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RESUMO

Obijetivou-se avaliar o efeito de cepas epifiticas previamente isoladas de silagem de gréo
de milho moido e reidratado (GMR) e selecionadas com base em caracteristicas
desejaveis ao processo sobre as caracteristicas quimicas e microbiologicas da silagem.
Foram pré-selecionadas 21 cepas de silagem de GMR. O milho moido (6 mm) foi
reidratado até 64% de matéria seca (MS) e inoculado a uma taxa minima de 10 UFC/kg
de GMR. A compactacéo (5,03 kg) foi em baldes de 5L (densidade média de 1005 kg.m
%). Os mini-silos foram vedados e pesados, a abertura ocorreu ap6s 60 dias de
armazenamento. O experimento foi conduzido DBC com 22 tratamentos, 21 cepas e 1
controle (sem inoculantes) com 3 repeticdes, representando 3 blocos. Os dados foram
submetidos a analise de variancia através do pacote computacional SISVAR®. As medias
foram comparadas usando o teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Houve
efeito das cepas para as caracteristicas de pH, estabilidade aerdbia, MS, perdas de MS,
amido, perdas de amido, proteina bruta, nitrogénio amoniacal (N-NHs), contagem de
microrganismos e produtos da fermentacdo. O grupo do controle, 221, 110, 189,210, 185,
116, 7, 82 e 75 tiveram maior N-NHs (0,1 % da MS em média). As menores perdas de
MS (%) foram para silagens inoculadas com os isolados 221 e 116 (1,95 % em média
para o grupo). As silagens com as menores perdas de amido foram as inoculadas com as
cepas do grupo 77, 190, 110, 79 e 52 (médias: 8,22%). Os menores valores de pH foram
registrados para as silagens tratadas com os isolados 180 e 190 (média: 3,69). As cepas
180, 190 e o controle apresentaram maiores valores de acido latico, com média de 4,72%
da MS. A inoculacdo com as cepas 52, 189 e 185 aumentaram a concentracao de acido
propidnico nas silagens (média: 1,78 %). Os menores valores de &cido butirico foram
observados nos tratamentos 180, 221 e 190 (0,09 % da MS em média). O etanol foi maior
na silagem tratada com a cepa 84 (1,04 % da MS). As cepas 7, 52, 75, 77, 79, 82, 106,
110, 114, 126, 180, 190, 210 e 221 tiveram maior contagem de bactérias do acido latico.
As cepas 82, 84, 104, 110 e 180 (média: 1,71 log UFC/g) tiveram as menores contagens
de bactérias aerdbias esporulantes. Os inoculantes mais eficientes para reduzir a contagem
de leveduras foram 82 e 108 (< 2,00 log UFC/g silagem) e fungos filamentosos a cepa
106. As cepas que obtiveram maior nimero de horas até a quebra de sua estabilidade
foram do grupo 126 e 185 (média: 92,3 h), seguidas do grupo das cepas 52, 26 e 114
(média: 75,3 h). Cepas isoladas de GMR tem potencial para serem utilizadas como
inoculantes e melhorarem caracteristicas quimicas, fermentativas e a estabilidade aerdbia
das silagens.

Palavras chave: inoculante, fermentacédo, Lactobacillus.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of epiphytic strains previously isolated
from rehydrated corn kernel silage (GMR) and selected based on desirable characteristics
of the process on the chemical and microbiological characteristics of the silage. For the
silage process, 21 strains were pre-selected from GMR. Ground corn (6 mm) was
rehydrated to 64% dry matter (DM) and inoculated at a minimum rate of 108 CFU/kg of
GMR. The corn kernel was compacted (5.03 kg) in 5L buckets until reaching an average
density of 1005 kg.m. After compaction, mini-silos were sealed and weighed and it was
opened after 60 days of storage. The experiment was conducted randomized block design
(RBD) with 22 treatments, 21 strains and 1 control (without inoculants) with 3
replications, representing 3 blocks. Data were submitted to analysis of variance using the
SISVAR® computational package. The means were compared using the Scott-Knott test
ata 5% of significance. There was an effect of strains for the characteristics of pH, aerobic
stability, DM, DM losses, starch, starch losses, crude protein, ammonia nitrogen (N-NH3),
microorganism count and fermentation products. The control group, 221, 110, 189, 210,
185, 116, 7, 82 and 75 had higher N-NH3 (average: 0.1% MS). The lowest DM losses (%)
were for silages inoculated with isolates 221 and 116 (1.95% on average for the group).
The silages with the lowest starch losses were those inoculated with strains from group
77,190, 110, 79 and 52 (average: 8.22%). The lowest pH values were recorded for silages
treated with isolates 180 and 190 (average: 3.69). Strains 180, 190 and the control showed
higher values of lactic acid, with an average of 4.72% of DM. Inoculation with strains 52,
189 and 185 increased the concentration of propionic acid in the silages (1.78% of DM
on average). The lowest values of butyric acid were observed in treatments 180, 221 and
190 (0.09% of DM on average). Ethanol was higher in silage treated with strain 84 (1.04%
DM). Strains 7, 52, 75, 77, 79, 82, 106, 110, 114, 126, 180, 190, 210 and 221 had higher
lactic acid bacteria counts. Strains 82, 84, 104, 110 and 180 (1.71 log CFU/qg silage on
average) had the lowest counts of aerobic sporulating bacteria. The most efficient
inoculants to reduce the yeast count were 82 and 108 (< 2.00 log CFU/qg silage) and
filamentous fungi strain 106. The strains that had the highest number of hours until their
stability was broken were in groups 126 and 185 (92.3 h on average), followed by the
group of strains 52, 26 and 114 (average: 75.3 h). Strains isolated from GMR silages have
the potential to be used as inoculants and improve chemical and fermentative
characteristics and aerobic stability.

Keywords: inoculant, fermentation, Lactobacillus.



RESUMO INTERPRETATIVO E RESUMO GRAFICO

AVALIACAO DE BACTERIAS EPIFITICAS PARA SILAGEM DE GRAO DE
MILHO MOIDO E REIDRATADO

Elaborado por Yasmim Alvarenga Silva, orientado por Carla Luiza da Silva Avila

Inoculantes podem atuar na melhoria do processo fermentativo e estabilidade
aerobica da silagem de grdo de milho reidratado (GMR). No entanto, no mercado atual,
ndo hd uma cepa especifica para este tipo de silagem. Objetivou-se avaliar o efeito de
cepas epifiticas previamente isoladas de silagem GMR e selecionadas com base em
caracteristicas desejaveis ao processo sobre as caracteristicas quimicas e microbioldgicas
dessas silagens. As cepas foram isoladas de MRS (MAN, ROGOSA and SHARPE,
Merck KGaA) padrdo comercial (MP) e MRS modificado com caseina como substrato
para o crescimento dos microrganismos (MM). Posteriormente, foram testadas quanto ao
abaixamento do pH, crescimento em extrato de gréos, inibicdo de Bacillus spp. e inibigdo
de Escherichia coli. Os tratamentos foram constituidos por 21 selecionadas desses testes
e um tratamento controle. As silagens inoculadas foram submetidas a testes para agrupar
as cepas que demonstraram caracteristicas favoraveis ao processo.

s

Cultivo em tubo de 10 ml de MRS > Cultivo em 100 ml de MRS > Contagem de unidades formadoras de col
Inoculacdo

onias (UFC) >

Processo de confeccdo dos inoculantes e silagens

Caracteristicas de maior interesse e agrupamento de cepas
promissoras

Menores Menores Menores  Maior  Maior teor Maior
perdas de perdas  valores teorde  deéacido estabilidade
Matériaseca deamido depH acido  propibnico  aerdbia
latico
Cepas 221 e 116 77, 190, 180 e 180, 52,189e 126¢e 185
110,79 e 190 190 e 185
52 controle
Média 1,95 % 8,22 % 3,69 4,72% 1,78 % da 92,3 h
do da MS da MS MS

Grupo

A adicdo de cepas epifiticas previamente selecionadas de silagem de GMR se
mostrou eficaz para a melhora de caracteristicas quimicas e microbioldgicas nas silagens.
No entanto, a maior parte das cepas se mostrou eficaz para caracteristicas isoladas, néo
estabelecendo relagGes entre as caracteristicas de interesse.
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1. INTRODUCAO

A expansdo do uso de silagem de grdo de milho reidratado (GMR) nas fazendas
brasileiras é relacionada principalmente a fatores logisticos e nutricionais. Dentre os fatores
logisticos estdo as implicacbes no momento da colheita do grdo Uumido que impedem a
confeccdo imediata desse tipo de silagem e a possibilidade de aquisi¢do dos gréos quando o
preco € mais vantajoso para o produtor (BITENCOURT, 2012). Outro motivo ligado ao
aumento da utilizacdo de silagem de GMR é a predominancia do cultivo de milho de
endosperma vitreo no Brasil. Este tipo de hibrido é menos digestivel que hibridos de
endosperma farindceo pela caracteristica de adensamento da matriz amido-proteina. A adicdo
de agua ao grdo de milho aumenta a umidade para que o gréo possa fermentar de forma correta
(OWENS et al., 1986), o que consequentemente leva a quebra das prolaminas e resulta em
aumento da digestibilidade do alimento (FERRARETTO et al., 2014).

Apesar das vantagens de se ensilar GMR, alguns problemas sdo observados no processo
de fermentacdo e pos-abertura. A fermentacdo do GMR é caracterizada por uma queda lenta do
pH em func¢do da quantidade limitada de carboidratos sollveis, cerca de 20 g/kg de matéria seca
(MS). A producéo de acidos e a reducédo do valor do pH comeca ap6s 15 dias de fermentacao,
com a reducdo do pH ocorrendo lentamente (CARVALHO et al., 2016). Esta caracteristica
pode vir a favorecer o crescimento de bactérias produtoras de esporos como aquelas do género
Bacillus (CARVALHO et al., 2016) e do género Clostridium (CARVALHO-ESTRADA et al.,
2020) nesse tipo de silagem.

Problemas na estabilidade aerébia também sdo observados neste tipo de silagem,
prejudicando seu valor nutritivo. Silva et al. (2018) e Silva et al. (2019) observaram uma
estabilidade aerdbia préximo a 70 h para silagens ndo inoculadas com inoculantes bacterianos.
Este fenbmeno esté relacionado principalmente a acdo de leveduras capazes de assimilar o acido
latico em seu metabolismo (WOOLFORD, 1990), elevando o pH e propiciando o crescimento
de outros microrganismos deterioradores.

Inoculantes podem atuar na melhoria do processo fermentativo e estabilidade aerobica
da silagem (MORAIS, 2016). Os inoculantes microbianos disponiveis no mercado que podem
ser utilizados para a inibicdo de problemas no processo fermentativo das silagens sdo
classificados como: estimuladores de fermentacdo desejavel e inibidores de deterioracdo
aerobia. O primeiro é constituido principalmente por BAL homofermentativas e o segundo por

BAL heterofermentativas e/ou bactérias do acido propionico.
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Trabalhos utilizando cepas de Lentilactobacillus buchneri (SILVA et al., 2018; SILVA
et al., 2019); Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus casei (Lactobacillus casei),
Enterococcus faecium, e Pediococcus sp. (FERRARETTO et al., 2015), sdo exemplos de
utilizacdo de inoculantes para silagem de gréos. Ferraretto et al. (2015) e Souza et al. (2020)
observaram melhora no perfil fermentativo de silagens de GMR inoculadas com aditivos
microbianos, manifestadas pela diminuicdo do pH, aumento da producdo de &cidos e
diminuicdo de perdas fermentativas. Silva et al. (2018), demonstraram que a inoculac¢éo com L.
buchneri elevou a estabilidade aerobia de suas silagens de 71 horas para as silagens controle
para 288 h quando houve a inoculagéo.

Ha evidéncias que os inoculantes interferem na digestibilidade da silagem (KUNG JR
et al., 2007; SILVA et al., 2018; TAYLOR; KUNG JR, 2002), visto que a maior parte das
enzimas que degradam as prolaminas que envolvem os granulos de amido sdo de origem
microbiana (JUNGES et al., 2017). Segundo Junges et al. (2017) a contribuicdo de
microrganismos na protedlise € de 60,4%, sendo possivel que a adi¢cdo de bactérias com
capacidade conhecida de expressar atividade proteolitica durante a ensilagem seja interessante,
pois havera maior disponibilizacdo de amido para a posterior digestdo no trato ruminal.

No mercado atual, ndo h& uma cepa especifica para silagem de GMR. Alguns trabalhos
tém demonstrado que cepas adaptadas ao ambiente onde serdo inoculadas podem ter maior
chance de sucesso na melhora das caracteristicas desejaveis a silagem (AVILA et al., 2009;
DUFFNER; O'CONNELL, 1995). O perfil fermentativo em questdo e o tipo de substrato é um
grande determinante do processo de selecdo, que deve ser sempre feita com rigor e seguir
critérios especificos (CARVALHO et al., 2020). Uma das etapas cruciais do processo de
selecdo de inoculantes é a avaliacdo de isolados em silos experimentais e essa etapa € iniciada

apos a selecdo das cepas por meio de testes em laboratério (CARVALHO et al., 2020).

2. HIPOTESE

A adicao de cepas isoladas da silagem de grdo de milho e reidratado nestas silagens,
melhora a qualidade da fermentacéo no silo, acelerando a queda do pH, reduzindo o crescimento

de microrganismos indesejaveis e aumentando a estabilidade aerobia.
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3. OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de cepas epifiticas previamente isoladas de
silagem de gréo de milho reidratado e selecionadas com base em caracteristicas desejaveis ao
processo sobre as caracteristicas quimicas e microbioldgicas dessas silagens.

Obijetivos especificos foram:

a) Avaliar a capacidade das cepas de acidificar o meio de forma efetiva,
consequentemente reduzir o pH, e inibir bactérias indesejaveis;

b) Avaliar caracteristicas quimicas e microbioldgicas da silagem de graos de milho
reidratado com e sem inoculacgdo de cepas isoladas desse tipo de silagem;

C) Relacionar o efeito das diferentes cepas com a melhoria da estabilidade aerdbia.

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Silagem de gréo de milho reidratado

A confeccdo da silagem de grdo de milho reidratado é uma técnica que tem sido
amplamente difundida no Brasil, devido ao aumento da degradabilidade ruminal do amido em
grdos de milho com alta proporcdo de endosperma vitreo, como os hibridos utilizados no pais
(CORREA et al., 2002). Outros fatores que contribuem com a adocao dessa técnica, é o atraso
que pode ocorrer na colheita do grdo umido, devido a disponibilidade limitada de maquinas e o
excesso de chuvas durante esse periodo (BITENCOURT, 2012). Essa técnica também diminui
0 risco de perdas de armazenamento (pragas, mudangas de temperatura, umidade, etc.), reduz
0s gastos com transporte e minimiza os efeitos das flutuagdes do preco do milho para o produtor
(ARCARI et al., 2016).

Em uma visdo geral do grdo de milho, o endosperma compde a maior parte, cerca de 75
a 80% (BUCHANAN et al., 2015), sendo que 88% do peso seco do endosperma é composto
por amido (PAES, 2006). E também no endosperma que estdo presentes as proteinas do tipo
prolaminas, que no milho sédo denominadas de zeinas, que compdem a matriz amido-proteina
gue envolve os granulos de amido dentro das células.

Com base nessa distribuicdo dos granulos de amido e da matriz de proteina, o
endosperma € classificado em farinaceo ou vitreo. Os granulos de amido no milho do tipo
farinaceo estdo dispersos e a matriz proteica € esparsa e fragmentada. No grdo de milho com

endosperma vitreo, o amido esta envolvido por uma matriz hidrofébica de amido-proteina densa
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(REMOND et al., 2004). Essa caracteristica provoca um adensamento que dificulta a
penetracdo de agua, prejudicando a hidrolise enzimatica e a colonizagdo por parte das bactérias
do rumen, o que resulta em menor digestibilidade do amido (PAES, 2006; SILVA, 2016).

A reidratacdo de cereais para producdo de silagem se baseia em devolver ao grao a
umidade necessaria para que ocorra fermentacdo (OWENS et al., 1986) e, consequentemente,
melhoria da digestibilidade do alimento (FERRARETTO et al., 2014; OWENS et al., 1986).
Durante a fermentacdo da silagem, diversos processos estdo envolvidos na degradacdo das
proteinas denominadas zeinas, por meio da acdo das proteases do proprio grdo, microrganismos
e pela solubilizacdo &cida dos produtos de fermentacdo (JUNGES et al., 2017). A zeina,
principal proteina presente no milho, ¢ dividida em 4 subclasses (a, B, y ¢ 8) e representa de 30
a 60% de toda a proteina do gréo (SILVA, 2016). De acordo com os estudos de Hoffman et al.
(2011), a y-zeina é altamente degradada no processo fermentativo da silagem de grao imido de
milho e essa informacdo gera implicacdes importantes quanto a digestdo do amido. O trabalho
de Hoffman et al. (2011) demonstra uma redugdo de 42,2 a 73,2% da y-zeina com a ensilagem.
A maior degradacdo de y-zeina é explicada pela sua localizagdo superficial na matriz proteica
e sua degradacdo é um fator que contribui para tornar acessivel os grdos de amido.

Existem poucos trabalhos estudando a origem e acéo destas enzimas, contudo, Junges
et al. (2017) concluiram que a atividade proteolitica bacteriana é o principal mecanismo de
degradacdo de proteinas nas silagens de grdos de milho (60,4% da protedlise). Ainda segundo
0s autores, as proteases vegetais também contribuem significativamente para a quebra de
proteinas (29,5%), enquanto os fungos (5,3%) e produtos finais da fermentacdo (4,8%) tem
apenas pequenas contribuicdes para a protedlise.

A limitada quantidade de carboidratos solUveis presente no grdo de milho pode limitar
a atividade desses microrganismos, consequentemente prejudicando sua atividade enzimatica.
Os carboidratos soltveis sdo o principal substrato para o crescimento de BAL (bactérias do
acido latico, MCDONALD et al., 1991), no entanto, a maior parte dos carboidratos sao
polimerizados como amido no endosperma do milho durante seu desenvolvimento. A literatura
relata uma concentracdo de carboidratos sollveis minima de 25 g kg de MS como ideal para
o0 crescimento e estabelecimento das BAL (PILTZ; KAISER, 2004). No estudo de Carvalho et
al. (2016), foi observado que a quantidade 20 g kg de MS ndo foi limitante para o
estabelecimento do BAL ou para o processo de fermentacdo. A reducao significativa no valor
do pH foi detectada aos 30 dias de fermentacdo, demonstrando que a limitagcdo de agucares

soluveis pode ter uma implicagdo maior no pH, que decai lentamente.
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A deterioracdo € o principal problema associado & manutencdo do valor nutritivo da
silagem ap0s a abertura dos silos e 0 processo se inicia através de leveduras, que sdo capazes
de assimilar o acido latico (WOOLFORD, 1990), resultando em baixa estabilidade aerobia apds
a abertura. Silva et al. (2018) relataram estabilidade de 74h para silagens de GMR néo
inoculadas, podendo alcangar 288h quando inoculadas com Lentilactobacillus buchneri
(Lactobacillus buchneri; LB).

A estabilidade aerdbia da silagem de GMR pode ser influenciada de acordo com alguns
aspectos de sua confeccdo. Silva et al. (2019) observaram que a estabilidade aerobia era
incrementada com o0 aumento do tempo de estocagem da silagem de GMR. E essa estabilidade
foi maior para silagem inoculadas com LB, do que as silagens ndo inoculadas. Rezende et al.
(2014) relataram que outra caracteristica ligada a estabilidade aerdbia seria a taxa de reidratacéo
dessas silagens. Estes autores relatam que silagens de graos de milho reidratadas a 300 mL/kg

apresentaram maior estabilidade apds a abertura dos silos.

4.2. Microbiologia da silagem de gréo de milho reidratado

A ensilagem é um processo fermentativo conduzido principalmente por bactérias laticas
(MUCK et al., 2018), desde o material fresco até o produto final h4 uma intensa sucessdo de
microrganismos (KESHRI et al., 2018). Portanto, a dindmica dos microrganismos influencia
diretamente na qualidade da silagem. Apesar da importancia do assunto, poucos estudos tém
sido feitos com o objetivo de entender a sucessao natural que ocorre na comunidade bacteriana
de silagem de GMR.

Segundo o estudo de Carvalho et al. (2016), as BAL responsaveis pelo inicio do
processo da fermentacdo latica em silagem de milho reidratado seriam Enterococcus
casseliflavus e Pediococcus pentosaceus, apenas apés os 15 dias de fermentagdo que ocorreriam
maiores populacdes e diversidade de espécies. Apds 30 dias de fermentacéo, Ligilactobacillus
acidipiscis (Lactobacillus acidipiscis), Lacticaseibacillus paracasei (Lactobacillus paracasei)
e Lactobacillus sp. seriam as BAL dominantes no processo de fermentagdo. Bactérias do género
Lactobacillus dominam os processos finais de fermentacao, quando o pH esta mais baixo, dessa
forma, nestas silagens eles sdo dominantes em periodos mais longos de estocagem.

Carvalho-Estrada et al. (2020) ao estudarem as populagdes presentes em silagens de
milho imido e gréo reidratado, verificaram que os Enterococcus estiveram presentes no inicio

do processo fermentativo, com abundancia relativa (AR) de 31,86% no dia 0 e 36,14% aos 7
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dias. Reafirmando os achados de Carvalho et al. (2016), que observaram a presenca de
Enterococcus nas etapas iniciais do processo.

Fernandes et al. (2022) identificaram a presenca de Lactobacillus acidophilus, L.
buchneri, L. plantarum, Pediococcus acidilactici e P. pentosaceus aos 30 dias de
armazenamento, Levilactobacillus brevis (Lactobacillus brevis) aos 30 e 180 dias,
Lentilactobacillus parabuchneri (Lactobacillus parabuchneri) aos 180 dias. Aos 180 dias, a
populacdo de L. plantarum e P. acidilactici permaneceram abaixo do nivel detectavel (2 log
UFC/g).

Apesar da predominancia das BAL, outros microrganismos estdo presentes no processo.
Os microrganismos do género Clostridium tém grande impacto na silagem, principalmente o
grupo de clostridios proteoliticos por sua capacidade de fermentar aminoacidos. O resultado de
sua atividade é a producdo de NHz e uma mistura de &cidos orgéanicos e outros produtos, como
alcoois. Os &cidos formados incluem os 4cidos graxos volateis acético, propidnico e butirico.
Alguns desses produtos sdo relacionados a baixa qualidade da silagem, causando perdas no
valor nutritivo e baixa palatabilidade (PAHLOW et al., 2003).

E relatado na literatura que em silagens com MS acima de 30% e baixo pH, ndo ha
condicgdes ideais para o crescimento de Clostridium (AVILA; CARVALHO, 2020; PAHLOW
et al., 2003) . Essas condices ndo sdo presentes em silagens de GMR, pois possuem MS
geralmente em torno de 60% a 70% e, apesar da lenta queda de pH inicial, apds os 30 dias de
ensilagem ha uma queda significativa (CARVALHO et al., 2016). Altas contagens de
clostrideos podem estar relacionados principalmente aos cuidados sanitarios no momento de
confeccdo (CARVALHO-ESTRADA et al., 2020).

Carvalho-Estrada et al. (2020) observaram que as amostras de milho reidratado no dia
0 apresentaram uma AR para Clostridium de 26,87% e valores para Lactobacillus de 6,26%.
Aos sete dias de armazenamento, houve um leve aumento na abundancia relativa de
Lactobacillus, mas esses valores decairam até os 120 dias de armazenamento. Ao final de 120
dias de armazenamento Clostridium representou em média 26,69% das sequéncias encontradas
nas amostras milho reidratado, enquanto Lactobacillus representou apenas 2,66%.

Outro microrganismo de interesse sdo 0s Bacillus, que sdo bactérias formadoras de
enddsporos com celulas em forma de bastonete, Gram-positivas (para a maioria das espécies)
e crescem aerobiamente, podendo ser anaerébios facultativos (PAHLOW et al., 2003). Os
problemas relacionados a essas bactérias sdo a baixa queda de pH, inicio da deterioracdo
aerobia, a contaminacdo do leite dos animais que consomem as silagens contaminadas com 0s
enddsporos e a produgdo de enterotoxinas (AVILA; CARVALHO, 2019). Apesar disso,
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algumas espécies de Bacillus tém sido investigadas nos ultimos anos como novos inoculantes
de silagem (L1 et al, 2018), principalmente pela producdo de antimicrobianos que podem inibir
bactérias indesejaveis (AVILA; CARVALHO, 2019). Fernandes et al. (2022) encontraram uma
contagem de bactérias aerobias esporulantes (BAE) de 1,92 log UFC/g de material ensilado em
silagens de GMR. Dentre as BAE identificadas nas silagens estavam: Bacillus pumilus,
Brevibacillus invocatus (Bacillus invocatus) e Pae. glucanolyticus (Bac. glucanolyticus) e
Brevibacillus brevis (Bacillus brevis).

As enterobactérias sdo geralmente o segundo grupo bacteriano mais numeroso da
microflora epifitica ativa no silo e, portanto, 0 mais importante em sua competi¢cdo com as BAL.
Essas bactérias produzem principalmente acido acético, mas também sdo importantes na
reducdo do NOs, resultando na producgéo de nitritos e gases de oxido de nitrogénio (PAHLOW
et al., 2003). Carvalho et al (2016) isolaram enterobactérias em meio MRS em amostras antes
da ensilagem, eram elas Enterobacter asburiae, Enterobacter cowanii, K. pneumoniae e S.
saprophyticus. Apos a ensilagem, a contagem dessas bactérias caiu para menos de 2 log UFC/g
de silagem. Assim como os clostrideos, a acidificacdo inicial rapida é a chave para controlar o
crescimento desses microrganismos indesejaveis (PAHLOW et al., 2003).

Os fungos e as leveduras, sdo 0s microrganismos mais importantes implicados no inicio
da deterioracdo aerdbia (PAHLOW et al., 2003). As leveduras estdo associadas a perdas
fermentativas anaerdbias e deterioracdo aerdbia. Carvalho et al. (2016) observaram uma
sucessdo de espécies de leveduras na silagem de grdos de milho reidratados. No inicio da
fermentacdo havia a presenca de Meyerozyma guilliermondii e H. burtonii, enquanto W.
anomalus e I. orientalis foram dominantes no final. Os fungos podem estar presentes na silagem
durante todas as fases da fermentacdo (AVILA; CARVALHO, 2019) e sua relevancia esta na
geracdo de perdas, reducdes de palatabilidade e a producdo de micotoxinas (PAHLOW et al.,
2003). Carvalho et al. (2016) relatam que a partir dos 30 dias de ensilagem, a populacdo de
fungos fica abaixo de 2 log UFC/g.

4.3.  Acao dos inoculantes na silagem de milho reidratado

O inoculante € um produto composto por cepas de uma ou mais espécies de
microrganismos viaveis no momento do uso. Para a selecdo de um microrganismo a ser
inoculado, as caracteristicas especificas do substrato alvo, bem como as condic¢Ges gerais do
ambiente de ensilagem, devem ser consideradas para garantir 0s melhores efeitos
(CARVALHO et al., 2020).
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No mercado atual, existem dois grupos principais de inoculantes: estimuladores de
fermentagdo e os inibidores de deterioracdo aerdbia. A principal diferenca entre eles é seu
metabolismo. Inoculantes microbianos classificados como estimuladores da fermentacdo, como
por exemplo Lactiplantibacillus plantarum (Lactobacillus plantarum), Pediococcus
acidilactici e Enterococcus faecium, aceleram a acidificagdo da silagem através da producéo
mais rapida de &cido latico, caracteristica de um processo homofermentativo (PAHLOW et al.,
2003).

Os inoculantes microbianos classificados como inibidores de deterioracdo aerdbia tem
demonstrado resultados positivos no controle da deterioracdo aerdbia, principalmente em
silagens de planta interia de milho. A espéecie mais utilizada para esse fim é o Lentilactobacillus
buchneri (SILVA et al, 2018). O tipo de metabolismos dos inibidores de deterioracao aerobia,
denominado heterofermentativo, leva a producdo de outros compostos além do acido latico,
como etanol, acetato e CO> (PAHLOW et al., 2003). A classificacdo das bactérias em trés
grupos - homofermentativa, obrigatoriamente heterofermentativa e facultativamente
heterofermentativa - estd bem estabelecida pela comunidade cientifica e define as principais
rotas metabolicas utilizadas, bem como os produtos da fermentacdo (AVILA; CARVALHO,
2020).

A utilizacdo de inoculantes para a silagem de GMR se justifica pela melhoria no
processo fermentativo, a inibigdo do crescimento de microrganismos indesejaveis (MORAIS,
2016) e o0 aumento da estabilidade aerdbia (SILVA et al, 2018). Dentre alguns exemplos de
espécies de bactérias e suas combinacdes ja estudas e utilizadas como inoculantes em silagens
de grdos Umidos estdo: Lentilactobacillus buchneri NCIMB 40788 (SILVA et al., 2018;
SILVA et al., 2019); combinagdo de Lactiplantibacillus plantarum MA18 e Pediococcus
acidilactici MA18 (SILVA et al., 2018); combinacdo de Lactiplantibacillus plantarum e
Propionibacterium acidipropionici (LALSIL® Milho; SOUZA ET AL., 2020); combinacdo de
Lactiplantibacillus plantarum e Enterococcus faecium (Brand 1189, Pioneer Hi-Bred
International, Des Moines, 1A; SEBASTIAN et al., 1996); Lactiplantibacillus plantarum,
Lacticaseibacillus casei (Lactobacillus casei), Enterococcus faecium, e Pediococcus sp. (Silo
Charger “D,” NU-AG Bosko Inc., Oskaloosa, IA; FERRARETTO et al., 2015).

Resultados positivos séo relatados em diversos trabalhos com a utilizag&o de inoculantes
para este tipo de silagem. Ferraretto et al. (2015) observaram que a inocula¢do microbiana (L.
plantarum, L. casei, E. faecium e Pediococcus sp) diminuiu o pH e o acetato, e aumentou as
concentragfes de lactato e acidos totais nas silagens. Souza et al. (2020) ao avaliarem a

reidratacdo dos grdos de milho com soro de leite associada ao uso de inoculantes bacterianos
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(L. plantarum e P. acidipropionici), também observaram melhora no perfil fermentativo da
silagem, com menores valores de pH e perdas fermentativas.

Silva et al. (2018) ao estudarem Lentilactobacillus buchneri ou a combinagdo de
Lactiplantibacillus plantarum e Pediococcus acidilactici em diferentes taxas de aplicacdo para
a silagem de milho reidratado, observaram que as silagens tratadas com LB tiveram contagens
mais altas de BAL do que a silagem controle (6,46, 6,35 e 6,31 log UFC/g em cada taxa de
aplicacdo vs 3,36 em controle). A estabilidade aerdbia para silagens tratadas com LB foi de 288
h e para Lactiplantibacillus plantarum e Pediococcus acidilactici foi de 57, 49 e 51 h para as
diferentes dosagens testadas. Outra vantagem da utilizac&o do LB nessas silagens foi a reducgéo
nas perdas de MS durante a exposi¢do aerobia.

Enquanto que Silva et al. (2019) encontraram que a inoculacdo com LB reduziu a
concentracdo de acido lactico (23,7 vs 22,4 g/kg MS, para controle e LB respectivamente) e
aumentou o pH (6,77 vs 6,79), &cido acético (4,23 vs 10,8 g/kg de MS) e a contagem de
bactérias do &cido lctico (4,16 vs 4,30 log UFC/g de matéria natural). Como consequéncia, a
inoculacdo com LB proporcionou maior estabilidade aerdbia para a silagem de milho
reidratado.

O aumento da perda de MS durante a fermentagdo da silagem pode resultar do
metabolismo heterofermentativo por BAL, fermentacéo etanoica por leveduras ou metabolismo
de outros microrganismos indesejaveis como bactérias aerdbias esporulantes ou Clostridium,
com metabolismo resultando na formagéo de CO, (AVILA; CARVALHO, 2019). Carvalho et
al. (2016) observaram que as perdas de matéria seca chegaram a alcancar o valor maximo de
7,6%. Essa alta perda de matéria seca também pode ser observada em outros estudos em que
ndo houve utilizacdo de inoculantes microbianos. Gomes et al. (2020) observaram perdas de
MS aos 180 dias em torno de 6%, enquanto que Fernandes (2014), observaram aos 120 dias
que as silagens tiveram em média 6,59% de perda de MS. Outro estudo, de Fernandes et al.
(2022), apontou que suas silagens tiveram uma perda de MS de 6,8 % do total ensilado, além
disso, a perda de amido em silagens de gréo reidratado pode chegar aos 23,9% do total ensilado.

Em relacdo a digestibilidade do amido, a inoculagdo microbiana tem se mostrado
eficiente na degradacédo das prolaminas que envolvem os granulos de amido. Silva et al. (2018)
observaram uma reducao no teor de prolamina nas silagens tratadas com LB associado a um
aumento de nitrogénio amoniacal (N-NH3s) em comparagéo ao controle, o que resultou na maior
degradabilidade ruminal in situ da MS. A maior degradabilidade da MS in situ ruminal
provavelmente foi desencadeada pela maior disponibilidade de amido, que por sua vez foi

induzida pela proteolise.
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As prolaminas podem ser quebradas durante a ensilagem por enzimas da planta e
microrganismos da silagem por meio de protedlise e solubilizacdo por &cidos produzidos
durante o processo de fermentacdo (HOFFMAN et al., 2011). Junges et al. (2017) deduziram
que as bactérias epifitas e/ou inoculadas sdo os principais determinantes da degradacédo da
matriz proteica ao redor do amido, representando 60,4% da prote6lise. Neste trabalho, silagens
que ndo tiveram o crescimento microbiano reduzido apresentaram as maiores concentracdes de
proteina solGvel e N-NHs. Pode ser por isso que a inoculagdo com LB aumenta a concentragéo
de N-NHz3 e a diminuicdo do teor de prolaminas (SILVA et al., 2018).

Nos trabalhos anteriormente citados, cepas selecionadas para outras culturas foram
utilizadas e demonstraram melhoras na qualidade da silagem, no entanto, ndo existe atualmente
no mercado uma cepa isolada de silagem de GMR e selecionada especificamente para essas
silagens. Alguns trabalhos foram conduzidos com objetivos de selecionar cepas bacterianas
para a utilizacdo como culturas iniciadoras em silagens de milho (SANTOS et al., 2013),
silagem de gramineas (SAARISALO et al., 2007) e cana-de-actcar (AVILA et al., 2009).
Santos et al. (2013) ao avaliarem o efeito da adicdo de BAL isoladas do milho, verificaram
efeitos positivos na estabilidade aerébia. Enquanto que Avila et al. (2014) selecionaram cepas
de BAL isoladas da cana-de-agUcar e avaliaram seus efeitos como inoculantes na silagem dessa
mesma planta. Dentre as selecionadas, duas cepas da espécie Lentilactobacillus hilgardii
(Lactobacillus hilgardii) apresentaram melhores resultados com a produgdo de maiores
concentracdes de acidos acético e propibnico, menor concentracdo de etanol, reducdo da
populacdo de leveduras e queda nas perdas de MS.

Nesses trabalhos, os autores seguiram procedimentos semelhantes: isolamento ou
obtencdo de cepas, seguido de uma etapa inicial em laboratdrio, com avalia¢do do maior nimero
de cepas. A importancia da correta selecdo e escolha de um inoculante é evidenciada pelo fato
de que um inoculante microbiano pode reduzir a qualidade das silagens se nao for adequado
para aquele processo de fermentagdo. Além disso, as diferencas entre cepas pertencentes a uma
mesma espécie devem ser consideradas (CARVALHO et al., 2020).
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S. MATERIAL E METODOS

5.1.  Origem das cepas avaliadas

Este projeto é parte de um projeto maior intitulado "Selecao de inoculantes para silagem
de grdos de milho moido e reidratado (GMR)", que visa selecionar a partir de uma colecao de
cepas de bactérias do acido latico (BAL) isoladas de silagem de GMR, aquelas que séo
promissoras como inoculantes. Resumidamente, 150 cepas de bactérias foram isoladas de
GMR, com diferentes tempos de fermentagédo utilizando os meios de cultivo: MRS (MAN,
ROGOSA and SHARPE, Merck KGaA) padrdo comercial (MP) e MRS modificado (MM). A
diferenca do meio considerado padrdo para o modificado, foi a substituicdo das fontes de
carboidratos por proteina (caseina), como substrato para promover o crescimento de bactérias
proteoliticas.

As cepas foram avaliadas quanto ao crescimento, reducdo do pH e produtos da
fermentacdo em meio de extrato de grdos de milho, e inibi¢cdo de microrganismos indesejaveis
na silagem (Bacillus sp e E. coli). Do total de isolados, 21 cepas que mostraram as melhores
caracteristicas quanto ao abaixamento do pH, melhor crescimento em extrato de graos
(SAARISALO et al., 2007), inibig&o de Bacillus spp. e inibi¢do de Escherichia coli (MAIA et
al., 2001) foram incluidas para esta etapa (Tabela 1).
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Tabela 1 - Cepas isoladas de silagem de silagem de grédo de milho moido e reidratado (GMR),
meio utilizado para o isolamento, tempo de estocagem das silagens, forma das células e
producdo de gas

Isolado Meio Tempo de Forma das Producao de gés
ensilagem (dias) células

7 MP* 1 Cocos Negativo
26 MM~ 1 Bastonete Positivo
52 MM 3 Cocos Negativo
75 MP 5 Bastonete Negativo
77 MP 5 Cocos Negativo
79 MP 5 Cocos Negativo
82 MM 5 Cocos Negativo
84 MM 15 Cocos Negativo
104 MP 15 Bastonete Positivo
106 MP 15 Bastonete Positivo
108 MP 15 Bastonete Positivo
110 MP 15 Bastonete Positivo
114 MP 15 Bastonete Positivo
116 MP 15 Bastonete Positivo
126 MM 15 Bastonete Positivo
180 MM 30 Bastonete Negativo
185 MM 30 Bastonete Negativo
189 MM 30 Bastonete Negativo
190 MM 30 Bastonete Negativo
210 MP 60 Cocos Negativo
221 MM 60 Bastonete Negativo

*MP: meio de cultura MRS padréo
**MM: meio de cultura MRS modificado com caseina como substrato principal de crescimento

5.2. Ensilagem

O experimento foi conduzido no Departamento de Zootecnia da Universidade Federal
de Lavras, Brasil (21°13°49” S, 44°5810” W). Os graos de milho seco foram adquiridos na
fabrica de racdo e moidos com moinho tipo martelo com peneira de crivo com 6 mm. O tamanho
médio geométrico das particulas foi realizado através de um conjunto de peneiras para graos,
os calculos foram baseados de acordo com a porcentagem da retencdo de particulas de cada
peneira (BAKER; HERMAN, 2002). A distribuicéo de particulas foi a seguinte: 11,4% para a
peneira de 3,25 mm, 31,57% para a peneira de 2 mm, 38,59 para a peneira de 1,25 mm e 18,44%
para o fundo. As silagens foram preparadas no setor de Forragicultura, em area coberta e
distante de fontes de contaminacgdo. A concentracdo de matéria seca (MS) do milho moido foi
medida através da utilizacdo de um microondas (LACERDA; FREITAS; SILVA, 2009; MS =

88%) e, posteriormente, agua suficiente foi adicionada para aumentar a umidade para 36%.
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A inoculagdo microbiana ocorreu no momento da reidratagéo dos gréos e o material foi
homogeneizado de forma a incorporar igualmente a umidade. Foram avaliadas cepas isoladas
conforme descrito no item (5.1). As cepas foram cultivadas em laboratério conforme Avila et
al. (2009). Apds o cultivo avaliou-se a populacdo de células viaveis no meio de plagueamento
antes da ensilagem. Os inoculantes contendo cada uma das cepas foram adicionados com uma
taxa de inoculagdo proxima de 108 UFC/kg de material ensilado. Para as cepas que tiveram
contagem de 108 UFC/ml, foi utilizado 30 ml do inoculante preparado (Tabela 2). Enquanto que
as cepas que tiveram contagem de 10° UFC/ml, se utilizou 5 ml de inoculante. O tratamento
controle foi misturado com um volume de &gua igual ao dos inoculantes aplicados, porém sem

a presenca do inoculo.

Tabela 2 - Contagem do inoculante (log UFC/mI) e volume aplicado no momento
da ensilagem (ml)

Isolado Contagem pré- Volume de Taxa inoculada
ensilagem (log inoculante (ml) (log UFC/kg)
UFC/ml)

7 9,4 5 9,4
26 8,8 30 9,7
52 8,5 30 9,6
75 9,5 5 9,5
77 9,4 5 9,4
79 9,4 5 9,4
82 8,9 30 9,8
84 9,0 5 8,9
104 8,1 30 9,3
106 9,0 5 8,6
108 8,7 30 9,7
110 9,4 5 9,2
114 8,4 30 9,5
116 8,7 30 9,4
126 8,5 30 9,5
180 8,3 30 9,0
185 8,9 30 9,5
189 9,1 5 8,9
190 8,6 30 9,4
210 9,2 5 9,4
221 8,8 30 9,4

Como mini silos experimentais foram utilizados baldes plasticos com capacidade de 5
litros. O milho reidratado (5,03 kg) foi compactado manualmente até atingir a uma densidade

média aproximada de 1005 kg.m? (+ 9,5). Cada tratamento consistiu de 3 repeticdes,
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totalizando 66 unidades experimentais. Ap6s a compactacdo os mini silos foram vedados com
tampa de rosca e pesados. No dia seguinte, as tampas foram vedadas com cola de silicone por
toda da rosca para impedir a entrada de ar. A ensilagem da primeira repeticéo foi realizada dia
19/11/2021 na parte da tarde. As repeticdes 2 e 3 foram ensiladas no dia 30/11/2021 na parte
da manha e da tarde, respectivamente. Para ndo haver efeito dos dias da ensilagem, cada
repeticdo representou um bloco.

Apos 60 dias de ensilagem, os silos foram novamente pesados e abertos. A camada
superficial de 5 cm de cada unidade experimental foi completamente removida e descartada, a

silagem remanescente foi homogeneizada para posterior coleta de amostras.

5.3.  Analises quimicas

O milho moido e reidratado antes da ensilagem e as silagens obtidas foram pré-secos
em estufa com circulacédo de ar forgcado a 55 °C por 72 horas para determinacao da concentragdo
de MS. Apds secagem foram pesadas e moidas em moinho de facas tipo Willey, com peneira
de 1 mm. As amostras secas e moidas foram levadas a estufa 105 °C por 16 horas para
quantificacdo de MS a 105 °C. A amostra moida foi analisada para nitrogénio total (PB =
nitrogénio total x 6,25) pelo método de Kjedhal, de acordo com a AOAC (1990). O teor de
amido foi quantificado pelo método de Hall (2009) com modificacbes. Resumidamente, o
volume de tampdo acetato foi modificado para 10 ml e o fator de diluicdo utilizado foi 2 para
manter a propor¢do de tampdo e agua. As perdas de MS por fermentacdo foram calculadas pela
diferenga entre o peso do milho reidratado colocado em cada silo no momento da ensilagem e
0 peso da silagem no final da conservacao, corrigido para o teor de MS do milho reidratado e
sua respectiva silagem (JOBIM et al, 2007). As perdas de amido foram calculadas considerando
a diferenca do amido ensilado, com base na MS, e o teor de amido presente nas silagens
(FERNANDES et al., 2022).

Para a obtencdo do extrato aquoso, uma amostra de 25 g de silagem foi misturada em
225 mL de agua destilada, os frascos foram homogeneizados por 20 minutos a 120 rpm em
agitador orbital (Shaker). O pH de cada amostra foi entdo determinado por meio de um medidor
de pH (Potenciometro DIGIMED® DM 20, Digicrom Instrumentos, SP, Brasil).
Posteriormente, 1 ml do extrato aquoso foi congelado para analise de nitrogénio amoniacal pelo
método de Chaney e Marbach (1962).

Para a analise dos produtos da fermentacao, 2 mL do extrato aquoso foi acidificado com
10 pL de &cido sulfarico 50% (v/v) e congelado para posterior analise cromatografica (HPLC)
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dos acidos succinico, latico, acético, propidnico e butirico e dos alcoois: etanol e 1,2-
propanodiol de acordo com Santos et al. (2014). Foi utilizado um cromatégrafo da Shimadzu,
modelo LC-10Ai (Shimadzu Corporation - Tokio, Japdo) equipado com um sistema de detec¢éo
duplo, composto por um detector de radiacdo ultravioleta (UV) (UV - Vis/SPD - 10Ai) e um
detector de indice de refracdo (RID 10A). Na separa¢do cromatografica dos acidos, foi utilizada
uma coluna de exclusao de ions (Shim-pack SCR-101H, 7.9 mmx30 cm) operada a 50 °C. A
fase movel foi constituida de uma solucéo de acido perclorico com pH 2,1 e foi utilizado um
fluxo de 0,6 mL min. A deteccdo dos alcoois foi feita por indice de refracdo e a detecgdo dos

acidos organicos por radiacdo UV com comprimento de onda de 210 nm,

5.4.  Anélises microbioldgicas

Um segundo extrato aquoso foi preparado por meio da adi¢éo de 25 g dos gréos antes
da ensilagem e a silagem em 225 ml de &gua peptonada (0,1%) estéril. Esse extrato foi
homogeneizado durante 20 minutos a 120 rpm em agitador orbital (Shaker). Para a contagem
dos microrganismos, o extrato foi submetido a diluicdes decimais seriadas de 10 a 10°, e
posteriormente, aliquotas de 0,1 ml de cada diluicdo foram espalhadas em superficie e em
duplicata nos meios de cultura com o auxilio de uma al¢a de Drigalski. A contagem de BAL foi
feita em meio MRS (Man Rogosa and Sharpe — Titan Media® - Nova Deli, india), a contagem
de leveduras e fungos filamentosos foi feita em meio DRBC (Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol - HIMEDIA® - Maharashtra, india), sendo a diferenciacdo entre fungos
filamentosos e leveduras feita com base na morfologia das coldnias. A contagem de esporos de
bactérias aerdbias foi feita em Agar nutriente (KASVI® - S&o José do Pinhais, Brasil), sendo
as amostras previamente pasteurizados a 80 °C por 10 minutos para causar a morte das células
vegetativas e manter apenas os endosporos. A contagem de enterobactérias foi feita em meio
EMB Levine Agar (KASVI® - Séo José do Pinhais, Brasil). As BAL foram incubadas a 32 °C
por 48 horas, as leveduras incubadas a 28 °C por 48 horas, os fungos filamentosos foram

incubados a 28 °C por 120 horas, e as enterobactérias foram incubadas a 37 °C por 24 h.

5.5.  Avaliacdo da estabilidade aerobia

A estabilidade aerdbia foi avaliada a partir de amostras de 3 kg de silagem, que foram
colocadas em sacos plasticos pretos, sem que as mesmas fossem compactadas. Para evitar

contaminacgdo, uma camada de gaze foi colocada sobre a silagem e os sacos foram mantidos em
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sala fechada por 5 dias sem controle de temperatura. Sensores data-logger foram inseridos no
centro da massa para o registro de temperatura a cada 15 minutos. A temperatura ambiente
também foi registrada. A perda de estabilidade aerdbia foi considerada quando a temperatura

da silagem ultrapassa em 2 °C a temperatura do ambiente (MORAN et al., 1996).

5.6. Andlise estatistica

O experimento foi conduzido DBC com 22 tratamentos, 21 cepas e 1 controle (sem
inoculantes), com trés repeticGes divididas em 3 blocos, totalizando 66 unidades experimentais.
Os dados foram submetidos a analise de variancia através do pacote computacional SISVAR®
(Sistema de Analise de Variancia para Dados Balanceados) (FERREIRA, 2008). O modelo
utilizado foi Yj = u + Pj + bj + €j, onde, 4 € a média geral; Pj é o efeito dos tratamentos (ndo
inoculado e cepas); bj é o efeito dos blocos; ej é o erro experimental. As médias foram
comparadas usando o teste de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade no caso de

significancia no teste F.

6. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas quimicas

O milho antes da reidratacdo apresentou matéria seca de 80,9%, ap6s a reidratacao, a
MS seca do milho foi de 62,4 % (Tabela 3). O teor de amido foi 72,79% da MS. A populacédo
de BAL, Bactérias aerobias esporulantes (BAE), leveduras e fungos filamentosos foram de
3,92; 2,93; 3,38 e 3,25 log UFC/g de matéria fresca respectivamente. Ndo foi detectado o

crescimento de enterobactérias no meio EMB.
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Tabela 3 - Caracterizacdo do milho utilizado para ensilagem

Itens

Matéria seca milho (MS; %) 80,9
MS pos-reidratacao (%) 62,4
Amido (% MS) 72,79
Contagem de microrganismos (log UFC/qg)

BAL 3,92
BAE 2,93
Leveduras 3,38
Fungos filamentosos 3,25
Enterobactérias nd

MS = Matéria seca; BAL = Bactérias do acido latico; BAE = Bactérias
aerobias esporulantes.

Houve efeito das cepas para o teor de MS (p < 0,001), Amido (p < 0,01), Proteina (p <
0,001) e Nitrogénio amoniacal (N-NHs; p < 0,001) (Tabela 6.2).

Os menores teores de MS das silagens foram para as silagens ndo tratadas (CON) ou
tratadas com os isolados 26, 82, 84, 106, 108 e 126, sendo que estes pertencentes ao grupo “b”
(Fig. 1a; p <0,05). Os maiores valores de MS foram para as silagens do grupo “a” tratadas com
as cepas 7, 52, 75, 77, 79, 104, 110, 114, 116, 180, 185, 189, 190, 210 e 221 (p < 0,05). Em
real¢do ao teor amido da silagem os menores valores foram obtidos do grupo “b” representado
pelas cepas 75, 82, 104, 106, 114, 126, 180, 185, 210 e 221 (Fig. 1b; p < 0,05), com 62,12% da
MS em média. A silagem controle ou tratadas com as cepas 7, 26, 52, 77, 79, 84, 104, 108, 110,
116, 189 e 190 perteceram ao grupo com valores maiores de amido (p < 0,05), com média do
grupo de 66,72% da MS.

A silagem controle (12,98% da MS) ou tratadas com as cepas 7 (13,08% da MS), 52
(12,69% da MS), 75 (13,41% da MS), 77 (13,45% da MS), 84 (13,44 % da MS), 104 (12,64 %
da MS) e 114 (12,57 % da MS), foram agrupadas em “a”, com maiores teores de proteina bruta
(PB) (Fig. 1c; p < 0,05). As demais cepas (26, 79, 82, 106, 108, 110, 116, 126, 180, 185, 189,
190, 210, 221) tiveram menores teores de PB (p < 0,05). Os tratamentos controle, 221 (0,1 %
da MS), 110, 189, 210, 185, 116, 7 (0,103 % da MS), 82 e 75 (0,107 % da MS) foram alocados
no grupo “a” de maior N-NHz comparados ao grupo “b”, que obteve menor valor (Fig. 1d; p <
0,05).

As diferentes cepas influenciaram nas perdas de MS (p < 0,001) e nas perdas de amido
(Fig. 2; p < 0,001). As menores perdas de MS (%) foram para silagens inoculadas com os

isolados 221 (2,04 %) e 116 (1,86 %), pertencentes ao grupo “f” (p < 0,05). Enquanto que as
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maiores perdas foram para o grupo a que incluiu as silagens ndo tratadas (8,68 %) e as
inoculadas com as cepas 52 (8,63 %), 79 (8,88%) e 75 (9,32 %).

O grupo de cepas que apresentou as menores perdas de amido (grupo d) foram as
inoculadas com as cepas 77 (6,75% do total ensilado), 190 (7,26 % do total ensilado), 110
(8,47% do total ensilado), 79 (9,22% do total ensilado) e 52 (9,42% do total ensilado) (Fig. 3;
p < 0,05). Enquanto que as maiores perdas de amido ocorreram no grupo “a”, que incluiam as
silagens controle e inoculadas com 106, 75, 185, 7, 82, 104, 180 e 126, com média de grupo
de 19,53% do total ensilado.
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Figura 1 - a) Matéria seca (p < 0,001); b) Teor de amido (p < 0,01); c) Teor de proteina (p <
0,001); e d) Teor de N-NHz (p < 0,001) de silagem de grao de milho moido e reidratado (GMR)
inoculada com diferentes cepas ou ndo aos 60 dias de ensilagem.



31

10,00 a
a
9,00 —
b Db
8,00
— c
< 7,00 c
22|
g 600 E d
L 5,00 ; q ¢
£ 4,00 e e
g 300
2,00
1,00 I
0,00
\Dv—lD*\rlﬁO\DTJ'OCJOD\DTI'G\[':--PI["--\DFJZQ_‘.I{_‘.
SRR oDADgE2EEsgEgnh e avgt &
O
Tratamentos
541
542 Figura 2 - Perdas de matéria seca (MS) da silagem de grdo de milho moido e
543 reidratado (GMR) inoculada com diferentes cepas ou ndo e armazenada por 60 dias
544 (p <0,001).
545
25,00
= a
= a a4 2
'Z 20,00 a a a a3
V]
= e b b
215,00 :
= c ¢ ¢ ¢
S i
S 10,00 g 4 ¢
= a d
2
w 3,00
<
=
2
0,00
r-:OOG\NChO\O'\T\Ov—'frOO\OV‘.U‘.(‘\N\TO\OZ
-~ N = > ¥V 00 — = —~ &1 &1 00 O O -~ & 0w O ol
— - L s T (] —_— - — o - O
O
Tratamentos
546 - - - - ~ - Ve
547 Figura 3 - Perdas de amido (% do total ensilado) da silagem de grdo de milho moido
548 e reidratado (GMR) inoculada com diferentes cepas ou ndo e armazenada por 60
549 dias (p < 0,001).
550
551 Os valores de pH foram influenciados pelas cepas (p < 0,001). Os menores valores de

552  pH foram registrados para as silagens do grupo “c”, que incluiram os isolados 180 (3,65) e 190
553  (3,73) (Figura 4; p < 0,05). O grupo “b’ (isolados 116, 114, 104, 26, 108 e a silagem controle)

554  seguiram o grupo “c”, com a segunda menor média de pH das silagens.
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Figura 4 - pH da silagem de grdo de milho moidos e reidratado (GMR) inoculada
com diferentes cepas ou ndo e armazenada por 60 dias (p < 0,001).

6.1.  Produtos da fermentacéo

Houve efeito significativo de tratamentos sobre as concentra¢des dos acidos succinico
(p <0,001), latico (p <0,001), acético (p < 0,001), propidnico (p < 0,001), butirico (p <0,001),
e também sobre etanol (p < 0,001) e 1,2 propanodiol (p < 0,001) (Tabela 6.3).

O grupo “a” (cepas 180, 190 e o tratamento controle) apresentaram maior média de
acido latico (Fig. 5a; p < 0,05), com o valor de 4,72 %. A menor concentracao foi observado
para a cepa 221, incluida no grupo “d”, com o valor de 2,85% da MS.

As maiores concentracdes de &cido succinico (Fig. 6a; p < 0,05) foram observadas para
as silagens de GMR inoculadas com a cepa 84 (0,84 % da MS; grupo a), seguida do grupo “b”
que incluiu as cepas 190, 114, 26 e 221 (p < 0,05), que tiveram valor médio de 0,23 % da MS.
As menores concentracdes desse composto (p < 0,05) foram para as cepas do grupo “h”,
composto pelas cepas 210 (0,07% da MS), 52 (0,08 % da MS) e 185 (0,08 % da MS).

O teor acido aceético foi maior (Fig. 5a; p < 0,05) na silagem do grupo “a”, tratada com
a cepa 106. No grupo “b” ficou a silagem tratada com a cepa 82 (0,26 % da MS). Ja a menor
média (p < 0,05) foi observado nas cepas do grupo “f”’, 180 (0,08 % da MS), 190 (0,09 % da
MS) e 84 (0,09 % da MS).

A inoculagdo com as cepas 52 (1,72 % da MS), 189 (1,78 % da MS) e 185 (1,84 % da
MS) aumentaram (p < 0,05) a média da concentracdo de acido propidnico nas silagens (Fig.
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5¢). Enquanto que o grupo com a cepa 84 (0,86 % da MS) e 221 (0,89 % da MS) obtiveram as
menores concentra¢es do composto (p < 0,05).

Os menores valores de acido butirico (Fig. 6b; p < 0,05) foram observados no grupo “f”,
que incluiu os tratamentos 180 (0,09 % da MS), 221 (0,09 % da MS) e 190 (0,10 % da MS). A
concentracdo de acido butirico foi maior (p < 0,05) para o grupo a das silagens inoculadas com
as cepas 114 (0,27 % da MS) e 126 (0,21 % da MS), seguidas do grupo “b” das cepas 52 (0,24
% da MS) e 7 (0,24 % da MS).

O etanol foi maior (Fig. 6¢; p < 0,05) na silagens de GMR do grupo “a”, tratada com a
cepa 84 (1,04 % da MS). Em seguida, o grupo “b” com a cepa 75 (0,19% da MS) e o tratamento
controle (0,20% da MS), tiveram a segunda maior média (p < 0,05). Néo foi detectado etanol
para as cepas 110, 116, 82, 180, 221, 104 e 26.

O 1,2-propanodiol ndo foi detectado nas cepas 114, 104, 84, 190, 180, 116 e no
tratamento controle (Fig. 6d). As maiores concentraces desse composto (p < 0,05) estavam
presentes no grupo “a” das silagens 221 e 106 nos valores de 0,25% da MS e 0,27% da MS

respectivamente.
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Figura 5 - a) Teor de acido latico (p < 0,001); b) Teor de acido acético (p < 0,001); c) Teor de
acido propidnico (p < 0,001); e d) Teor de 1,2-propanodiol (p < 0,001) em porcentagem da
MS de silagem de gréo de milho moido e reidratado (GMR) inoculada com diferentes cepas
ou ndo aos 60 dias de ensilagem.
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Figura 6 - a) Teor de &cido succinico (p < 0,001); b) Teor de acido butirico (p < 0,001); c)
Teor de etanol (p < 0,001) em porcentagem da MS de silagem de grdo de milho moido e
reidratado (GMR) inoculada com diferentes cepas ou ndo aos 60 dias de ensilagem.

6.2.  Caracteristicas microbioldgicas

Houve efeito dos tratamentos sobre a populagdo de BAL (p < 0,001), BAE (p < 0,001),
leveduras (p < 0,001) e fungos filamentosos (p < 0,001) (Fig. 7).

As menores contagens de BAL (Fig. 7a; p < 0,05) foram para as silagens agrupadas em
“b”, que incluiu a controle ou tratadas com as cepas 26, 84, 104, 108, 116, 185 e 189, com um
valor médio de log 5,50 UFC/g de silagem. As cepas 7, 52, 75, 77, 79, 82, 106, 110, 114, 126,
180, 190, 210 e 221 foram agrupadas em “a”, em que a média de contagem de BAL foi maior
(p < 0,05).

Para as bactérias aerdbias formadoras de esporos (BAE), as maiores contagens (Fig. 7b;
p < 0,05) foram para o grupo “a”, que incluiu os tratamentos 7, 26, 52, 106, 108, 116, 210 e
221, com um valor médio de 2,64 log UFC/g de silagem. As cepas 82 (1,74 log UFC/g de
silagem), 84 (1,70 log UFC/g de silagem), 104 (1,77 log UFC/g de silagem), 110 (1,88 log
UFC/g de silagem) e 180 (1,48 log UFC/g de silagem) tiveram as menores contagens de BAE
(p < 0,05).

O grupo “c” (cepas 82 e 108) reduziram a contagem de leveduras (Fig. 7c; p < 0,05),
obtendo valores médios < 2,00 log UFC/g de silagem. A menor contagem de fungos

filamentosos (Fig 7d; p < 0,05) foi para o grupo “e” (silagem inoculadas com a cepa 106) onde
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625  n&o houve detecgéo de crescimento desse microrganismo. A segunda menor contagem foi para
626 a cepa 116 (grupo “d”; 1 log UFC/g de silagem). N&o foi observado crescimento de

627  enterobactérias para nenhum tratamento ao utilizar o meio EMB para o cultivo.
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630 Figura 7 - a) Contagem de BAL (p < 0,001); b) Contagem de BAE (p < 0,001); ¢) Contagem
631 de leveduras (p < 0,001); d) Contagem de fungos (p < 0,001) em log UFC/g de silagem para
632 grao de milho moido e reidratado (GMR) inoculada com diferentes cepas ou nao aos 60 dias
633 de ensilagem.

634

635 6.3. Estabilidade aerobia

636

637 As diferentes cepas foram capazes de promover diferencas significativas (p < 0,001) na

638  estabilidade aerdbia da silagem (Figura 8).

639 As cepas que obtiveram maior nimero de horas até a quebra de sua estabilidade foram
640  agrupadas em “a” e incluiram 126 (89,1 h) e 185 (95,5 h; p < 0,05). Em seguida, as cepas 52
641 (77,5h), 26 (76,5 h) e 114 (71,8 h) obtiveram o0 maior nimero de horas no grupo “b”. As cepas
642 189, 84, 190, 104, 116, 110, 180, 106, 221, 82 e 210 obtiveram o menor numero de horas (p <
643  0,05) ate a quebra da estabilidade, sendo que a média de horas para o grupo “d” foi de 27 horas.
644
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Figura 8 - Estabilidade aerdbia da silagem de grdo de milho moido e reidratado
(GMR) inoculada com diferentes cepas ou ndo e armazenada por 60 dias (p <
0,001).

7. DISCUSSAO

Apos a hidratacdo, o milho apresentou teor de MS de 62,4%, e o teor de MS das silagens
apos a fermentacdo variou de 57,55% a 61,68%, o que normalmente é utilizado neste tipo de
silagens (MOMBACH et al., 2019; REZENDE et al, 2014). A fermentacdo das silagens é
afetada pelo fator umidade (GOMES et al., 2020). Mombach et al. (2019) relatou um padréo de
fermentacdo melhorado através do baixo pH associado a uma maior producdo de acido latico
guando o teor de umidade em silagens de GMR foi de 30 a 40%, faixa em que as silagens do
presente estudo se encontram.

Algumas das cepas proporcionaram silagens com maior teor de MS do que a silagem
controle. Esse fato pode estar relacionado a melhoria do padrdo fermentativo evitando a
formacdo de agua de fermentacdo. Alguns microrganismos presentes na silagem podem gerar
agua como produto de sua atividade e consequentemente reduzir o teor de MS. McDonald et
al. (1991) relatou que as vias comuns de perdas de MS sdo: producdo de efluentes e a perda por
agua resultante de reacGes metabolicas. Acetobacter sdo um exemplo de bactérias do acido
acetico pertencentes a familia Acetobacteraceae que séo capazes de oxidar acetato e lactato em
CO- e agua (PAHLOW et al, 2003) gerando perda a perda de MS. A produgdo de etanol pelas
leveduras também é acompanhada pela perda acentuada de MS na forma de CO; e H20
(MCDONALD etal., 1991).
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As silagens apresentaram pH dentro da faixa considerada adequada (3,8 a 4,2) para
inibir a maior parte dos microrgansimos deterioradores (MUCK, 2010; PAHLOW et al., 2003;
AVILA; CARVALHO, 2020). Souza et al. (2020) observou interacdo entre os fatores
inoculante e tempo reduzir o pH, onde a inoculagdo promoveu maior gqueda no inicio e
manutencdo dos menores valores ao longo da conservagao, atingindo valores de 4,34 e 4,01
para o0s tratamentos sem inoculagdo e com L. plantarum mais Propionibacterium
acidipropionici, respectivamente, aos 64 dias de armazenamento. No presente estudo, as
silagens atingiram um valor maximo de pH de 3,90 aos 60 dias.

O valor de pH da silagem controle, atingiu um valor de 3,8 ap6s os 60 dias de ensilagem.
Em silagens n&o inoculadas, Carvalho et al (2016) observou um pH em torno de 4,5 aos 60 dias
de ensilagem. Junges et al. (2017), por outro lado, obteve pH de 3,74 para as silagens controle
aos 90 dias de ensilagem. Fernandes et al. (2022) obteve valores de pH de 3,92 para silagem de
GMR. Algumas das cepas utilizadas foram capazes de promover diferencas (p < 0,05) nos
valores de pH em relacéo a silagem controle, sendo o grupo com as cepas 180 e 190, as mais
eficientes no processo de acidificacdo do meio. A fase fermentativa estd associada
principalmente ao desenvolvimento de uma populacdo de BAL dominante em silagens
fermentadas com sucesso. Essa mudanca esta principalmente relacionada com a producédo de
4cido latico e declinio do pH (PAHLOW et al, 2003). O Acido latico, que é maior responsavel
para a queda do pH, também foi maior para essas cepas, no entanto, a silagem controle
pertenceu ao mesmo grupo das silagens inoculadas com as cepas 180 e 190. Quando se associa
a contagem de BAL dessas silagens, as cepas 180 e 190 pertenciam ao grupo com maior
contagem desses microrganismos, enquanto o tratamento controle pertenceu ao grupo com
segunda maior contagem.

Das cepas testadas, 14 estavam no grupo de pH superior ao grupo da silagem controle
(p < 0,05). Os &cidos propidnico e acético sdo acidos fracos e assim menos eficiente em reduzir
0 pH, mas que apresentam potencial antifungico (AVILA; CARVALHO, 2020). Dentre as
cepas de maior pH, estdo a 106 que mostrou maior teor de &cido acético. A cepa 82 teve 0
segundo maior teor de acido acético, e foi seguido pelas cepas 75, 185, 108 e 52, com 0 grupo
de terceiro maior valor desse acido. O grupo de cepas 52, 185 e 189 mostraram a maior
concentracdo de acido propibnico e estdo entre as cepas cujo pH foi maior que o controle. O
comportamento de reducéo de pH e producédo de acidos das cepas 106 e 108 é explicado pelo
metabolismo heterofermentativo, visto que essas cepas apresentaram resultado positivo para a

producéo de gés.
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As perdas de MS foram muito variaveis (de 1,86 a 9,32%). No entanto, essa faixa foi
consistente com dados encontrados na literatura. O trabalho de Carvalho et al. (2016) observou
aos 60 dias de ensilagem perdas de 5,2% da MS e 0 maximo de perdas aos 280 dias de ensilagem
com 7,6% de MS. Fernandes et al. (2022), observou perdas de 6,8% de MS para suas silagens,
enquanto que Gomes et al. (2020) observaram perdas de por volta de 2 a 4,5% da MS aos 60
dias de ensilagem. Perdas de MS estdo associadas a0 metabolismo dos microrganismos que
atuam no processo e derivam principalmente das perdas de CO2 (SALMINEN; WRIGHT;
OUWEHEAD, 2004). O tipo de inoculante utilizado interfere em funcéo de como ele pode
inibir microrganismos, cujo metabolismo gera perdas, ou pelo seu proprio metabolismo. O
grupo de inoculantes responsaveis pelas maiores perdas de MS foram 52, 79, 75 e o tratamento
controle, e também estdo relacionados ao grupo de maiores valores de pH, exceto o tratamento
controle que pertenceu a um grupo de pH intermediario entre as silagens. Além disso, a cepa
52 foi associada a maior contagem de fungos filamentosos e BAE e a cepa 79 a fungos
filamentosos e leveduras, o que podem ter causado essas perdas. A silagem controle estava no
grupo de maior contagem de leveduras e a segunda maior contagem para fungos filamentosos.
Enquanto que a cepa 75, esteve nos grupos de segundo maior teor de etanol, BAE, leveduras e
fungos.

As perdas podem também estar associadas ao metabolismo das BAL. As BAL séo
frequentemente separadas pelos dois tipos basicos de fermentagédo de hexose em acido latico. E
é importante salientar que ambos as vias podem ocorrer simultaneamente durante a producao
de silagem. O processo chamado de homofermentativo produz principalmente acido latico, e o
outro heterofermentativo, sdo formados produtos adicionais como etanol ou acetato, além de
CO2 (PAHLOW et al, 2003). As cepas 26, 104, 106, 108, 110, 114, 116, e 126 tiveram
resultados positivos para producdo de gas, o que as caracteriza com metabolismo
heterofermentativo. Para as silagens estudadas, essas cepas ndo pertenceram ao grupo com
maior perda de MS.

As cepas 116 e 221 foram o grupo mais eficiente em reduzir a perda de MS, entretanto
suas caracteristicas levam a crer que as perdas foram evitadas por mecanismos distintos. Em
real¢do ao pH das silagens inoculadas com essas cepas, a 116 pertenceu ao mesmo agrupamento
da silagem controle e a 221 pertenceu ao grupo de maior pH das silagens. A cepa 221 estava
no grupo com populacdo de BAL maior que a cepa 116. Por outro lado, a cepa 116 teve
producdo de gas positiva e a 221 ndo teve producgéo de gas, demonstrando diferencas entre seus

metabolismos. Quanto aos produtos do metabolismo, elas mostraram caracteristicas distintas.
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Os teores de amido encontrados para as silagens, apresentaram valores inferiores a 70%,
enquanto o milho antes da ensilagem apresentou 72,79% da MS de amido e das 21 cepas
avaliadas, 12 tiveram menor teor de amido das silagens em relacdo ao controle. Castro et al.
(2019) obteve valores de amido de 72,3 e 72,1 % da MS em silagens de milho reidratado moidos
a 3 e 9 mm respectivamente e com 35% de MS. Esses resultados vao de encontro com da Silva
et al. (2018), que relatou valores de 71,2 e 72% da MS de amido para milho moido finamente
e grosseiramente, respectivamente, presentes em silagens abertas aos 120 dias. Oliveira et al.
(2019) observou valores no teor de amido mais proximos aos encontrados: 65,7% para silagem
controle, 61,6 % para silagens tratadas com a enzima glucoamilase e 61,9% para silagens
tratadas com amilase.

Os maiores valores de perda de amido foram para o grupo que incluiu as silagens do
grupo controle, 106, 75, 185, 7, 82, 104, 180 e 126. Poucos estudos relacionam a ensilagem
com a perda de amido. Fernandes et al. (2022) relatou que as silagens de gréos de milho
reidratado avaliadas em seus estudos sofreram perda de 23% do total ensilado, um valor
préximo aos achados para as cepas citadas anteriormente. No entanto, 0s mecanismos
relacionados com essa maior perda de amido sao incertos. BAL utilizam pentoses e/ou hexoses
em seu metabolismo (MUCK, 2010), sendo incapazes de fermentar agucares complexos, como
é 0 caso do amido. Essa perda de amido pode estar relacionada a outros fatores que propiciaram
0 aumento da glicose livre na silagem (FERNANDES et al, 2022). Esses agucares livres podem
ter sido utilizadas por BAL.

O teor de proteina bruta teve um valor médio de 12,38% da MS. O teor de proteina bruta
encontrado por da Silva et al. (2018) foi de 9,09% da MS para milho moido finamente e 8,87%
da MS para milho moido grosseiramente. Rezende et al. (2014) e Silva et al. (2018) observaram
teores de PB semelhantes (em torno de 8 a 10% da MS) para silagem de GMR. Ambos 0s
achados ficaram abaixo dos valores observados no presente estudo. Silva et al. (2019) observou
em suas silagens que os valores de N-NHs aos 60 dias de ensilagem estavam proximos a 0,06%
da MS para silagens controle e inoculadas com LB. Silva et al. (2018) ao testar silagens
inoculadas e ndo inoculadas obteve valores de 0,1% da MS para silagens inoculadas com LB a
uma taxa de 1 x 10° UFC/g de silagem e para silagens inoculadas com L. plantarum mais P.
acidilactici a uma taxa de 1 x 10® UFC/g de silagem. Sendo esses valores mais proximos aos
encontrados nas silagens.

Os maiores valores de PB foram para o grupo do tratamento controle, 7, 52, 75, 77, 84,
104 e 114, enquanto que as demais cepas pertenceram ao grupo de menor PB. O grupo do

tratamento controle e as cepas 7, 75, 82, 110, 116, 185, 189, 210 e 221 tiveram 0s maiores
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valores de N-NHz, enquanto que as menores concentracfes desse composto foram para o grupo
das cepas 84, 114 e 180. Mudancas nas concentracbes de N-NHs e PB soltvel refletem a
proteodlise das proteinas do grdo de milho (GOMES et al., 2020). A maior degradacéo da matriz
proteica do gréo e sugere uma maior digestibilidade do amido da silagem de GMR (HOFFMAN
etal., 2011).

As cepas 114, 26, 52, 126 e 185 perteceram ao grupo capaz de aumentar a estabilidade
aerobia das silagens em relacdo ao grupo do tratamento controle. Em relacdo controle, essas
cepas perteceram a agrupamentos de maior concentracdo de acido propibnico e as cepas 52,
126 e 185 ainda estavam no grupo com maior teor de &cido acético. O que pode ter contribuido
para 0 aumento da estabilidade.

A silagem controle pertenceu ao grupo de menor contagem de BAL (p < 0,05), enquanto
que 14 cepas perteceram ao grupo de maior contagem. Junges et al. (2017) observou contagens
de 5,30 log UFC/g de silagem para BAL em silagens de GMR néo inoculadas, indo de encontro
ao valor das silagens controle do presente estudo, que foi de 5,55 log UFC/g de silagem. Silva
et al (2018) também observaram que as silagens tratadas com LB tiveram maiores contagens
de BAL. Esse aumento esta relacionado ao inoculante aplicado.

Antes da ensilagem, o milho apresentava populacfes de 3,25 log UFC/g de milho
reidratado de fungos filamentosos, 3,38 log UFC/g de milho reidratado de leveduras e de 2,93
log UFC/g de milho reidratado de BAE. Carvalho et al (2016) observou que populacgdes de
leveduras e fungos antes da ensilagem eram de aproximadamente 4,00 log UFC/g de milho
reidratado e a populacdo bactérias formadoras de esporos eram de 3,32 log UFC/g de milho
reidratado. Ap6s 60 dias de ensilagem, as bactérias formadoras de esporos, leveduras e fungos
foram de: 3,52, 6,02 e < 2,00 log UFC/g de silagem, respectivamente. A contagem de leveduras
nas silagens de GMR foram menores que observado por Carvalho et al (2016), enquanto que
os fungos filamentosos e BAE ficaram préximos as contagens observadas.

O valor de acido succinico atingiu o valor méaximo de 0,34% da MS para a cepa 84. O
acido succinico, acetoina e 2,3-butanodiol séo sinais da presenca de enterobactérias no meio
(MUCK, 2010). Esse &cido também esta relacionado a presenca de Bactérias do &cido
propidnico (BAP), que além da producéo de &cido propibnico, podem produzir acido acético e
succinico, e dioxido de carbono (AVILA; CARVALHO, 2020). Apesar desse achado, nio foi
observado crescimento de enterobactérias nas silagens ao se utilizar o EMB como meio de
cultivo e um estudo néo foi feito para avaliacdo do crescimento de BAP. Carvalho et al. (2016)
observou apenas um pequeno numero de bactérias gram-negativas identificadas como

Enterobacter asburiae, Enterobacter cowanii e Klebsiella pneumoniae isoladas dos gréos de
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milho reidratados antes da ensilagem, no entanto, populagdes significativas ndo foram obtidas
apos 5 dias de ensilagem.

O acido propidnico ocorre em menor escala nas silagens, e é produzido em sua maioria
por BAP e BAL heterofermentativas. Este acido tem potencial antifingico, durante a fase inicial
e final da ensilagem, e pode ser eficaz em inibir a atividade de microrganismos indesejaveis
(MUCK, 2010). As cepas 185 e 52, cuja a producédo de acido propidénoco pertenceu ao grupo
de maior teor, também apresentaram uma boa estabilidade aerdbia, sendo a cepa 185
pertencente ao grupo com maior numero de horas (95 h). No entanto, outros fatores estéo
envolvidos para que a estabilidade seja aumentada, visto que a cepa 189 que estava no grupo a
para o teor de acido propionico, esteve no grupo com menor valor de estabilidade.

As bactérias do acido latico também sdo capazes de produzir acido acético. As BAL
heterofermentativas produzem um mol de acido latico, um mol de diéxido de carbono e um mol
de etanol ou acido acético a partir de glicose (MUCK, 2010). O maior valor de &cido acético
foi observado nas silagens inoculadas com a cepa 106, nessas silagens ndo foi detectado o
crescimento de fungos. Isso pode ser explicado porque os acidos latico e acético juntamente
com pH baixo sdo inibidores de varios microrganismos aerébicos (MUCK, 2010).

A concentracdo de etanol permaneceu abaixo dos achados da literatura (SILVA et al.,
2018; SILVA et al, 2019). E em grande parte das cepas esses valores foram abaixo do limite de
deteccdo. Outro fator importante é a menor contagem de leveduras em relacdo aos dados de
literatura, visto que os principais produtos de fermentacdo de leveduras sdo etanol e CO:
(PAHLOW et al, 2003). Os valores de acido butirico foram menores que os achados na
literatura (CARVALHO et al., 2016; SILVA et al., 2018; SILVA et al, 2019). Na literatura é
relatado que silagens com pH suficientemente baixo para evitar fermentacGes secundarias com
producdo de é&cidos butiricos e outros acidos graxos volateis sdo definidos como
"anaerobicamente estaveis" (PAHLOW et al., 2003).

Foi detectado pouca concentracdo de 1,2-propanodiol e em muitas das cepas, ficou
abaixo do limite de deteccdo. As cepas que promoveram um aumento, foram o grupo da 106
(0,27% da MS) e 221 (0,25% da MS). As concentracdes de 1,2-propanodiol séo respostas
tipicas a atividade de LB (SILVA et al., 2018). No entanto, esse valor foi muito abaixo do que
é esperado na literatura para silagens inoculadas com LB (SILVA et al., 2018; SILVA et al,
2019).

De um modo geral, as cepas apresentaram distingdes para os diferentes itens de selecéo.
Cepas que apresentaram boas caracateristicas fermentativas, ndo tiveram relagdes com cepas

que apresentaram menores perdas de MS ou maior EA. Sendo assim, € necessario a escolha de
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uma caracteristica predominante para a selecdo. A cepa 190 apresentou uma silagem com
caracteristicas favoraveis a fermentagdo. Esta cepa esteve nos grupo com maior MS, pH mais
baixo, maior amido e menores perdas de amido, contagem alta de BAL, maior teor de &cido
latico e menor teor de acido butirico e etanol. A cepa 52 pertenceu aos grupos com maior MS,
maior amido e menores perdas de amido, maior proteina bruta, menor concentracéo de 4cido
succinico, maior concentracdo de &cido propidnico e maior contagem de BAL. Essa cepa
também pertenceu aos grupos de maior estabilidade aerobia em relagdo a silagem controle.

A cepa 110 teve maior MS, maior amido e menores perdas de amido, maior N-NHs,
menor teor de etanol, maior contagem de BAL e menor contagem de BAE. A cepa 221 teve
maior MS, maior N-NHs, menores perdas de matéria seca, menos acido butirico e etanol, maior
teor de 1,2-propanodiol e maior contagem de BAL. Por terem aumentado o N-NH3z e terem
apresentado menores valores de PB, essas cepaspodem ter promovido maior protedlise nas

silagens, o que pode afetar na degradabilidade ruminal do amido.
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8. CONCLUSAO

As cepas isoladas das silagens de GMR tem potencial para serem utilizadas como
inoculantes e melhorarem caracteristicas quimicas, fermentativas e a estabilidade aerdbia
dessas silagens. No entanto, a escolha da utilizacdo de uma cepa depende das caracteristicas de
maior importancia no momento de confeccgdo das silagens. As cepas utilizadas foram capazes
de acidificar o meio de forma efetiva, principalmente as cepas 180 e 190, e algumas
demonstraram inibir o crescimento de bactérias indesejaveis na silagem, como o caso das cepas
110 e 180. Tambem foram capazes de aumentar a estabilidade aerobia e melhorar outros
aspectos da fermentacdo, como a cepa 52. E a maior concentragdo de N-NH3 para cepas 110 e
221 sugerem maior protedlise, que pode estar relacionado ao aumento da degradabilidade
ruiminal do amido. No entanto, mais testes ainda sdo necessarios para se entender a fundo a
questdo da protedlise e se essas cepas podem atuar no aumento da degradabilidade ruminal do

amido.
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