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RESUMO GERAL

O objetivo do estudo foi verificar se o pH melhor se relaciona com a
deterioracdo aerobia do que a temperatura. Amostras de silagem foram
coletadas em vinte e cinco propriedades rurais do Sul de Minas Gerais no
periodo de Novembro de 2015 a Dezembro de 2016. Foram realizadas
avaliacGes de temperatura, densidade e coleta de amostras para composicao
guimica, fermentativa e microbiol6gica em quatro posi¢cdes no silo: trés
posicdes periféricas (PL, Pl e PC) coletadas a 200 mm de profundidade, e
uma posi¢do no centro do painel do silo (CT) coletada a 400 mm de
profundidade do painel do silo. O delineamento utilizado foi o de blocos
casualisados com quatro tratamentos e vinte e cinco repetigdes. Os dados
foram submetidos & andlise de variancia, utilizando-se o recurso PROC
ANOVA do programa SAS 9.1. O Coeficiente de correlacdo de Pearson foi
usado por meio do recurso PROC CORR do programa SAS 9.1 para 0s
dados de temperatura, composi¢do quimica e microbioldgica da silagem de
milho e também para as diferencas de pH entre PL,Pl , PC e CT. Foram
criados os indices de aquecimento (DT 40) e relacionado ao pH (DpH),
calculado através das diferencas de temperatura e pH das amostras
periféricas das amostras do centro. O tratamento CT apresentou menor valor
de pH e contagens de leveduras, e maior concentragcdo de &cido latico e
acucares frente aos outros tratamentos. O crescimento de leveduras acima de
5 log ufc/g se relacionou com maiores valores de temperatura e pH. Os
dados deste trabalho mostram que o pH pode ser Gtil em detectar o processo
de deterioracdo aerobia em seu estagio inicial, e pode ser usado em conjunto
com a temperatura alertando assim os produtores para o inicio de uma
deterioracéo.

Palavras-chave: Deterioracdo aerdbia, leveduras, posicdes periféricas



GENERAL ABSTRACT

The objective of the study was to verify if pH is better related to aerobic
deterioration than temperature. Silage samples were collected at twenty-five
rural properties in the South of Minas Gerais from November 2015 to
December 2016. Temperature, density and sample collection were evaluated
for chemical, fermentative and microbiological composition at four positions
in the silo: Three peripheral positions (PL, Pl and PC) collected at 200 mm
depth, and a position in the center of the silo panel (CT) collected at 400 mm
depth. The design used was randomized blocks with four treatments and
twenty five replicates. Data were submitted to analysis of variance using the
PROC ANOVA of the SAS 9.1. The Pearson correlation coefficient was
used using the PROC CORR of the same program. The indices DT40 and
DpH were created calculated by the temperature and pH differences of the
peripheral samples of the center samples. CT treatment showed lower pH
and yeast counts, and higher concentration of lactic acid and sugars
compared to other treatments. Yeast growth above 5 log cfu / g was
associated with higher temperature and pH values. The data from this work
show that pH may be useful in detecting the aerobic deterioration process at
its early stage and can be used in conjunction with temperature thus
prompting producers to begin deterioration.

Key words: Aerobic deterioration, yeasts, peripheral positions
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CAPITULO 1 Introducéo Geral

1 INTRODUCAO

A ensilagem é o principal método de conservacdo de forragens em
paises tropicais (ADESOGAN, 2009), sendo a cultura do milho a mais
utilizada para producdo de silagem em propriedades rurais com atividade
leiteira no Brasil (BERNARDES; REGO, 2014).

A silagem de milho é usada como fonte de energia e fibra em dietas
de bovinos leiteiros, devido & presenca do amido e dos carboidratos fibrosos
(COSTA et al,. 2013). A alta concentracdo de amido é benéfica por estimular
a producéo de proteina microbiana no ramen, aumentando a producdo de
leite e a concentragdo de proteina do leite. A presenca da fibra estimula a
salivacdo, que tampona a acidez ruminal, evitando assim varios problemas
de salde, sendo também um precursor de gordura do leite (ADESOGAN,
2010).

Dentre as estruturas de estocagem, o silo trincheira é amplamente
utilizado nas fazendas zootécnicas (BERNARDES; REGO, 2014) por
possuir vantagens como: ter um custo relativamente baixo, além de permitir
a manipulacdo de grandes volumes de forragem no momento do
abastecimento e desabastecimento (SAVOIE; JOFRIET, 2003). Porém sua
configuracdo permite que grandes &reas do material ensilado estejam
expostas ao ambiente (BORREANI; TABACCO; CAVALLARIN, 2007). O
ar pode penetrar no interior da massa, em maior escala no topo e nas zonas
laterais em contato com a parede (BOLSEN et al., 1993), principalmente no
momento de desabastecimento e alimentacdo, desencadeando a proliferagdo
de microrganismos oportunistas presentes na massa como leveduras e fungos
filamentosos. A presenca desses microrganismos acarreta perdas no valor
nutritivo da silagem pelo consumo de substancias energéticas presentes na
forragem, e como consequéncia ocorre deterioracdo aerdbia da silagem
(LINDGREN et al., 1985).
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O processo de deterioracdo aer6bia muitas vezes é negligenciado
pelos produtores, principalmente quando ndo h& presenca de fungos
filamentosos na massa, fazendo com que as perdas ndo sejam visiveis.
Porém guando esse processo estd ocorrendo na fazenda, o problema nédo se
limita apenas as perdas de matéria seca (MS) (BERNARDES et al., 2015).
Quando animais consomem silagem deteriorada, ha uma diminuicdo na
ingestdo de matéria seca, e consequentemente no desempenho, pois estes
ficam relutantes em consumir silagens instaveis especialmente durante o
verdo, quando o consumo ja estd comprometido (MAHANNA AND
CHASE, 2003; KUNG, 2009). Além disso, a ingestdo dessas silagens pode
ter consequéncias negativas para a satde animal (LINDGREN et al., 2002),
e podem causar contaminagdo de produtos como o leite e o queijo
(TABACCO et al., 2009). Por essas razdes identificar deterioracdo aerdbia
da silagem na fazenda é de fundamental importancia, evitando perdas
econdmicas para os produtores.

Diante da relacdo que existe entre a composicdo microbiana da
silagem durante a fase de desabastecimento do silo e a deterioragdo aerdbia,
fazem-se necessarios métodos de facil mensuracdo que possam ser utilizados
para detectar deterioragdo aerdbia em silagens, auxiliando os produtores no

dia-a-dia na fazenda.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Silagem de Milho

No Brasil, a silagem de milho é a principal fonte de forragem
utilizada durante todo o ano em sistemas de confinamento e durante parte do
ano em sistemas de pastejo (BERNARDES et al., 2015). Esse fato ocorre,
pois a silagem de milho apresenta caracteristicas que a torna favoravel ao
processo de ensilagem, tais como, elevado valor nutritivo, elevado potencial
de producdo de MS e alta ensilabilidade (ALLEN; COORS; ROTH, 2003),
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além disso, ha a vantagem do processo de colheita e manipulacéo da silagem
serem mecanizados (BERNARDES et al., 2015).

A planta de milho apresenta alta ensilabilidade devido algumas
caracteristicas que influenciam na qualidade da fermentacdo da massa
ensilada, bem como, concentracdo de MS ideal no momento de corte, alta
concentracdo de carboidratos solUveis e baixo poder tamponante (BUXTON;
O’KIELY, 2003). Além disso, o milho é uma cultura flexivel, podendo-se
fazer silagem da planta inteira ou silagem dos grdos (BERNARDES;
MORALIS; SILVA, 2012).

Um fator de grande importancia que afeta a qualidade da silagem de
milho é sua alta propensdo a deterioragdo quando exposta ao ar,
principalmente em ambientes de clima quente (ASHBELL et al., 2002;
BERNARDES; ADESOGAN, 2012).

Silagens de milho com adequado padrdo fermentativo apresentam
altos teores de é&cido latico e carboidratos sollveis em agua (CSA)
remanescentes, que sdo utilizados como substrato preferencial para o
crescimento de leveduras e fungos filamentosos ap6s a abertura do silo, ou
até mesmo na fase de armazenamento (se 0 oxigénio entra em contato com a
massa), além disso, essas silagens podem apresentar baixa quantidade de
produtos inibidores de microrganismos deterioradores, como o acido acético
(TABACCO et al., 2009).

2.2 Deterioracdo Aerobia

Na fazenda, a exposi¢do da silagem ao ar é dificil de ser controlada.
Durante o periodo de armazenamento, o oxigénio pode penetrar na massa
por difusdo ou através de danos fisicos ao filme plastico que veda o silo.
Além disso, ap6s a abertura do silo, a exposicdo ao oxigénio € inevitavel,
desencadeando o crescimento de microrganismos aerébios (DRIEHUIS et
al.,1999).
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O processo de deterioracdo aer6bia é iniciado pela acdo de
leveduras, causando elevacdo do pH, a medida que ocorre 0 processo de
oxidacdo dos produtos da fermentacdo da silagem, principalmente de &cido
latico (PAHLOW et al., 2003). Em silagem de milho, ocasionalmente as
bactérias do &cido acético também podem estar presentes no inicio da
deterioracdo aerobia (PAHLOW et al., 2003).

O desenvolvimento de fungos filamentosos acontece em sucessao ao
aparecimento das leveduras (McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991),
e a deterioracdo causada pelos mesmos determina as perdas de elementos
nutritivos e de energia, além do risco de contamina¢do por micotoxinas
(LINDGREN; OLDENBURG; PAHLOW, 2002).

Desse modo, a manutencdo da anaerobiose e a queda do pH
constituem os fatores que sdo responsaveis pela preservacao da forragem que
esta sendo estocada (PAHLOW et al., 2003), pois 0s microrganismos
capazes de deteriorar a silagem sdo inibidos pelo efeito sinérgico dos acidos
produzidos durante a fermentacdo. S&o inibidos também pela pressdo
osmdtica (determinada pela concentracdo de MS na colheita), além da
auséncia de oxigénio (WOOLFORD, 1990).

Alguns fatores vao influenciar no aparecimento da deterioracdo
aerdbia durante a etapa de conservagdo, tais como a disponibilidade de
nutrientes, e a temperatura ambiental (ndo passivel de controlar) (ASHBELL
et al.,, 2002). Outros fatores estdo relacionados ao manejo durante a
ensilagem como: concentracdo de MS da cultura, tamanho de particula, taxa
de enchimento do silo, compactacéo, densidade, vedacdo e uso de aditivos
(populagdo de microrganismos). Com relacdo ao manejo de abertura, a taxa
de retirada diaria de silagem do painel pode ser determinante no processo de
aparecimento da deterioracdo aerdbia (BORREANI; TABACCO, 2012).
Estes fatores tém em comum que, em maior ou menor grau, podem ser

controlados com estratégias de manejo.
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2.3 O papel das leveduras na deterioracdo aerobia

Quando a silagem é exposta ao ar, microrganismos aerdbios podem
tornar-se ativos. As leveduras desempenham um papel importante na
iniciacdo da deterioracdo aerdbia da silagem (JONSSON e PAHLOW,
1984). Estes microrganismos tendem a crescer aerobicamente, mas podem
fermentar os acgucares anaerobicamente (McDONALD; HENDERSON,;
HERON, 1991).

Imediatamente apds a ensilagem, leveduras competem com outros
microrganismos por substratos fermentaveis, e, durante a primeira semana a
populacdo de leveduras pode atingir 10" ufc/g (JONSSON e PAHLOW,
1984). Uma diminui¢do gradual na contagem de leveduras acontece no
decorrer da fase de armazenamento, dependendo de fatores como pH,
anaerobiose e concentracdo de acidos organicos (BORREANI; TABACCO,
2009). Jonsson e Pahlow (1984) relataram que a presenca de oxigénio
aumentou a sobrevivéncia e o crescimento de leveduras, enquanto um nivel
elevado de &cido acético reduziu a sua viabilidade durante o armazenamento.

As leveduras ndo sdo inibidas pelo baixo pH encontrado nas
silagens, sobrevivendo sob limites de pH variando entre 3,5 e 6,5, sendo que
algumas cepas podem suportar pH inferior a 2 (McDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991). Além disso, tem O6timo crescimento a
temperaturas de até 40 °C (TABACCO et al., 2009).

Sob condigdes aerdbicas as leveduras oxidam 0s agUlcares e 0 acido
latico, resultando na produgdo de CO,, H,O e calor e, portanto, causam
deterioracdo (WOOLFORD, 1990) e perda de componentes nutritivos
(KUNG et al.,1998).

Segundo Pahlow et al. (2003), as leveduras que degradam o acido
latico sdo os microrganismos iniciadores da deterioragdo aerdbia em silagens
de milho. Na presenca de O,, 0 &cido latico é transformado em &cido acético,
CO,, e 4gua, acompanhado de elevacao da temperatura e do pH da silagem,

permitindo bactérias (por exemplo, bacilos) e fungos (Aspergillus, Fusarium,
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Penicillium) crescerem e reduzirem ainda mais a qualidade da silagem
(McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991 ; TABACCO et al., 2009).

A populacédo de leveduras associada a deterioracdo de silagens pode
ser dividida em dois grupos. O primeiro grupo é constituido por leveduras
com alta capacidade de fermentar aglUcares, mas capacidade varidvel de
assimilar &cido latico (SANTOS et al., 2017). Estes organismos incluem
Saccharomyces Cerevisiae e espécies de Torulopsis. O segundo grupo €
constituido por leveduras com alta capacidade respiratéria e afinidade pelo
acido lactico, que inclui espécies de Candida, lIssatchenkia, Pichia,
Hansenula, e Endomycopsis (MOON e ELY, 1979, McDONALD et al.,
1991, SANTOS et al., 2017). Segundo Pahlow et al. (2003), leveduras dos
géneros Candida e Hansenula (Pichia) sdo particularmente prolificos em
aerobiose, pela habilidade de assimilar lactato e pela forte afinidade com a
glicose.

A oxidacdo completa tanto do acido latico quanto dos agUcares gera
calor (BORREANI; TABACCO, 2009). Portanto, a temperatura pode ser
utilizada como um indice de aquecimento associado a deterioracdo aerdbia,
uma vez que os aumentos de temperatura sdo relacionados com atividade de
leveduras e perda de MS e poderiam ter aplicacdo em alertar os agricultores
para o inicio da deterioracdo aerébia (BORREANI; TABACCO, 2009).

Uma vez que um dos substratos utilizados pelas leveduras é o acido
latico, e, com o consumo deste ocorre aumento dos valores de pH, outro
indicador de deterioracdo € a mensuragdo das alteracbes do pH
(McDONALD; HENDERSON; HERON,1991).
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CAPITULO 2: Uso do pH como indicador da deteriorag&o aerobia de
silagens de milho em condic¢des praticas

RESUMO

O milho é a cultura mais utilizada no Brasil na forma de silagem,
principalmente por produtores de leite. Porém silagem de milho é
particularmente susceptivel & deterioracdo aerobia quando exposta ao
oxigénio. A temperatura da silagem é um parametro que pode ser mensurado
e relacionado com a deterioragdo aerdbia, porém o calor gerado na
deterioracdo pode ser confundido com calor de fermentacéo, sendo assim o
pH uma variavel que pode vir a ser um melhor parametro para detectar
deterioracdo. O objetivo do estudo foi verificar se o pH melhor se
correlaciona com a deterioracdo aer6bia do que a temperatura. Amostras de
silagem foram coletadas em vinte e cinco propriedades rurais do Sul de
Minas Gerais no periodo de Novembro de 2015 a Dezembro de 2016. Foram
realizadas avaliacOes de temperatura, densidade e coleta de amostras para
composic¢do quimica, fermentativa e microbioldgica em quatro posi¢ées no
silo: trés posicBes periféricas (PL, Pl e PC) coletadas a 200 mm de
profundidade, e uma posi¢éo no centro do painel do silo (CT) coletada a 400
mm de profundidade do painel do silo. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado com quatro tratamentos e vinte e cinco repeti¢des.
Os dados foram submetidos a analise de variancia, utilizando-se o recurso
PROC ANOVA do programa SAS 9.1. O Coeficiente de correlagdo de
Pearson foi usado por meio do recurso PROC CORR do programa SAS 9.1
para os dados de temperatura, composicdo quimica e microbioldgica da
silagem de milho e também para as diferencas de pH entre PL,PI , PC e CT.
O tratamento CT apresentou menor valor de pH e contagens de leveduras, e
maior concentragdo de &cido latico e agucares frente aos outros tratamentos.
O crescimento de leveduras acima de 5 log ufc/g se relacionou com maiores
valores de temperatura e pH. Os dados deste trabalho mostram que o pH
pode ser util em detectar o processo de deterioragdo aerdbia em seu estagio
inicial, e pode ser usado em conjunto com a temperatura alertando assim o0s
produtores para o inicio de uma deteriorag&o.

Palavras-chave: Deterioracdo aerdbia, Leveduras, Posi¢des periféricas.
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ABSTRACT

Corn is the most used crop for silage making on Brazilian dairy farms.
However, corn silage is particularly susceptible to aerobic deterioration
when exposed to oxygen. The temperature of the silage is a parameter that
can be measured and related to the aerobic deterioration, but the heat
generated during the fermentation process can be confused with heat of
deterioration. Thus, the pH is a variable that may be used as a parameter to
detect spoilage. The objective of this study was to verify the relationship
between pH and aerobic deterioration on commercial dairy farms. Silage
samples were collected at twenty-five properties in the South of Minas
Gerais from November 2015 to December 2016. Physical, chemical,
microbiological characteristics were measured at four locations at the silo
face: 3 at the top (lateral, center, and an intermediate between them) and 1 at
the silo core. A completely randomized design with four treatments and
twenty-five replications was used. Data were submitted to analysis of
variance using the PROC ANOVA of the SAS 9.1. The Pearson correlation
coefficient was used using the PROC CORR of the same program. The core
treatment had lower pH value and yeast counts, and higher concentration of
lactic acid and sugars compared to other treatments. Yeast growth above 5
log cfu/g and was associated with higher temperature and pH values. The
data from this study show that pH may be useful in detecting the aerobic
deterioration process at its early stage, and can be used in combination with
temperature, alerting farmers to the onset of deterioration.

Keywords: Aerobic deterioration, Yeasts, Peripheral areas.
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1 INTRODUCAO

O milho € a cultura mais utilizada no Brasil na forma de silagem,
principalmente por produtores que se dedicam a produgdo de leite. Ela é
considerada adequada para ser ensilada por possuir caracteristicas favoraveis
a fermentacdo (McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991).

O processo de ensilagem baseia-se na fermentacdo em condicGes
anaerdbias pelo qual bactérias acido laticas (BAL) epifiticas convertem
carboidratos soltveis em agua (CSA) em &cidos organicos, principalmente o
acido latico. Como resultado, o pH diminui e entdo a massa de forragem é
preservada pela inibicdo do crescimento de microrganismos deterioradores
(PAHLOW et al., 2003).

A silagem de milho é particularmente susceptivel a deterioracdo
aerdbia quando a mesma é exposta ao oxigénio no silo ou no cocho
(BORREANI E TABACCO, 2010).

O processo de deterioracdo se inicia por acdo de leveduras que séo
acido-tolerantes e estdo presentes na silagem, e em condi¢Oes aerobiose
aumentam seu crescimento e sobrevivéncia (JONSSON e PAHLLOW,
1984). As leveduras assimilam o lactato ocorrendo aumento do pH e da
temperatura, 0 que permite a sucessdo de outros organismos aerdbios na
silagem (PAHLOW et al., 2003).

A temperatura da silagem é um parametro que pode ser mensurado e
relacionado com a deterioracdo aerobia, pois sua elevacao e sua manutengao
ao longo do tempo sdo reflexos do crescimento de leveduras e fungos
filamentosos. Um método proposto por Borreani e Tabacco (2010) utiliza a
temperatura do centro da massa de silagem de milho como referéncia as
demais partes do painel que desejam ser avaliadas. Segundo esses autores,
quando a temperatura de qualquer ponto da massa é superior a 5 °C em
relacdo ao centro ha fortes indicios de inicio de deteriorag&o.

O processo de fermentacdo também gera um aumento de

temperatura na massa, pois é resultante de um conjunto de reagdes
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bioguimicas, em que alguns microrganismos obtém energia (McDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991). Esse aumento de temperatura ocorre
principalmente gquando o abastecimento do silo é lento, fato comum no nosso
pais. Desse modo, a mensuracdo da temperatura como fator de deterioracdo
pode ser confundida com calor gerado pela fermentacdo. Portanto, é
necessario que outra varidvel mais acurada frente a temperatura ou associada
a ela que possa detectar a deterioracao.

O pH é uma variavel que pode ser utilizada, pois qualquer alteracao
pelo consumo de acido latico pelas leveduras é capaz de ser detectado, ou
seja, no caso de silagens de milho onde ndo ha efeito de tamponamento, o
pH aumenta quando h& o consumo de &cido latico, permitindo o
desenvolvimento de alguns microrganismos indesejaveis quando a silagem é
exposta ao ar. Desse modo, o0 objetivo deste estudo foi o de avaliar a variavel
pH como indicadora de deterioracdo aerdbia de silagens de milho estocadas

em fazendas comerciais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo das amostras

As amostras foram coletadas em vinte e cinco propriedades rurais do
Sul de Minas Gerais que utilizavam silagem de milho na alimentagdo dos
animais. As coletas foram realizadas no periodo de Novembro de 2015 a
Dezembro de 2016. Em cada propriedade um silo trincheira foi escolhido
para retirada das amostras. As fazendas leiteiras visitadas adotavam bom,
médio e ruim manejo na producdo de silagem para assegurar gque nao

somente silagens de alta qualidade tivessem sido avaliadas.
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2.2 Amostragens e Avaliagdes

A avaliacdo da temperatura da silagem foi realizada em quatro
posicBes na metade do painel de cada silo, que incluiram trés posi¢des no
topo do silo denominadas: periférica lateral (PL), situada a 30 cm do topo e a
20 cm da parede, periférica central (PC) localizada a 30 cm do topo e na
regido central do silo, periférica intermediaria (PI) situada entre as posicdes
PL e PC, e uma posi¢do no centro do painel (CT) conforme a Figura 1. Foi
utilizado um termdmetro acoplado a uma sonda (Dostmann eletronic GmbH,
modelo Serie P700, Alemanha). A temperatura nas posicGes periféricas
foram medidas a 200 mm de profundidade, e no centro a temperatura foi
medida 400 mm de profundidade. A silagem situada a 400 mm sofre menor
interferéncia do ambiente, e foi considerada como referéncia (BORREANI e
TABACCO, 2010).

Para a andlise de densidade as amostras foram coletadas nas mesmas
quatro posi¢fes em que a temperatura foi aferida. As amostragens foram
feitas por meio de uma furadeira elétrica acoplada a uma probe de 46 mm de
didmetro e 227 mm de comprimento (MUCK e HOLMES, 2000). Em
seguida, as amostras foram pesadas e seu peso associado ao volume da probe
para o célculo da densidade.

As amostras destinadas a determinagdo das analises quimica,
fermentativa e microbioldgica foram coletadas nas quatro posi¢des no painel
do silo, conforme a Figura 1, sendo que, no centro a amostra foi coletada a
400 mm de profundidade. Apds as coletas todas as amostras foram

imediatamente embaladas e seladas a vacuo.
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Figura 1 Representacdo do silo e as posi¢Oes de amostragem

2.3 Analises Quimicas e Microbioldgicas

As amostras foram subdivididas em trés subamostras. A primeira
subamostra foi destinada para a realizacdo das analises quimicas. Para
determinagdo da MS, conforme a Association of Official Analytical
Chemists - AOAC (1990) foi usada estufa de ventilagdo forgcada a 60 °C por
72 horas. Amostras foram moidas em moinho com peneira de crivo de 1 mm
para posterior determinagdo das cinzas (AOAC, 1990), proteina bruta (PB)
(AOAC, 1990), fibra em detergente neutro (FDN), utilizando a-amilase
termoestavel (VAN SOEST et al.,, 1991), amido (HALL e MERTENS,
2008), e carboidratos sollveis em &gua (DUBOIS et al., 1956). A
digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da FDN (DIVFDN)
foram determinadas pelo método proposto por Holden (1999), utilizando o
equipamento DAISY 1l (ANKOM Technology Corp, Fairport, NY, EUA). O
fluido ruminal foi coletado via cénula, duas horas ap6s a alimentacéo
matinal. Dois animais foram alimentados com uma dieta contendo 80% de
silagem de milho e 20% de concentrado.

A segunda subamostra foi designada para a determinacdo do pH,

nitrogénio amoniacal (N-NHs), acidos organicos e etanol. O pH e 0 N-NH;
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foram obtidos por meio de um extrato aquoso preparado com 30 g de
amostra e 270 g de &gua destilada, homogeneizado no aparelho Stomacher
(modelo Stomacher® 400, Seward). A mensuracao do pH e do N-NH; foram
feitas por meio de um eletrodo especifico, acoplado a um aparelho
multiparametro (Thermo Scientific Orion Star A214 pH / ISE).

Na determinacdo dos acidos organicos (latico, acético, malico,
succinico, isovalérico, propidnico e butirico) e do etanol e 1,2 propanodiol
foi utilizada a cromatografia liquida de alta precisdo (Shimadzu LC 10 Ai;
Shimadzu Corp., Tokyo, Japdo). O extrato da silagem foi obtido apés
homogeneizagdo no aparelho Stomacher (modelo Stomacher® 400, Seward)
durante 4 minutos, de 30 g de amostra fresca e 270 g de agua destilada. Dois
mililitros de amostra foram alocados em eppendorfs contendo 0,01 ml de
acido sulfarico 50%, e posteriormente levadas ao laboratério para
centrifugacdo, filtragem e injecdo. Para é&cidos organicos foi utilizado o
detector de radiacdo ultravioleta (UV-vis) com comprimento de onda de
210nm e para etanol e 1,2 propanodiol, um detector de indice de refracdo
(RID; 10A SPD-10Ai). O aparelho foi equipado com uma coluna de
exclusdo de ion (SUPELCO — SUPELCOGEL 8H-5cm-4.8mm) operando a
30 °C com um fluxo de corrida de 0,6ml/min com fase mdvel agua e acido
sulfarico 0,005M.

A terceira subamostra foi destinada para a contagem de leveduras e
fungos filamentosos. Para isso, um extrato aquoso com 30 g de amostra e
270 g de agua peptonada foi preparado e homogeneizado durante 4 minutos,
utilizando o aparelho Stomacher (modelo Stomacher® 400, Seward). As
contagens foram feitas utilizando a técnica de plagueamento em superficie
com o meio de cultura YGC Agar (Fluka, Sigma Aldrich Quimica Brasil
LTDA), onde foram preparadas diluicbes em série e duplicata. As placas de
Petri foram incubadas a 28 °C durante trés e cinco dias para leveduras e
fungos filamentosos, respectivamente, e posteriormente foi realizada a
contagem das coldnias, com base em suas caracteristicas macromorfoldgicas
(TABACCO et al., 2009).
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2.4 Delta pH e Delta temperatura

Com relacdo ao pH e a temperatura, foram determinados o0s
chamados Delta pH (DpH) e Delta Temperatura (DT40), calculados a partir
das diferencas dos valores de pH e temperatura das posicOes periféricas
(amostras de 200 mm de profundidade no silo) e do centro (400 mm de
profundidade). Esses indices foram utilizados para a visualizagdo da
dispersdo dos valores de leveduras e de fungos filamentosos (figuras 2 e 3).

2.5 Andlise Estatistica

O delineamento experimental realizado foi o de blocos casualizados,
com quatro tratamentos (posicdes na face do silo) e vinte e cinco repeticdes
(fazendas), considerando posi¢do como efeito fixo e fazenda como aleatério.

As contagens microbianas foram transformadas em log;, para
distribuicdo normal dos dados. Os dados de composi¢cdo quimica,
fermentativa e contagem de microrganismos de todos os pontos de cada silo
foram submetidos a analise de variancia, utilizando-se o recurso PROC
ANOVA do programa SAS 9.1 (STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM
INSTITUTE - SAS INSTITUTE, 2004) e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade para avaliar as posi¢cdes na face do
silo. As significancias foram declaradas quando o valor de P for inferior a
0,05.

O coeficiente de correlagdo de Pearson foi usado por meio do
recurso PROC CORR do programa SAS 9.1 (STATISTICAL ANALYSIS
SYSTEM INSTITUTE - SAS INSTITUTE, 2004), para correlacionar dados
de temperatura, composicdo quimica e microbiolégica com DpH das

amostras.
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3 RESULTADOS

Os valores médios de composicdo quimica, caracteristica
fermentativa e contagem microbiana do centro e das areas periféricas sao
mostrados na Tabela 1. O centro (CT) foi caracterizado pela MS variando de
23,2% a 38,4% com uma média de 32,9% e ndo apresentou diferenca em
relacdo as demais posicGes PL, Pl e PC (P = 0,8822). Para as variaveis FDN,
cinzas, PB, DIVMS e DIVFDN néo houve diferenca entre as posicdes (P >
0,05). Para CSA houve diferenca (P < 0,0001) de CT em relagcdo as trés
posicdes periféricas, sendo o maior valor médio o de CT comparado a PL, PI
e PC. Em relagdo ao amido houve diferenga entre as posi¢des (P = 0,0002),
CT apresentou maior média em relacdo a PL e Pl e PC apresentou valor
intermediario. Houve diferenca nos valores médios de densidade entre os
tratamentos (P < 0.0001) e CT apresentou o maior valor frente as posicoes
periféricas com média 726,3 kg/m® variando de 472 a 1005,7kg/m®. N&o
houve diferenca (P = 0,9293) para a temperatura das silagens.

Quanto ao perfil fermentativo, CT apresentou menor valor de pH (P
= 0,0002) e maior valor de &cido latico (P = 0,0029) com médias de 3,81 e
5,11%, respectivamente. Ndo houve diferenca entre os tratamentos para 0s
acidos: acético, malico, succinico, propidnico e isovalérico (P > 0,05). Para
CT e PL o é&cido butirico apresentou valor abaixo do limite de detecgéo,
chegando ao valor maximo de 1,14% da MS para PI, ndo havendo diferenga
entre os tratamentos (P = 0.5322). Nao houve diferenca entre os tratamentos
para etanol (P = 0,7029), 1,2 propanodiol (P =0,1760) e para a variavel N-
NH; (P = 0,1043).

Para a contagem de leveduras, PL apresentou a maior contagem
frente as demais posi¢oes (P = 0,0017), e, para fungos filamentosos nédo

houve diferenca entre os tratamentos (P = 0,1442).
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Tabela 1 Valores médios (variagdes entre parénteses) de composicao quimica, perfil fermentativo e contagem microbiol6gica das silagens de milho nas posicoes

periféricas (PL, PI, PC) e no centro (CT) (n=100)

Variavel CT PL Pl PC EPM P valor

MS (%) 32,9 (23,2 - 38,4) 33,3(21,4-43,7) 32,7 (18,4 - 42,8) 32,9 (23,3-39,7) 6,44952  0,8822
FDN (%) 52,0 (42,6 - 62,7) 55,2 (46,6 - 68,1) 55,4 (39,5 - 76,2) 54,9 (43,9 - 73,5) 30,12234  0,1050
Cinzas (%) 3,24 (2,41 - 4,99) 3,63 (2,38 - 6,25) 3,32 (1,87 - 5,12) 3,28 (1,65 - 4,49) 0,294583  0,0541
PB (%) 6,84 (4,61 - 9,43) 7,12 (4,75 - 9,34) 7,21 (4,53 - 9,45) 7,00 (4,51 - 9,85) 0,658748  0,4049
CSA (% MS) 5,07 (1,68 - 8,26) 4,04° (1,53 - 7,60) 3,76° (1,90 - 7,53) 3,80° (1,58 - 7,40) 0,999364 <0,0001
Amido (% MS) 26,3% (10,8 - 38,1) 20,8" (7,81 - 33,9) 21,1° (7,13 - 37,1) 23,3" (6,58 - 35,9) 20,70051  0,0002
DIVMS (%) 62,7 (48,4 - 73,1) 59,9 (48,7 - 67,9) 60,7 (35,9 - 73,1) 62,4 (46,2 - 72,4) 25,00728  0,1596
DIVFDN (%) 46,2 (31,1 - 58,8) 46,7 (21,0 - 73,8) 44,8 (19,2 - 66,2) 43,7 (23,8 - 68,8) 43,90696  0,5908
Densidade (kg /m?®) 726,3% (472 - 1005,7) 508,1" (259,3 - 851) 508,2" (289,7 - 692,3) 473,6° (222,3 - 674,2) 3,71947 <0,0001
Temperatura (°C) 29,3 (24,3 - 35,6) 29,5 (25,6 - 44,4) 29,0 (23,0 - 44,3) 29,0 (22,2 - 44,1) 8,638558  0,9293
pH 3,81° (3,60 - 4,11) 3,94% (3,61 - 4,20) 3,9° (3,70 - 4,08) 3,93% (3,66 - 4,20) 0,011922  0,0002
N-NH; (%N total) 10,2 (4,91 - 20,3) 8,69 (4,24 - 17,0) 9,95 (2,92 - 15,2) 10,3 (5,63 - 19,4) 6,62243  0,1043
Acido latico (% MS) 5,11% (0,75 - 14,0) 4,34% (2,14 - 6,14) 2,94° (1,09 - 6,50) 3,41° (1,09 - 9,94) 3,361747  0,0029
Acido acético (% MS) 0,95 (0,22 - 1,90) 0,79 (0,03 - 1,59) 0,67 (0,08 - 1,57) 0,66 (0,12 - 2,04) 0,16322 0,098

Acido propi6nico (%MS) 0,54 (0 - 1,28) 0,46 (0 - 1,20) 0,47 (0 - 1,64) 0,52 (0 - 1,01) 0,086163  0,7664
Acido isovalérico (%6MS) 0,35 (0 - 1,20) 0,28 (0-0,72) 0,28 (0 - 0,83) 0,53 (0-1,18) 0,130221  0,1131
Acido succinico (%MS) 0,17 (0 - 0,85) 0,29° (0 - 1,61) 0,11% (0 - 0,95) 0,09° (0 - 0,43) 0,045693  0,0255
Acido malico (%MS) 0,09 (0-0,32) 0,14 (0 - 0,39) 0,14 (0 - 1,04) 0,12 (0 - 0,59) 0,023942  0,6813
Acido butirico (%6MS) <0,001 <0,001 0,06 (<0,001 - 1,14) 0,03 (<0,001 - 0,51) 0,020729  0,5322
1,2-propanodiol (% MS) 1,58 (1,26 - 1,49) 1,53 (1,05 - 2,13) 1,33 (0-2,32) 1,32 (0-1,99) 0,094245  0,1760
Etanol (% MS) 0,54 (0 - 2,48) 0,45 (0 - 1,66) 0,34 (0-2,57) 0,46 (0 - 3,39) 0,273278  0,7029
Levedura log (ufc/g) <2,00° (<2,00 - 6,72) 3,65°(<2,0-7,7) 2,37* (2,18 - 6,98) 2,19% (<2,00 - 7,92) 3,921382  0,0017
FF log (ufc/g) <1,00 (<1,00 - 2,00) <1,00 (2,30 - 5,40) <1,00 (2,30 - 5,94) <1,00 (2,00 - 6,26) 0,779266  0,1442

Dados de composicdo quimica e perfil fermentativo sdo apresentados como % MS; MS: matéria seca; FDN: fibra em detergente neutro; PB: proteina bruta; CSA: carboidratos sollveis em
agua; DIVMS: digestibilidade in vitro da MS, DIVFDN: digestibilidade in vitro da FDN; N-NH;: nitrogénio amoniacal; FF — fungos filamentosos. CT: centro; PL: posi¢do periférica lateral;
PI: posicéo periférica intermediaria; PC: posicdo periférica central.

As médias em uma mesma linha com letras diferentes diferem entre si (P <0,05).
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Tabela 2 Coeficiente de correlacdo de Pearson para composicao quimica e microbiolégica das silagens e a diferenca de pH entre
as silagens das posicoes periféricas e o centro amostrado a 400 mm de profundidade no silo (DpH) (n=100)

Variavel Densidade = Temperatura Leveduras FF CSA Ac.Latico N-NH; Ac. Acético
Temperatura -0,18 "™

Leveduras -0,41** 0,57**

Fungos -0,25* 0,44** 0,39**

CSA 0,19N° -0,11M° -0,24* -0,11M

Ac.Latico 0,34** 0,02N° -0,08N° -0,06"° 0,29**

N-NH, 0,41** -0,16"° -0,34** -0,29** 0,28**  0,34**

Ac.Acético 0,35** -0,14N° -0,24* -0,15"° 0,3**  0,45** 0,3**

DpH -0,32** 0,31** 0,27** 0,25* 0,16  -0,16™° -0,01"  -0,18"™

*P <0,05; **P <0,01; NS=P >0,05.

As correlagdes entre 0 DpH e composicdo quimica e microbiana das
amostras de silagem sdo apresentados na Tabela 2. O DpH mostrou
correlagdo positiva com temperatura, levedura e fungos filamentosos,
enguanto que, foi negativamente correlacionado com densidade. A
temperatura das silagens também mostrou correlagdo positiva com fungos
filamentosos e leveduras, e com o DpH. Outras variaveis da silagem foram
intercorrelacionadas de varias maneiras.

As relagbes entre DT40 e DpH com contagem de leveduras e fungos
filamentosos das posicdes periféricas sdo mostradas nas Figuras 2 e 3. As
areas periféricas foram divididas em trés grupos: aquela com DpH inferior a
0,1 e um DT40 inferior a 3,5 °C (35%), outra com DpH maior que 0,1 e
DT40 menor que 3,5° C (50%), e finalmente a com DpH superior a 0,1 e um
DT40 Superior a 3,5 °C (15%). Dentro desse ultimo grupo, 91% das
amostras possuiam DT40 maior que 5 °C e contagem de leveduras superior a
5 log ufc/g.

As amostras das posices periféricas com contagem de leveduras
maior que 5 log ufc/g (29%) foram divididas com dois grupos, um com DpH

maior que 0,1 (73%) e outro com DpH menor que 0,1 (27%).
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Figura 2 Contagem de leveduras (a) e fungos filamentosos (FF) (b) das posi¢des periféricas em relagdo a diferenca de temperatura entre silagens das posic¢Ges periféricas e

o centro localizado a 400 mm de profundidade (DT40). As amostras agrupadas no circulo sdo silagens mal conservadas.
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Figura 3 Contagem de leveduras (a) e fungos filamentosos (FF) (b) das posi¢des periféricas em relagdo a diferenca de pH entre as silagens das posi¢des periféricas e o
centro localizado a 400 mm de profundidade (DpH). As amostras agrupadas no circulo sdo silagens mal conservadas.



4 DISCUSSAO

As fazendas visitadas tinham caracteristicas muito diferentes entre si
em se tratando do manejo do silo adotado. Informacdes a respeito da fase de
abastecimento do silo tais como: em quantos dias o silo foi abastecido e
vedado, informacBes da largura do silo, e aquelas relacionadas com
desabastecimento, (forma de retirada da silagem, e taxa de retirada por
semana), todas essas e outras caracteristicas podem ter influéncia na
gualidade final da silagem e justifica as variagdes nos valores da composicao
das silagens entre fazendas para uma mesma posi¢éo no silo.

H& muito tempo sdo conhecidos os efeitos deletérios do ar sobre a
silagem. As primeiras metodologias desenvolvidas para medir a estabilidade
aerdbia em escala de laboratério foram propostas por pesquisadores alemaes
na década de 70 (PAHLOW,; MUCK, 2009). Segundo Borreani e Tabacco
(2010), muitas subsequentes metodologias foram desenvolvidas, como a de
Honig (1990), que apresentou um método baseado no monitoramento do
aumento da temperatura da silagem em recipientes isolados. Outra
metodologia fundamentada na mensuragdo do CO, com titulacdo por KOH
foi desenvolvida por Ashbell et al. (1991). A padroniza¢do dos métodos veio
com o trabalho de Ranjit e Kung (2000), usado hoje como referéncia para
estabelecer trabalhos com estabilidade aerdbia sob diferentes condicoes.

O processo de oxidacdo é acompanhado por um aumento de calor,
portanto 0 aumento da temperatura pode ser um indicador da extensdo e
intensidade da deterioracdo aerdbia tanto em condi¢des experimentais como
praticas.

Ruppel et al., (1995) mensuraram as temperaturas durante a fase de
desabastecimento em profundidades de 200 mm em varias posi¢Oes ao longo
da area do painel, bem como a temperatura ambiente. Eles entdo definiram
um indice de aquecimento relacionado com a deterioracdo aerobia. O
problema desse método é que a temperatura ambiente nem sempre é uma boa

referéncia, principalmente em paises tropicais onde as temperaturas sdo mais
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altas. Borreani e Tabacco (2010) usaram esse indice relacionado a
temperatura ambiente como referéncia, mas também usaram o chamado
Dtref que seria a diferenca da temperatura das silagens do topo do silo
medidas a 200 mm e do centro medido a 400 mm de profundidade,
justificando o centro a 400 mm como referéncia, pois hd menos influéncia
das variagbes de temperatura que ocorrem no ambiente. Esses autores
usaram o Dtref acima de 3,5 °C e 5 °C para dividir as fazendas em grupos e
acima dessas temperaturas as silagens apresentavam deterioragdo aerdbia.

No presente estudo, além do indice DT40 tendo a temperatura do
centro como referéncia, houve a determinacao de outro indice, o DpH, que
segue 0 mesmo raciocinio, porém representa as diferencas de pH de cada
amostra das posicdes PL, Pl e PC medidas a 200 mm de profundidade e das
amostras de CT medidas a 400 mm de profundidade. Esses indices foram
criados para poder indicar que esta ocorrendo inicio de deterioracdo aerobia
em silagens do topo, a partir de um valor especifico. Na figura 2, a partir de
um DT40 acima de 5 °C, se encontravam fazendas com alta contagem de
leveduras e fungos filamentosos, e na figura 3, no caso do pH, em um DpH
acima de 0,2, se observa 0 maior nimero de fazendas com altas contagens de
leveduras e fungos filamentosos.

As leveduras sdo 0s principais microrganismos responsaveis pelo
inicio da deterioracdo aerdbia de silagens quando esta é exposta ao ambiente
(PAHLOW et al., 2003). A maioria das silagens € exposta ao oxigénio
durante o periodo conservacdo, devido a permeabilidade da lona ao oxigénio
e as dificuldades de realizar uma vedacdo adequada do silo, ou durante a fase
de desabastecimento, devido a baixa remocdo da silagem e o inadequado
manejo do painel (BORREANI et al., 2012). As areas periféricas dos silos
podem apresentar alta contagem de leveduras, pela susceptibilidade destas
zonas a entrada de O, (PAHLOW et al., 2003; VISSERS et al., 2007).

No presente trabalho houve fazendas com crescimento de leveduras
(maior que 5 log ufc/g) e com baixo teor de &cido latico, e consequentemente

valores de pH acima de 4. Porém houve casos de crescimento de leveduras e
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com um nao aumento de pH, podendo ser justificado por presenca de grupos
de leveduras consumidoras de acguUcares e ndo de acido latico, como
identificado no estudo de Santos et al. (2017).

O 4cido lactico e os CSA sdo as principais fontes de energia para as
leveduras. Quando as silagens s&o bem fermentadas, o principal produto
oxidado é o 4cido lactico (WEINBERG et al., 2001). Porém a populagéo de
leveduras associada a deterioracdo de silagens pode ser dividida em dois
grupos. Um grupo com capacidade de fermentar agucares, e outro grupo com
alta capacidade respiratdria e afinidade pelo &cido lactico (SANTOS et al.,
2017). Os teores de &cido latico e CSA variaram muito nas amostras do topo
(PL, Pl e PC), com valores de 1,09 a 9,94% da MS para acido latico, e 1,53 a
7,60% da MS para CSA.

Em algumas fazendas, ndo houve crescimento de leveduras em PL,
Pl e PC. Uma justificativa seria presenca do &cido acético, presente em todos
0s tratamentos, e que pode ser proveniente do metabolismo de bactérias
heterofermentativas. O aumento da concentragcdo deste &cido é fator
determinante para a redugdo da atividade de leveduras durante a fase de
utilizacdo da silagem. A presenca do acido propiénico também se relaciona
com a inibicdo do crescimento de leveduras, e também esteve presente em
todos os tratamentos. Segundo Moon (1983), o acido propibnico em
combinagdo com o &cido acético, apresenta efeito sinérgico capaz de reduzir
o crescimento de leveduras e fungos filamentosos. Os acidos propibnico e
acético chegaram a valores maximos de 2,04% da MS e 1,64% da MS
respectivamente em amostras do topo.

No presente estudo, ndo houve crescimento de fungos filamentosos
no CT e em diversas fazendas nas posi¢cGes PL, Pl e PC. A posi¢cdo de
amostragem e mensuracdo das temperaturas, (30 cm abaixo do topo de cada
silo) excluia partes visivelmente deterioradas, e em diversas fazendas essa

camada com fungos filamentosos visiveis era bem pequena.
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5 CONCLUSAO

Os dados deste trabalho mostram que o aumento, em conjunto, da
temperatura e do pH em silagens de milho em condicdes de fazenda é
resultado da atividade de microrganismos deterioradores. As alteragdes
dessas variaveis tem aplicacdo pratica e sdo Uteis em detectar o processo de
deterioracdo aerdbia em seu estdgio inicial, o que auxilia os produtores a
melhorarem o manejo de alimentacdo pelo ndo fornecimento de alimento

deteriorado.
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