das silagens
inoculadas em alguns tempos de fermentacdo, refletem o efeito da adicdo de cepas
heterofermentativas que produzem além do &cido latico, &cido acético que € um &cido fraco
com menor capacidade de reduzir o pH (MUCK, 2010).

A anélise do perfil fermentativo das silagens mostrou que a concentracdo de acido
acético foi maior no tempo de estocagem 193 dias em relacdo aos 29 dias e valores maiores
foram encontrados nas silagens inoculadas com L. buchneri e L. farraginis em relacdo a
silagem controle. Esses resultados corroboram com a possibilidade da populagdo de BAL
epifiticas presente na silagem controle ser majoritariamente homofermentativa, enquanto que

as cepas inoculadas séo heterofermentativas obrigatorias.

A cepa L. farraginis foi eficiente em inibir o crescimento de leveduras com 29 dias
de fermentacdo. Apesar de nédo ter sido observado interagdo significativa entre os fatores
estudados, essa cepa apresentou sempre maiores valores numéricos de acido acético, o que
pode ser devido a maior populacdo inoculada. Apesar dos menores valores numeéricos de

acido acetico nas silagens controle e L. buchneri, apés 103 e 193 dias de estocagem o
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crescimento de leveduras também foi inibido, indicando que outros fatores podem colaborar
nesse processo. Assim, a inibicdo de leveduras, ndo deve ser considerada efeito apenas do
acido acético e sim do somatério de fatores da silagem, como, fermentacdo adequada e o bom
manejo do silo para preservacad de baixo pH e anaerobiose. Além disso, de acordo com a
revisdo de Kung et al. (2018), alguns trabalhos ja encontraram compostos antifungicos, além
do &cido acético, em silagens inoculadas com BAL, como por exemplo, acido benzdico e
acido salicilico. Dalié et al. (2010) também descrevem o potencial de inibi¢do do crescimento
fangico por BAL em funcdo da producdo de compostos antifingicos, como acidos graxos de
hidroxila, peréxido de hidrogénio e reuterina. Os autores, no entanto, discutem que essa
atividade antifungica pode ser influenciada por temperatura, pH e fatores nutricionais. Esses
dados sugerem que outros modos de acdo, que em conjunto com o &cido acético, podem

contribuir para inibicdo de microrganismos indesejaveis em silagens.

A cepa L. buchneri produziu mais &cido acético do que o controle aos 29 dias, porém
ndo em uma concentracdo suficiente para inibir as leveduras. Alguns autores tem relatado
efeito mais tardio de algumas cepas de L. buchneri em silagens, explicado por um
metabolismo lento na converséo do &cido latico & acido acético, sendo necesséario cerca de 30
a 60 dias para esse processo se tornar evidente (MUCK et al., 2018). Schmidt et al. (2009)
observaram diferencas evidentes na concentracdo de acido acético em silagens de alfalfa
inoculadas com L. buchneri apenas 45 dias apds inoculagcdo. O mesmo foi observado para as
concentracdes de 1,2 — propanodiol, com valores maiores nas silagens L. buchneri e L.
farraginis em relacdo a silagem controle, o que ja era esperado uma vez que 0 1,2 —
propanodiol é produto também da conversdo do acido latico a &cido acético (OUDE
ELFERINK et al., 2001).

A concentracdo de &cido butirico aumentou ao longo dos tempos de estocagem em
todas as silagens, com média de 0,29 % de MS no ultimo tempo, valor relativamente alto, pois
muitos trabalhos com silagem de milho ndo detectam esse acido (CARVALHO et al., 2017,
FERRERO et al., 2019; WANG et al., 2018) ou detectam em concentragdes menores, como
no trabalho de Santos et al. (2016), onde foi detectado 0,6 g Kg ™ de MS em silagens de milho
inoculadas apos 90 dias de fermentacdo. A presenca de acido butirico pode ser um indicativo
do desenvolvimento de bactérias produtoras do acido butirico, como aquelas pertencentes ao
género Clostridium. O crescimento de tais bactérias é favorecido em alta atividade de agua,

uma vez que clostrideos requerem uma faixa de 0,952 a 0,971 de a,, entretanto, o crescimento
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é limitado em baixos pH como no caso dos valores encontrados nas silagens (MUCK et al.,
2003).

Dessa forma, uma possibilidade € que outras bactérias produtoras de &cido butirico
possam ter contribuido para esses resultados, como, por exemplo, BAL presentes na
populacio epifitica da forragem. Ozcelik et al. (2016) investigaram a capacidade de produgdo
de &cidos organicos por diferentes espécies de BAL e confirmaram a producdo de acido
butirico em caldo MRS por espécies como L. plantarum e L. acidophilus.

Com 29 dias de estocagem os fungos filamentosos estavam em uma populagdo muito
pequena, abaixo do limite de deteccdo (<2 log UFC g™). Com 103 dias de estocagem, os
fungos filamentosos se desenvolveram numa populacdo significativa (aproximadamete 4 log
UFC g™*) em todas as silagens. Com 193 dias a populagdo reduziu novamente, indicando que
a exposicao prolongada as condigdes de anaerobiose e baixo pH limitaram o crescimento dos
fungos. Uma possibilidade, pouco provavel, pois os silos foram bem manejados, é da
presenca expressiva de fungos filamentosos no tempo 103 dias ter sido decorrente de
contaminacdo ambiental. Isso porque a espécie Aspergillus fumigatus que foi isolada nesse
tempo com populagcdes também expressivas é comumente encontrada no ambiente e apresenta
conidios facilmente dispersos pelo ar (KWON-CHUNG & SUGUI, 2013).

O valor do pH nas silagens ap6s 24 horas de exposic¢do ao ar foi numericamente maior
comparado com pH das silagens no momento da abertura, com excec¢do das silagens controle
e inoculada com L. farraginis aos 103 dias de estocagem. O aumento nos valores de pH
observados nas silagens controle e L. buchneri possivelmente foi devido ao fato da contagem
de leveduras ter sido maior também, como pode ser observado nas Figuras 1, A-C e 2, A-C,
uma vez que esses microrganismos sdo os iniciadores da deterioragdo aerObia através do

consumo do acido latico responsavel pelo abaixamento do pH (MUCK, 2010).

As caracteristicas macro e microscopicas dos fungos filamentosos foram utilizadas
para identificacdo morfologica dos mesmos. Posteriormente a identificagdo morfoldgica, fez-
se a identificacdo atraves da tecnica MALDI-TOF MS para os FF e leveduras. De acordo com
Lima & Santos, (2017) essa técnica apresenta potencial para contribuir para uma rapida e

confidvel identificacdo de fungos deriorantes de alimentos.

As espécies de leveduras Candida intermedia, Candida haemulonii, Cryptococcus

flavescens, Hanseniaspora opuntiae e Wickerhamomyces anomalus foram encontradas na planta
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fresca. No trabalho de Carvalho et al. (2017) com silagens de milho reidratado a espécie
Wickerhamomyces anomalus também foi encontrada no tempo zero de estocagem. Similar ao
nossos resultados, Keshri et al., (2018) também relataram uma reducdo na diversidade fangica
ao longo do tempo de estocagem. Nesse trabalho, também com silagem de milho de planta
inteira, o género Candida apresentou abundancia relativa de 70 e 45% em silagens inoculadas
e ndo inoculadas, respectivamente, com 30 dias de ensilagem. Em nossos resultados, apenas
Candida glabrata foi isolada nas silagens controle e L. buchneri com 29 dias de estocagem,
porém com populagdes similares. A espécie Ca. glabrata também foi isolada da planta e da
silagem de milho de planta inteira no trabalho de Wang et al. (2018). Candida glabrata é um
patdgeno oportunista de grande relevancia, capaz de resistir as defesas do sistema imune de
hospedeiros e causar severas infecces (SILVA et al.,, 2012), sendo, portanto, um

microrganismo indesejavel na silagem.

A diversidade de leveduras encontrada nas silagens foi baixa, diferente dos resultados
obtidos por Santos et al., (2017) que encontraram mais de dez espécies de levedura em
amostras de silagens de milho de fazendas dos Estados Unidos. Possivelmente, a reducéo da
diversidade na silagem comparada a planta fresca, foi devido a répida fermentacdo pelas
BAL, que limitou o crescimento de espécies pouco tolerantes a acidez, anaerobiose e acido

acetico considerando que esse acido foi detectado a partir de 29 dias de estocagem.

Fungos filamentosos pertencentes ao género Fusarium foram isolados da planta fresca,
0 que é justificAvel uma vez que esses esses fungos sdo comumente associados com
infestacOes da cultura ainda no campo (DRIEHUIS et al., 2018). Do mesmo modo fungos do
género Phoma sdo conhecidos por serem patdgenos eficientes de culturas de importancia
econbmica e sdo geograficamente disseminados (AVESKAMP, De GRUYTER, CROUS,
2008). Ja os fungos do género Beauveria sdo patdégenos de insetos com uma ampla
diversidade de hospedeiros (IMOULAN et al., 2017). Por isso sua presenca na planta fresca
pode ter sido devido a dispersdo de seus conideos por insetos infectados. Nenhum desses
géneros persistiu apos a ensilagem, provavelmente por néo tolerarem condicGes de anerobiose

e 0 ambiente acido proporcionado pela fermentacéo eficiente das BAL.

Fungos do género Monascus foram encontrados no trabalho de Keshri et al., 2018 em
silagens de milho estocadas por 90 dias. J& em nosso trabalho o género predominou nas
silagens com 29 dias de estocagem. Os fungos Monascus sp. sdo amplamente utilizados na

industria alimenticia, pois produzem pigmentos utilizados como aditivos ou corantes, sendo
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relatado inclusive propriedades antioxidantes e antimicrobianas desses compostos
(AGBOYIBOR et al., 2018). Algumas espécies, como M. ruber e M. Purpureus, sdo capazes
de co-produzir a micotoxina citrinina que apresenta efeitos nefrotdxicos, representando assim
um risco para salde animal e humana (Yl HE & COX, 2016; MAGRO et al., 2016).
Entretanto, em nosso trabalho os fungos identificados pertencentes a esse género foram
testados quanto ao potencial para producéo de citrinina e ndo foram produtores.

O género Aspergillus foi predominante a partir de 103 dias de estocagem, com a
espécie A. fumigatus presente em todas as silagens. Spadaro et al. (2015) também
encontraram A. fumigatus como espécie predominante ap6s exposi¢éo aerobia em silagem de
milho de planta inteira. Carvalho et al. (2016) isolaram A. fumigatus de todas as amostras de
silagens obtidas de seis diferentes regides no sul do estado de Minas Gerais. A alta resisténcia
desse fungo a fatores de estresse como baixo pH e baixa concentracdo de oxigénio,
possibilitam que essa espécie sobreviva na silagem muito mais que outras espécies de fungos
(GONZALEZ PEREYRA et al., 2011). Dois fatores problematicos podem surgir a partir da
presenca de A. fumigatus em silagens e representar risco a satde animal e humana. Primeiro é
relativo ao potencial que o fungo apresenta para producdo de micotoxinas como as gliotoxinas
(SCHARF et al., 2012). Segundo, Aspergillus fumigatus apresenta notavel toleréncia a
estresse e capacidade de invadir o sistema imune de hospedeiros, o0 que o torna um patégeno
oportunista muito efetivo responsavel por causar sérios casos de aspergilose (PAULUSSEN et
al., 2016).

A espécie Aspergillus flavus também foi isolada das silagens controle e L. buchneri
com 103 dias de estocagem. Apesar de estar presente em uma menor populacdo sua presenca
também pode representar riscos. Algumas cepas tém a capacidade de produzir as micotoxinas
aflatoxinas, que podem comprometer a seguranca de produtos alimenticios de origem animal
(DRIEHUIS et al., 2018). As aflatoxinas s&o metabolizadas pelos ruminantes no figado e
podem acabar contaminando, por exemplo, o leite, como no caso da AFB; que quando é
consumida em altas concentragdes sofre conversdo para AFM; e pode ser encontrada nesse
produto em até 12 horas (GONZALEZ-PEREYRA et al., 2008).

Os resultados negativos para o potencial micotoxigénico dos isolados de Aspergillus
flavus e Monascus sp. devem ser avaliados com cautela e n&o séo suficientes para confirmar a
auséncia de micotoxinas nas silagens. A ativacdo de rotas genéticas para a biossintese de

metabolitos secundarios, como as micotoxinas, ocorre de forma efetiva principalmente em
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condicBGes onde ha dois ou mais microrganismos interagindo (VENKATESH & KELLER,
2019). As metodologias utilizadas na avaliacdo de producdo de micotoxinas podem ter tido
algum efeito sobre os resultados, uma vez que, os isolados fungicos, apesar de terem sido
submetidos a fatores estressantes, como meio de cultura com baixa a,, foram cultivados de

forma isolada nas placas.

Além disso, a presenca de fungos ndo confirma que ha micotoxinas na silagem, e o
contrario também é valido, ou seja, a auséncia dos fungos ndo indica auséncia de micotoxinas
(RODRIGUEZ et al., 2015; ZAIN, 2011). Carvalho et al. (2016) relataram a presenca de
micotoxinas em amostras de silagens das quais nenhum fungo foi isolado. Ao contrario dos
fungos, as micotoxinas sdo quimica e termicamente estaveis e por isso resistentes aos
processamentos e armazenamento de alimentos, podendo, por exemplo, permanecer e resistir
as condicgdes da ensilagem (ANFOSSI et al., 2016; OGUNADE et al., 2018).

Ademais, a ativacdo de genes envolvidos na biossintesse das micotoxinas respondem a
diferentes estimulos ambientais e/ou condicGes de estresse (FOX & HOWLETT, 2008;
MUCK, 2010; REVERBERI et al., 2010). Assim, a presenca de genes envolvidos nas rotas
metabdlicas para sintese de micotoxinas ndo é indicativo obrigatério da producdo da toxina
por um fungo. Ferrero et al. (2019) analisando a presenca de quatro genes envolvidos na
biossintese de aflatoxinas em isolados fungicos de silagem de milho verificaram que, apesar
de 64% dos isolados possuirem o0s quatro genes, apenas 43% deles produziram AF in vitro.
De acordo com Ogunade et al. (2018) fatores como o pH, temperatura, atividade de &gua,
atividade de insetos e estresse oxidativo podem predispor silagens a contaminacao fingica, e

consequentemente, a possibilidade de producdo de micotoxinas.

O MALDI-TOF MS foi eficaz na identificacdo das espécies A. flavus e A. fumigatus,
que sdo espécies comuns em diagnosticos clinicos. A efetividade da técnica MALDI-TOF MS
em aumentar a acurécia da identificacdo de espécies clinicas de FF foi comprovada no
trabalho de Gautier et al. (2014). As demais espécies de fungos encontradas em nossas
silagens ndo sdo comumente associadas a diagnosticos clinicos, o que possivelmente pode ter
dificultado a identificacdo pelo Biotyper 3.0 Software, uma vez que apresenta banco de dados
robusto para espécies clinicas. Entretanto, o0 MALDI-TOF MS apresentou potencial como
ferramenta auxiliar para agrupamento e identificacdo de especies fungicas isoladas de silagem

de milho.
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Conhecer a dindmica na diversidade fangica durante a ensilagem de milho possibilita
compreender melhor as espécies que contribuem para a deterioracdo aerobia. Pesquisas como
a nossa possibilitam ainda o isolamento desses microrganismos e o estudo de suas
caracteristicas fisioldgicas, facilitanto a viabilizacdo de estratégias para aumentar a
estabilidade aerdbia e, assim, melhorar a recuperacdo de MS, energia e nutrientes das

silagens.
5 CONCLUSAO

Fungos filamentosos como Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus sdo indesejaveis
em silagens de milho, pois afetam a qualidade nutricional e trazem prejuizos a satde animal,
principalmente se houver contaminacdo com micotoxinas. Assim, a inibicdo de fungos em
silagem de milho é de suma importancia e no presente trabalho foi decorrente da exposicdo
prolongada a varios fatores da silagem e da combinacdo dos seus efeitos, como preservacéo
das condicBGes anaerodbicas, fermentacdo eficaz, producdo de acidos que promovam o
abaixamento do pH e producdo de compostos com propriedades antifungicas. A adicdo das
cepas L. buchneri (CCMA 1366) e L. farraginis (CCMA 1632) nas silagens possibilitou uma
fermentacdo eficiente, com producgdo de &cido acético suficiente para inibir principalmente
leveduras, microrganismos iniciadores da deterioracdo. Mais estudos sdo necessarios para
verificar se essas cepas contribuem para aumentar a estabilidade aerdbia das silagens e assim

confirmar o potencial uso das mesmas como inoculantes em silagem de milho.
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