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PRIMEIRA PARTE



RESUMO

Em regides de clima tropical o processo de deterioragdo aerdbia € mais intenso,
podendo ocorrer de forma grave em areas periféricas dos silos horizontais.
Portanto, objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito de duas cepas de
Lactobacillus buchneri (comercial e indigena) e do benzoato de sdédio no
controle da estabilidade aerobia em silagens de milho. Foram conduzidos dois
experimentos onde foram testados os seguintes tratamentos: controle (C); L.
buchneri cepa comercial CNCM 1-4323 (LBC) e L. buchneri (NCBI
HM162412.1) cepa indigena proveniente do Laboratério de Microbiologia da
UFLA (LBI), na concentragio de 1x10° ufc g de forragem fresca; benzoato de
sodio (SB) na concentragdo de 0,2% da forragem fresca. O experimento 1 foi
realizado em silos experimentais, em um delineamento inteiramente casualizado
e o experimento 2 em silo de trincheira com aplicagdo dos tratamentos no topo
em um delineamento em blocos casualizados. Ambos foram analisados usando o
recurso MIXED GLM do programa SAS. O LBI apresentou menor concentragao
de acido latico (P < 0,05) que SB, maior concentragdo de acido acético (P <
0,05) que o C, que resultou em um pH mais elevado (P < 0,05) que as demais
silagens (experimento 1). Foi observada tendéncia (P = 0,069) de diminuigdo da
contagem de leveduras no experimento 1 quando o SB foi aplicado. Em ambos
os experimentos o SB proporcionou aumento na estabilidade aerébia (P < 0,05)
em relacdo aos demais tratamentos. As silagens tratadas com SB apresentaram
maior recuperagdo de carboidratos soltiveis em agua (CSA) (P < 0,05) e menores
perdas de MS (PMS) (P < 0,05) que C, LBC e LBI, sendo que no experimento 2
as perdas foram semelhantes aos do centro do silo trincheira. O SB foi o mais
eficiente em conservar os nutrientes ¢ em manter a estabilidade aerébia da
silagem.

Palavras-chave: Benzoato de sodio. Estabilidade aerdbia. Lactobacillus
buchneri.



ABSTRACT

In warm climates, the aerobic stability of silage is a very important factor in
determining its quality. Thus, the objective of this study was to evaluate two
Lactobacillus buchneri strains (a commercial product and an indigenous specie)
and sodium benzoate in improving aerobic stability of corn silage in laboratorial
(experiment 1) and field conditions (experiment 2). For both experiments a corn
hybrid was grown at University of Lavras (21° 14'S; 45° 00' W) and harvested at
50% milk line stage (36.8% DM). Chopped forage was treated with 1) deionized
water (CON); 2) a commercial L. buchneri (CLB; strain CNCM 1-4323); 3) an
indigenous L. buchneri (ILB; NCBI HM162412.1), which was isolated from
tropical forages; or 4) sodium benzoate at 0.2% (SB). Both inocula were applied
at a rate of 1x10° cfu of bacteria g of forage. In experiment 1, five replicates of
each treatment were ensiled in 15-L plastic jars for 103 d. Chemical
composition, microbial counts and aerobic stability were assessed. In experiment
2, the upper layer of the bunker silo was divided into four blocks where the
treatments were applied. Plastic net bags with fresh forage were buried in the
upper layer and in the center of the bunker. After 116 d of conservation, the bags
were weighed to determine DM losses and the silages were analyzed for the
chemical and microbial characteristics. In experiment 1, silages inoculated with
ILB had greater pH value (4.05) than other treatments (P < 0.05). Acetate was
higher in ILB silages (0.85% DM, P < 0.05) compared with CON silages (0.36%
DM), and CLB and SB silages showed intermediate concentrations (0.67 and
0.48%, respectively). SB silages showed higher lactic acid concentration (5.86%
DM, P < 0.05) than ILB silages (2.17% DM), and CON and CLB silages had
intermediate values. The number of yeasts and molds was similar among
treatments. However, SB tended to affect yeasts number (P = 0.069). In
experiment 2, SB silages had more residual water-soluble carbohydrates than
other silages (P < 0,05) and lower concentration of acetic, propionic and butyric
acids. SB was also effective in reducing DM losses during storage among
treatments. SB silages differed in aerobic stability and aerobic deterioration than
other silages. SB was the most effective additive, producing well-fermented
silage and a long aerobic stability.

Keywords: Aerobic stability. Lactobacillus buchneri. Sodium benzoate.



1 INTRODUGCAO GERAL

A ensilagem ¢ um método de conservagdo de forragens onde as bactérias
acido laticas (BAL), em condi¢des de anaerdbias, metabolizam carboidratos
soliveis em acidos organicos, principalmente o acido latico, que promove a
reducdo do pH da massa, conservando seus nutrientes. Para que este processo
ocorra rapidamente, evitando-se assim protedlise e fermentacdes indesejadas, é
ideal que a cultura apresente teores adequados de matéria seca (MS), alto
conteudo de carboidratos soluveis em agua (CSA) e baixo poder tamponante
(WOOLFORD, 1984). Algumas culturas, como o milho, apresentam todas estas
caracteristicas e, quando submetidas ao processo de ensilagem, com boas
praticas de manejo, geram poucos problemas durante o processo fermentativo.
Contudo, silagens adequadamente fermentadas e com alto valor nutricional sdo
mais susceptiveis ao fenomeno da deterioragdo aerobia (MUCK; MOSER; PITT,
2003).

O processo de deterioragdo ocorre, quando a massa ensilada entra em
contato com o oxigénio, seja durante a estocagem ou na etapa de
desabastecimento. Desse modo, as zonas periféricas de silos horizontais
(trincheira ou superficie) sdo as mais afetadas (BORREANI; TABACCO;
CAVALLARIN, 2007). O fendmeno se inicia pela a¢do de uma sucessdo de
géneros de leveduras, muitos acidos tolerantes, que vao utilizar o acido latico e
0os CSA residuais como substrato. Desse modo, ocorrera aumento do pH da
massa, dando oportunidade para outros microrganismos aerdbios, menos
tolerantes ao baixo pH, desenvolverem-se (PAHLOW et al., 2003). Em
ambientes de clima tropical, a atengdo quanto as perdas causadas pela
deterioracdo aerobia deve ser redobrada, pois altas temperaturas favorecem o
crescimento dos microrganismos espoliadores (BERNARDES; ADESOGAN,
2012).
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A deterioragdo aerobia das silagens gera perdas de MS de 10 a 20%,
podendo chegar a 40% (WOODFORD, 1990), reduz sua aceitabilidade pelo
animal e o valor nutritivo da forragem (BOLSEN; WHITLOCK; URIARTE-
ARCHUNDIA, 2002). Estudos demonstraram que o consumo de silagem
deteriorada resulta em menor digestibilidade de seus componentes organicos,
menor retencdo de N e decréscimo da disponibilidade de energia (McDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991) e, também, uma alta concentracdo de FDN e
FDA quando comparados a uma silagem normal (QUEIROZ et al., 2012;
WEINBERG et al., 2011). Contudo, as preocupagdes com este fendmeno vao
muito além. O desenvolvimento de microrganismos patogénicos, como alguns
géneros de bactérias (Bacillus, Clostridium e Listeria) e alguns fungos
filamentosos pode influenciar nos aspectos ligados a sanidade da silagem
(LINDGREN; OLDENBURG; PAHLOW, 2002). A ingestdo de micotoxinas,
provenientes de fungos filamentosos presentes em silagens deterioradas pode
predispor vacas a reduzir a ingestdo de MS, sua performance e causar varios
problemas reprodutivos, além do risco de transferéncia para os produtos de
origem animal e, consequentemente, risco a saude humana (DRIEHUIS; OUDE
ELFERINK, 2000).

Melhorias nas praticas de manejo com o objetivo de prevenir a
deterioracdo aerobia de silagens vém sendo estudadas. A escolha do plastico que
vai cobrir o silo, o aumento da compactacdo da massa, rapida progressao no
desabastecimento e até mesmo o uso de pesos sobre a lona plastica podem
ajudar a evitar ou diminuir as perdas por deterioragdo aerobia. Entretanto, os
maiores esfor¢os se concentram em encontrar adequados aditivos, sejam eles
quimicos ou bioldogicos capazes de inibir o crescimento de microrganismos
espoliadores (KUNG; STOKES; LIN, 2003).

Portando, este trabalho avalia estratégias de manejo na ensilagem

baseada na aplicagdo no topo da massa de dois aditivos bioldgicos e um aditivo
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quimico, objetivando o controle da deterioragdo aerdbia em areas periféricas de

silo trincheira.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Asilagem de milho

A silagem de milho é uma importante fonte de energia na dieta de
bovinos leiteiros no Brasil, em especial no Estado de Minas Gerais, pois este
ocupa posicao de destaque na cadeia produtiva do leite, sendo o maior produtor
da Federagdo (ANUALPEC, 2012). Na maior bacia leiteria do pais, em um
levantamento feito pela Fundagdo ABC, a silagem de milho foi usada em 100%
das fazendas cadastradas no Concurso de Silagem, realizado pelo 6rgdo, em pelo
menos uma época do ano (CARVALHO; BUENO; ABRAAO, 2010). No
levantamento das praticas de producdo e uso de silagens em fazendas produtoras
de leite no Brasil, realizado em 2012, mais de 50% dos produtores responderam
que o milho é a planta forrageira utilizada para produgdo de silagem
(BERNARDES, 2012).

O milho tem sido uma das culturas predominantes para a producdo de
silagem, principalmente em regides onde esta espécie é bem adaptada. Isso
porque o milho reune caracteristicas positivas como alta ensilabilidade, elevado
potencial de produgdo de MS, elevado valor nutritivo (ALLEN; COORS;
ROTH, 2003). O milho também apresenta flexibilidade quanto ao uso, podendo-
se fazer silagem de planta inteira ou dos graos (BERNARDES; MORAIS;
SILVA, 2012).

Entretanto, a silagem de milho ¢, particularmente, suscetivel a
deterioracdo aerobia, quando exposta ao ambiente, principalmente em ambientes
de clima quente (ASHBELL et al., 2002; BERNARDES; ADESOGAN, 2012).

A alta eficiéncia da fermentacao, do tipo homolatica, no processo fermentativo
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do milho permite uma rapida produgdo de acido latico, com consequente
declinio do pH, por uma via que permite elevada recuperacdo de energia e MS.
Embora este perfil de fermentagdo seja desejado, nem sempre evita a
deterioracdo da silagem apdés a abertura (MUCK; MOSER; PITT, 2003).
Silagens com adequado padrio fermentativo apresentam altos teores de acido
latico e CSA remanescentes, que sdo utilizados como substrato preferencial para
o crescimento de leveduras e fungos filamentosos, apds a abertura do silo, além
de apresentarem baixa quantidade de produtos inibidores de microrganismos
deterioradores, como o acido acético (TABACCO et al., 2009). A combinacgao
destes fatores pode levar a uma deterioragdo mais rapida apos a abertura do silo

ou mesmo durante o armazenamento, caso haja o contato com o O.

2.2 Deterioracao aerobia de silagens

A silagem ¢ definida por Woolford (1984) como sendo o produto
formado, quando culturas com alta concentragdo de umidade, sujeitas a agdo de
microrganismos deterioradores, sdo armazenados de forma anaerdbia. Trés
fatores sdo apontados por Wilkinson, Bolsen e Lin (2003) como sendo
importantes para uma adequada ensilagem por impactarem diretamente o
processo fermentativo: a cultura utilizada, a umidade e a eliminacdo do
oxigénio.

A anaerobiose ¢ determinante para o processo de ensilagem. O contato
com o ar pode ocorrer tanto durante o enchimento do silo, quanto no
armazenamento do material, por falhas no selamento, quanto na etapa de
utilizacdo da silagem. A penetragdo de oxigénio na massa leva ao crescimento
de microrganismos aerobios, resultando na deterioracdo aerdbia, perdas de MS,
riscos de contaminagdes por microrganismos patogénicos e produgdo de

micotoxinas (HONIG, 1991). A deterioragdo pode ser afetada por diversos
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fatores durante a etapa de conservacdo e a utilizacdo. Muitos deles estdo
relacionados ao manejo durante a ensilagem como: concentracdo de MS da
cultura, tamanho de particula, taxa de enchimento do silo, compactagdo,
densidade, selamento (penetracdo de O,) e uso de aditivos (populagdo de
microrganismos). Outros, como a taxa de retirada diaria do painel, estio
relacionados com manejo de abertura (BORREANI; TABACCO, 2012). Todos
estes fatores tém em comum que, em maior ou menor grau, podem ser
controlados com estratégias de manejo. Apenas um fator ndo € passivel de

controle, a temperatura ambiente (ASHBELL et al., 2002).

2.2.1 A temperatura ambiente

A fermentacao da silagem envolve a agdo de microrganismos e atividade
enzimatica. O crescimento dos microrganismos ¢ fortemente influenciado pela
temperatura. As BAL podem sobreviver em uma faixa de temperatura que varia
de 5 a 50°C, assim como a temperatura de crescimento 6tima para as diferentes
BAL ¢ muito variada (McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991). Weinberg
et al. (2001) relataram que a atividade crescimento do Lactobacillus plantarum
foi mais intensa a 25°C que a 41°C, e o oposto ocorreu para o L. amylovorus, em
silagens de trigo, indicando que o sucesso da inoculag¢do em clima tropical pode
depender da habilidade do microrganismo inoculado de crescer em temperaturas
mais elevadas.

O pH da silagem de milho pode apresentar valores menores quando
submetidos a temperaturas mais baixas durante o armazenamento. Quando o
ambiente apresenta altas temperaturas (37°C) ha um menor contagem de BAL,
tendo como consequéncia menor quantidade de acido latico e pH mais alto, que
indica um pior perfil fermentativo e aumento das perdas (WEINBERG et al.,

2001). Maior quantidade de nitrogénio amoniacal também foi encontrada,
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indicando alta proteolise. Em silagem de trigo também foi observado menor teor
de CSA residual em silagens expostas a temperaturas mais altas durante o
periodo de estocagem (WEINBERG et al., 2001).

A estabilidade aerdbia também pode ser influenciada pela temperatura
ambiente, especialmente na face do silo que estd continuamente exposta. Ashbell
et al. (2002), estudando a influéncia da temperatura sobre a estabilidade aerdbia,
observaram que silagens de milho apresentavam valores mais elevados de pH e
decréscimo dos acidos latico e acético no material exposto ao ar que permaneceu
sobre temperatura de 20 e 30°C, em detrimento das silagens que permaneceram
a 10 e 40°C. Maior contagem de leveduras também foi observada em
temperatura de 30°C. No geral, a quantidade de CO,, produzido na silagem
exposta ao ar em temperatura de 30°C foi maior, sendo este um indicativo de
alta proliferagdo de microrganismos deterioradores. Estudos realizados por
Weinberg et al. (2001), também, indicam que silagens de trigo estocadas a
temperatura de 41°C estdo mais susceptiveis a deterioragdo aerdbia, quando
comparadas a estocagem a 24°C, quando as temperaturas no ensaio de
estabilidade foram altas (33°C).

Diante da impossibilidade de controlar a temperatura ambiente em
condi¢des de campo e das altas temperaturas de estocagem as quais as silagem
estdo expostas em regides tropicais, como o Brasil, tornam-se imprescindiveis
cuidados especiais com as praticas de manejo na ensilagem, a fim de reduzir as

chances de crescimento de microrganismos deterioradores.

2.2.2 Principais microrganismos envolvidos no processo de deterioracédo

Leveduras
As leveduras s3o fungos unicelulares, a maioria é estritamente aerobia,

entretanto algumas podem crescer em ambientes anaerobios, obtendo energia
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por meio da fermentagdo de agucares (espécies fermentadoras) (PAHLOW et al.,
2003). Imediatamente apds a ensilagem, as leveduras podem competir por
substrato, mas sofrem gradual decréscimo durante os periodos subsequentes. A
inibi¢do das leveduras vai depender de diversos fatores tais como pH, grau de
anaerobiose e 4acidos organicos. A presenca de O, pode estimular a
sobrevivéncia de leveduras, portanto as areas periféricas dos silos podem
apresentar alta contagem dessas espécies e até mesmo apresentar processos de
deterioracdo, ainda, durante a estocagem, pela susceptibilidade destas zonas a
entrada de O, (PAHLOW et al., 2003; VISSERS et al., 2007).

Algumas leveduras podem crescer em ambientes com pH de 3 a 8 ¢
temperatura variando de 0 a 37°C, sendo o principal microrganismo responsavel
pelo inicio do processo de deterioragdo (WOOLFORD, 1990). Muitas espécies
de leveduras crescem em pH relativamente baixo. Isso, aliado & penetracao do
O, na face do silo no momento da sua utilizacdo, desencadeia um intenso
processo de multiplicacdo das leveduras. Algumas leveduras utilizam o lactato e
os agucares residuais como substrato, além de outros acidos orgénicos, o que
leva a um aumento do pH (McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991). Com
isso o ambiente fica favoravel ao crescimento de microrganismos oportunistas.
As leveduras, em geral, t¢m um 6timo de crescimento a temperatura de até 40°C.
Acima de 45°C o numero de leveduras tende a baixar, ocorrendo o crescimento
de outros microrganismos, tais como, fungos filamentosos, Bacillus, Listeria,

Clostridium e enterobacterias (TABACCO et al., 2009).

Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos, também conhecidos como mofos, sdo
constituidos por colonias multicelulares filamentosas. Sua presenca ¢
indesejavel, uma vez que ndo quebram somente agucares e acido latico pela via

normal da respiracdo, mas também hidrolisam e metabolizam celulose e outros
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componentes da parede celular (McDONALD; HENDERSON; HERON,

1991). Assim como as leveduras, os fungos filamentosos estio associados a
deterioracdo aerdbia de silagens. Eles se desenvolvem em uma ampla gama de
temperatura variando de 10 a 40°C, entretanto possuem como temperatura 6tima
25 a 35°C. Seu pH 6timo de crescimento é acima de 5, por isso considera-se que
o crescimento de fungos filamentosos se d4 em uma fase mais tardia de
deteriora¢do, depois da agdo das leveduras. Observam-se dois picos de
temperatura, quando se estuda deterioracdo, o primeiro € atribuido a atividade de
leveduras e o segundo a de fungos filamentosos (McDONALD; HENDERSON;
HERON, 1991).

Os principais géneros encontrados em silagens sdo: Penicilliun,
Fusarium, Aspergillus, Mucor, Byssochlamys, Arthrinium, Geotrichum e
Monascus. A importancia destes fungos filamentosos ndo estd associada apenas
as perdas de MS e a reducdo da aceitabilidade e do valor nutritivo da silagem.
Alguns deles produzem substincias denominada micotoxinas, as quais afetam a

qualidade higiénica das silagens (PAHLOW et al., 2003).

2.2.3 Deterioracdo em areas periféricas de silos horizontais

Os silos horizontais sdo basicamente de dois tipos: a) silo de superficie,
onde s3o formadas pilhas de forragem sobre o solo sem estrutura de paredes nas
laterais, cobertos com filme plastico; b) silo trincheira, com paredes laterais de
alvenaria, pré-moldado ou escavado na terra, aproveitando o desnivel da area,
onde ¢ depositada a forragem, compactada e coberta com lona plastica
(SAVOIE; JOFRIET, 2003). Estes tipos de silos estdo entre os mais populares
no Brasil pelas suas facilidades de manejo, baixo custo e flexibilidade quanto ao
local de constru¢do. Em um levantamento das praticas de producdo e uso de

silagens em fazendas produtoras de leite no Brasil, 60% dos produtores
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responderam que utilizam silos trincheira e 38% silos de superficie
(BERNARDES, 2012).

Tanto as perdas quanto a qualidade das silagens armazenadas em silos
horizontais sdo altamente dependentes do manejo, mais que nos outros tipos de
silos (MUCK; SHINNERS 2001). A grande relag@o superficie/volume faz com
que os silos estejam mais susceptiveis a perdas, em virtude da respiracdo durante
o enchimento, demandando rapido fechamento dos mesmos. Por ter uma maior
area de contato entre a lona e a massa ensilada, o O, se dissemina em uma
superficie maior.

As trocas gasosas sdo mais intensas quando o silo é mal vedado ou
ocorre o rompimento da lona. Mesmo com boas condi¢gdes de vedacdo, o uso de
lonas plasticas de polietileno pode ndo impedir a penetragdo de O, nas areas
periféricas de silos horizontais durante o periodo de estocagem (BORREANI;
TABACCO; CAVALLARIN, 2007). A permeabilidade das lonas plasticas pode
ser ainda maior em regides com temperaturas elevadas, como as tropicais e, no
verdo, em paises de clima temperado (PAILLAT; GAILLARD, 2001). Um filme
plastico de polietileno com espessura de 180 um tem permeabilidade de 990 cm?
m™ em 24 h a temperatura de 23°C, com o aquecimento do material para 50°C a
permeabilidade ao O, aumenta para 3000 cm® m? em 24 h (BORREANI,
TABACCO, 2008). Bernardes, Nussio ¢ Amaral (2011) relataram uma
correlacdo positiva entre perdas de MS e permeabilidade ao O, das lonas
plésticas.

A densidade dos silos horizontais tem relagdo com a penetragao de ar na
massa ensilada. Altas densidades sdo desejaveis porque reduzem a porosidade da
massa, tendo efeito direto sobre as taxas de movimentagdo do O, durante o
enchimento do silo, a estocagem e a fase de utilizagdo da silagem, reduzindo
assim o desenvolvimento de microrganismos aerobios ¢ a deterioragdo. Outro

ponto a ser considerado ¢ que elevadas densidades reduzem custos por aumentar
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a quantidade de material estocado e diminuir perdas (MUCK; HOLMES, 2000).
Varios fatores relacionados com o manejo na ensilagem podem influenciar a
densidade final da silagem. Existe uma alta correlagdo entre a densidade e a
altura dos silos acima do centro de silos horizontais, demostrando o efeito de
auto compactacao no silo, assim como ocorre nos silos torre. Entretanto, ndo sdo
muito comuns silos horizontais excessivamente altos. Outros fatores que se
correlacionam fortemente com a densidade sdo a espessura da camada inicial
antes da compactagdo, peso do trator, tempo de compactagdo por tonelada
depositada no silo, MS da cultura e tamanho médio de particula (MUCK;
HOLMES, 2000; RUPPEL et al., 1995). A densidade da silagem também pode
variar de acordo com regido do silo. O centro geralmente ¢ mais denso pela auto
compactacdo, enquanto as areas periféricas e perto das paredes do silo a
densidade ¢ menor em funcdo principalmente das dificuldades de compactagao.
Os valores de densidade, em silos do tipo trincheira, nas zonas periféricas sao de
52-170 kg MS m™ e nas zonas centrais variam de 170-246 kg MS m”
(BORREANI; BERNARDES; TABACCO, 2008).

A parte superior do silo apresenta menor densidade, maior porosidade e,
consequentemente, maior intensidade de trocas gasosas tornando esta area mais
vulneravel a entrada de O, e consequentemente processo de deterioragdo
aerobia, decorrente do desenvolvimento de microrganismos aerébios. Situagdo
que ¢ agravada pela alta superficie de contato com o ambiente, pela ineficiéncia
dos filmes plasticos em barrar a entrada de O, e pela deficiéncia nas praticas de
manejo na ensilagem. A deterioracao nestas regides pode se apresentar de forma
visivel pelo aparecimento de pontos de mofos e/ou camadas de silagem com
coloragdo amarronzada. Entretanto, pode ndo haver caracteristicas visiveis do
processo de deterioragdo na camada superficial do silo, mesmo que esta

apresente contagem microbiana alta. E ainda possivel que as camadas inferiores
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as areas com visivel aparecimento de mofos estejam também em processo de

deterioragcdo (MUCK; MOSER; PITT, 2003).

2.2.4 Parametros que indicam deterioracao aerébia em silagens

H4 muito tempo sdo conhecidos os efeitos deletérios do ar sobre a
silagem. As primeiras metodologias desenvolvidas para medir a estabilidade
aerobia em escala de laboratdrio foram propostas por pesquisadores alemaes na
década de 70 (PAHLOW; MUCK, 2009). Com o avango das pesquisas, muitas
subsequentes metodologias foram desenvolvidas. Honig (1990) apresentou um
método baseado no monitoramento do aumento da temperatura da silagem em
recipientes isolados. Outra metodologia fundamentada na mensuragdo do CO,
com titulagdo por KOH foi desenvolvida por Ashbell et al. (1991).
Posteriormente, Moran et al. (1996) apresentaram um trabalho que comparava
estas duas metodologias, mostrando que havia coeréncia entre o total de CO,
produzido e o aumento de temperatura. Entretanto, segundo Borreani ¢ Tabacco
(2010), a padronizagdo dos métodos veio com o trabalho de Ranjit e Kung
(2000), usado hoje como referéncia para estabelecer trabalhos com estabilidade
aerobia sob diferentes condi¢des. A estabilidade aerobia €, portanto, o numero
de horas que a silagem permanece estavel antes de atingir 2°C acima da
temperatura ambiente, quando exposta ao ar. Este método ¢ muito eficiente para
a determinagdo da estabilidade em ambientes controlados de laboratorio,
entretanto, nem sempre ele vai ser adequado em condi¢des de campo.

O monitoramento da temperatura da silagem é um parametro adequado
para medir a estabilidade. Isso porque os microrganismos deterioradores ao
utilizarem os diferentes substratos produzem CO, e calor, ocorrendo aumento da
temperatura da massa ensilada frente a temperatura ambiente. Outro parametro &

a mensuracdo das alteragdes do pH, uma vez que um dos substratos utilizados
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pelas leveduras e fungos filamentosos € o acido latico e com o consumo deste
ocorre aumento dos valores de pH (McDONALD; HENDERSON; HERON,
1991). Segundo McEniry et al. (2007) outros indices para medir estabilidade
aerdbia podem ser o pico (aumento maximo) da temperatura (°C), o intervalo em
horas para se atingir este pico e o acumulado das diferencas de temperatura da
silagem com o ambiente até 120 h de exposicao.

Segundo Conaghan, O’Kiely e O’Mara (2010), em condi¢des de
laboratorio, a deterioragdo aerobia pode ser definida como a diferenga
acumulada de temperatura didria acima da temperatura ambiente nos primeiros

cinco dias de exposi¢do ao ar.

2.2.5 Riscos envolvendo a deterioracgdo aerdbia de silagens

Pesquisas tém indicado que a deterioracao aerdbia tem impacto negativo
sobre o valor nutritivo da silagem. A adi¢do de silagem deteriorada em dietas de
novilhos foi associada com a diminui¢do do consumo de MS e digestibilidade da
MO, FDN e PB (BOLSEN; WHITLOCK; URIARTE-ARCHUNDIA, 2002). O
assunto deterioragdo aerdbia ndo se limita as questdes relacionadas a perdas de
MS e descarte de areas deterioradas, o desenvolvimento de microrganismos
pode influenciar nos aspectos ligados a sanidade da silagem (LINDGREN;
OLDENBURG; PAHLOW, 2002).

Tem sido demonstrado que as bactérias acido butiricas, como as do
género Clostridium, tém o crescimento favorecido pela penetra¢do do O,, apesar
de serem microrganismos estritamente anaerobios. Com a penetracdo de O,, as
leveduras iniciam a assimilagdo de acido latico, outros produtos da fermentagio
e CSA residual, com isso ha um aumento da temperatura ¢ pH (PAHLOW et al.,
2003), com consequente consumo das substincias inibidoras do crescimento

destes microrganismos. As bactérias aerdbias também consomem o O,
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retomando a anaerobiose de parte do ambiente. Este novo ambiente anaerobio e
com reduzidas substincias inibidoras favorece o crescimento de Clostridium
tyrobutyricum e C. sporogenes (JONSSON, 1991). Vissers et al. (2007)
observaram menor contaminag¢do com bactérias acido butiricas no centro dos
silos horizontais quando comparado com as areas periféricas do silo. Clostrideos
classificados como amiloliticos metabolizam agticares em 4acido butirico,
enquanto os proteoliticos degradam proteina em amdnia e aminas biogénicas,
que reduzem a ingestdo, ruminagdo, eructacdo e crescimento em ruminantes
(PAHLOW et al., 2003).

Assim como os clostrideos, os bacilos também sdo bactérias formadoras
de endosporos, o que dificulta sua eliminagdo do leite até mesmo com
pasteurizacdo. Eles podem ser capazes de iniciar a deterioragdo, entretanto, estao
mais ligados a estdgios mais tardios de deterioracdo (PAHLOW et al., 2003).
Seus inconvenientes estdo ligados a perdas de MS, pela fermentagdo de
carboidratos em 4acidos organicos, etanol, 2,3-butanodiol e glicerol.

Outro microrganismo encontrado em silagens deterioradas é a Listeria.
Verifica-se que ela € responsavel por um grande niumero de enfermidades em
animais, tais como, meningite, encefalites, septicemia e abortos, oferecendo
riscos de contaminacdo também para seres humanos. A L. monocytogenes ¢é
anaerdbia facultativa, cresce em ambientes com valores de pH mais elevado (>
5) e com presenca de oxigénio (McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991).

A producdo de micotoxinas pelos fungos causa varios -efeitos
indesejaveis a saide de animais e humanos. As micotoxinas encontradas
frequentemente nas silagens sdo: desoxinivalenol (DON), zearalenona,
fumonisina e roquefortine C. A aflatoxina também pode ser encontrada em
silagens confeccionadas em ambientes umidos ¢ quentes. A DON ¢ produzida
pelo género Fusarium, podendo causar recusa alimentar, diarreia, problemas

reprodutivos, decréscimo da producdo de vacas de leite e alteragdo da
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fermentacdo ruminal e reducdo do fluxo de proteina do duodeno. A fumonisina,
também produzida pelo género Fusarium, mostrou ser hepatoxica e nefrotoxica
para bezerros, reduzem a ingestdo de alimentos e a produgdo de leite por vacas
leiteiras. Outra micotoxina produzida pelo Fusarium ¢ a zearalenona, que pode
provocar varios problemas reprodutivos e reducdo das taxas de concepgdo. A
aflatoxina ¢ produzida pelo género Aspergillus, os sintomas associados com sua
ingestdo ou inalag¢do sdo inapeténcia, letargia, decréscimo da motilidade ruminal,
reducdo da eficiéncia alimentar e da produgdo de leite e comprometimento da
saude animal. Ela tem alta toxidade e ¢ cancerigena para animais e humanos
(QUEIROZ; RABAGLINO; ADESOGAN, 2011; CAVALLARIN et al., 2011).
Portanto, medidas que controlem a deterioracdo aerobia de silagens t€m
como objetivo reduzir as perdas de MS e evitar a diminui¢do do valor nutritivo e
da ingestdo da silagem, pelos animais. Além disso, a preocupagdo crescente ¢ a
conscientizagdo dos consumidores a respeito dos riscos alimentares, envolvendo
os alimentos de origem animal, no futuro poderdo for¢ar o mercado e os 6rgaos
governamentais a impor limites mais rigorosos para a contaminagdo por

micotoxinas, a respeito do que ja ocorre em muitos paises europeus.

2.3 Aditivos usados no controle de deterioracédo aerobia em silagens

O uso de aditivos em silagens tem por objetivo melhorar a processo de
fermentacdo e preservar o valor nutritivo da cultura, assim reduzir a producao de
acido butirico e as perdas de MS. Os aditivos podem ser classificados de acordo
com sua habilidade de influenciar a fermentagdo nas seguintes categorias:
estimuladores da fermentagdo, inibidores da fermentagdo, inibidores da
deterioracdo e nutritivos e absorventes (KUNG; STOKES; LIN, 2003). A cultura

a ser ensilada é determinante na escolha do aditivo. Cada cultura tem suas
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caracteristicas fermentativas, necessitando de classes de aditivos distintos, ou até
mesmo de mais de uma classe.

Os inoculantes bacterianos, classificados como estimuladores da
fermentacdo, como as BAL heterofermentativas facultativas (comumente
chamadas de homofermentativas), como Lactobacillus plantarum, varios
Pediococcus e Enterococcus faecium, tem sido uma das categorias mais
estudadas ao longo dos anos. Eles melhoram as caracteristicas fermentativas, por
produzirem 2 mols de acido latico pela fermentacdo de 1 mol de glicose,
processo pelo qual ocorrem perdas infimas de MS. Teoricamente, eles melhoram
o processo fermentativo e aceleram a acidificagdo da silagem. Com isso varios
microrganismos, responsaveis pelas fermentagdes secundarias, sdo inibidos
reduzindo a protedlise, a quantidade do acido acético e butirico ¢ as perdas,
proporcionando maior recuperacdo de energia. Estes inoculantes sdo muito
interessantes em culturas que t€m problemas fermentativos e alta capacidade
tampao e umidade, como algumas leguminosas (KUNG; STOKES; LIN, 2003).

Entretanto, o uso destes aditivos em silagens de milho pode agravar
ainda mais o principal problema da cultura, que € a deterioragdo aerdbia apos a
abertura e nas areas periféricas de silos horizontais. Kleinschmit, Schmidt e
Kung (2005) estudaram o uso de L. plantarum como inoculante em silagem de
milho. Observaram uma maior concentracdo de acido latico, relagdo
lactato/acetato e um maior teor de CSA, o que indica uma predominancia da
fermenta¢do homolatica. O uso deste inoculante, entretanto, levou ao decréscimo
na estabilidade aerobia o que foi reflexo de uma menor producdo de substancias
inibidoras de fungos, como o acido acético, € uma maior contagem de leveduras.

Portando, nos ultimos anos vem sendo estudada uma ampla gama de
aditivos quimicos e bioldgicos, objetivando principalmente a inibigdo da
deterioracdo aerobia pelo controle do crescimento de microrganismos

deterioradores.
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2.3.1 Aditivos biolégicos

As propriono bactérias e as cepas de Lactobacillus buchneri sdo os dois
inoculantes microbianos mais utilizados como aditivos inibidores de
deterioragdo aerdbia. Dentre eles o L. buchneri vem ganhando destaque, em
funcao dos bons resultados experimentais (KLEINSCHMIT; KUNG, 2006).

O Lactobacillus buchneri ¢ uma BAL heterofermentativa obrigatoria,
que diferentemente das homofermentativas produzem outros compostos pela
fermentacdo de glicose e frutose além do 4cido latico, como acido acético,
manitol e etanol. Justamente um destes componentes, o acido acético,
proporciona melhorias na estabilidade aerébia das silagens, por suas
caracteristicas antifungicas. Entretanto ¢ um processo que leva a geragdo de
perdas pela produgdo de CO,. O L. buchneri ndo possui a enzima acetaldeido
desidrogenase, o que impede a reducdo do acetaldeido em etanol, aumenta a
producdo de 4cido acético (McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991).
Outro produto gerado pela fermentagdo das hexoses pelo L. buchneri ¢ o 1,2
propanodiol, o qual pode ser convertido a acido propidnico pela Lactobacillus
diolivorans (KROONEMAN et al., 2002).

O 4cido acético apresenta acdo no metabolismo de leveduras e fungos
filamentosos. Isso porque o pH do meio € inferior ao seu pKa o que faz com que
ele esteja na forma ndo dissociada. Nesta forma ele entra na célula microbiana
por meio da sua membrana via transporte passivo. Uma vez dentro da célula o
acido ¢ dissociado, em razdo do pH interno ser proximo a 7,0 e ocorrer a
liberagio dos fons H' acidificando o meio intracelular (LAMBERT;
STRATFORD, 1999). Para manter a neutralidade da célula, o microrganismo
elimina os ions por transporte ativo, levando a um gasto de energia que prejudica

seu crescimento e multiplicacdo, podendo leva-lo a morte (Figura 1).
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O uso do L. buchneri na concentragio de 1 x 10° ufc g de forragem em
silagens de milho promoveu maior concentracdo de acido acético e menor
contagem de leveduras, o que refletiu em uma maior estabilidade aerébia (>900
h) em relagdo aos demais tratamentos (RANJIT; KUNG, 2000). A contagem de
leveduras no tratamento com L. buchneri (1 x 10° ufc g) aumentou de 10* na
abertura para 10°, apos 6 dias, enquanto os demais tratamentos aumentaram em

média de e 10° para >10°.

pchtcmo pHintcmo
+ - RS HA — H+ " A
H™ + A — HA S

Membrana
microbiana

H'-ATPase
e

Figura 1 Mecanismo de agdo de acidos fracos na forma néo dissociada na célula
microbiana.
Adaptado de: Lambert e Stratford, 1999.

Tabacco et al. (2011), ao estudarem o efeito de duas cepas de L.
buchneri em silagens de milho provenientes de fazendas comerciais, observaram
nas silagens tratadas menor concentracdo de acido latico, menor relagdo
lactato/acetato, menor contagem de leveduras e alta estabilidade aerdbia, quando
comparadas as nao tratadas (107 e 121 h nas silagens tratadas e 64 e 74 h nas
ndo tratadas, para os experimentos 1 e 2, respectivamente). Resultados
semelhantes foram observados por Mari et al. (2009) ao avaliarem silagens

inoculadas ou ndo com L. buchneri, onde o nimero de leveduras foi menor (4,75
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log ufc g") e a estabilidade maior (74 h) nas silagens inoculadas em relagdo as
ndo inoculadas (5,55 log ufc g e 46 h).

Uma nova linha de pesquisa, principalmente na América do Sul e Asia,
tem trabalhado com desenvolvimento de inoculantes bacterianos especificos
para determinadas culturas e geralmente isolados da propria cultura. Isso porque
a maior parte das empresas que produz inoculantes esta localizada em paises de
clima temperado, onde desenvolve e faz seus testes com gramineas e
leguminosas de clima temperado. Portanto, a eficiéncia destes inoculantes pode
ndo ser a mesma em gramineas e leguminosas de clima tropical (MUCK, 2012).
Avila et al. (2009) identificaram uma cepa da L. buchneri que foi melhor que as
cepas comerciais em reduzir a concentragdo de etanol e a contagem de leveduras

enquanto aumentou a estabilidade aerébia de silagens de cana de agucar.

2.3.2 Aditivos quimicos

Os acidos benzoico e sorbico na forma dos sais benzoato de sodio e
sorbato de potassio sdo comumente utilizados na industria de alimentos para
prevenir o crescimento de leveduras e fungos filamentosos (McDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991). Recentemente, tem-se intensificado os estudos
destes como aditivos controladores de deterioragdo aerdbia em silagens. Assim
como o acido acético, o benzoato de sodio estd na forma ndo dissociada,
passando facilmente pela membrana celular dos fungos, liberando prétons que
acidificam o meio intracelular (KUNG; STOKES; LIN, 2003).

Em muitos trabalhos tem sido comprovada a acao do acido sérbico e do
sorbato de potassio na redugdo do crescimento de leveduras e fungos
filamentosos, melhorando a estabilidade aerobia das silagens (ALLI et al., 1985;
WYSS; BOLLER; WIEMKEN, 1991). O uso de benzoato de s6dio também

vem apresentando resultados positivos. O uso de 0,08% de benzoato de sodio
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melhorou a estabilidade aerdbia de silagem de gramineas (LINGVALL;
LATTEMAE, 1999). Kleinschmit, Schmidt e Kung (2005), estudando o efeito
de varios aditivos antifingicos em silagem de milho, observaram que as silagens
tratadas com benzoato de sodio (0,1%) apresentaram alta concentracdo de
carboidratos soluveis, menores perdas e menor concentracdo de etanol. Os
aditivos benzoato de sddio, sorbato de potassio mais EDTA ¢ L. buchneri (4 x
10° ufc g') mantiveram a estabilidade aerdbia da silagem por maior tempo,
chegando a 165 h para o benzoato de sddio. Dos aditivos estudados por Pedroso
et al. (2008) o benzoato de sddio e L. buchneri foram os que melhoraram a

estabilidade aerdbia nas silagens.
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RESUMO

Em regides de clima tropical o processo de deterioragdo aerdbia € mais intenso,
podendo ocorrer de forma grave em dareas periféricas dos silos horizontais.
Portanto, objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito de duas cepas de
Lactobacillus buchneri (comercial e indigena) e do benzoato de sdédio no
controle da estabilidade aerobia em silagens de milho. Foram conduzidos dois
experimentos onde foram testados os seguintes tratamentos: controle (C); L.
buchneri cepa comercial CNCM 1-4323 (LBC) e L. buchneri (NCBI
HM162412.1) cepa indigena proveniente do Laboratério de Microbiologia da
UFLA (LBI), na concentragio de 1x10° ufc g de forragem fresca; benzoato de
sodio (SB) na concentragdo de 0,2% da forragem fresca. O experimento 1 foi
realizado em silos experimentais em um delineamento inteiramente casualizado
e o experimento 2 em silo de trincheira com aplicagdo dos tratamentos no topo
em um delineamento em blocos casualizados. Ambos foram analisados usando o
recurso MIXED GLM do programa SAS. O LBI apresentou menor concentragao
de acido latico (P < 0,05) que SB, maior concentragdo de acido acético (P <
0,05) que o C, o que resultou em um pH mais elevado (P < 0,05) que as demais
silagens (experimento 1). Foi observada tendéncia (P = 0,069) de diminuigdo da
contagem de leveduras no experimento 1 quando o SB foi aplicado. Em ambos
os experimentos o SB proporcionou aumento na estabilidade aerébia (P < 0,05)
em relacdo aos demais tratamentos. As silagens tratadas com SB apresentaram
maior recuperagdo de carboidratos soltiveis em agua (CSA) (P < 0,05) e menores
perdas de MS (PMS) (P < 0,05) que C, LBC e LBI, sendo que no experimento 2
as perdas foram semelhantes aos do centro do silo trincheira. O SB foi o mais
eficiente em conservar os nutrientes ¢ em manter a estabilidade aerdbia da
silagem.

Palavras-chave: Benzoato de sodio. Estabilidade aerdbia. Lactobacillus
buchneri.
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ABSTRACT

In warm climates, the aerobic stability of silage is a very important factor in
determining its quality. Thus, the objective of this study was to evaluate two
Lactobacillus buchneri strains (a commercial product and an indigenous specie)
and sodium benzoate in improving aerobic stability of corn silage in laboratorial
(experiment 1) and field conditions (experiment 2). For both experiments a corn
hybrid was grown at University of Lavras (21° 14'S; 45° 00' W) and harvested at
50% milk line stage (36.8% DM). Chopped forage was treated with 1) deionized
water (CON); 2) a commercial L. buchneri (CLB; strain CNCM 1-4323); 3) an
indigenous L. buchneri (ILB; NCBI HM162412.1), which was isolated from
tropical forages; or 4) sodium benzoate at 0.2% (SB). Both inocula were applied
at a rate of 1x10° cfu of bacteria g of forage. In experiment 1, five replicates of
each treatment were ensiled in 15-L plastic jars for 103 d. Chemical
composition, microbial counts and aerobic stability were assessed. In experiment
2, the upper layer of the bunker silo was divided into four blocks where the
treatments were applied. Plastic net bags with fresh forage were buried in the
upper layer and in the center of the bunker. After 116 d of conservation, the bags
were weighed to determine DM losses and the silages were analyzed for the
chemical and microbial characteristics. In experiment 1, silages inoculated with
ILB had greater pH value (4.05) than other treatments (P < 0.05). Acetate was
higher in ILB silages (0.85% DM, P < 0.05) compared with CON silages (0.36%
DM), and CLB and SB silages showed intermediate concentrations (0.67 and
0.48%, respectively). SB silages showed higher lactic acid concentration (5.86%
DM, P < 0.05) than ILB silages (2.17% DM), and CON and CLB silages had
intermediate values. The number of yeasts and molds was similar among
treatments. However, SB tended to affect yeasts number (P = 0.069). In
experiment 2, SB silages had more residual water-soluble carbohydrates than
other silages (P < 0,05) and lower concentration of acetic, propionic and butyric
acids. SB was also effective in reducing DM losses during storage among
treatments. SB silages differed in aerobic stability and aerobic deterioration than
other silages. SB was the most effective additive, producing well-fermented
silage and a long aerobic stability.

Keywords: Aerobic stability. Lactobacillus buchneri. Sodium benzoate.
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1 INTRODUCAO

A silagem de milho é a principal fonte de forragem e energia para
rebanhos leiteiros no Brasil ¢ em diversas partes do mundo (BERNARDES,
2012; WILKINSON; TOIVONEN, 2003). Essa espécie forrageira apresenta
concentragdo de MS adequada, teores de carboidratos soluveis em agua (CSA)
elevados e baixo poder tamponante no momento ideal de corte, o que favorece a
fermentacdo da massa (BUXTON; O’KIELY, 2003). A alta eficiéncia
fermentativa do milho proporciona uma silagem com alto teor de acido latico e
carboidratos soluveis em dgua (CSA) residuais, o que ¢ desejado, pois uma
rapida acidificagao do meio, juntamente com a anaerobiose, ¢ necessaria para a
conservacdo da massa ensilada. Entretanto, ao entrar em contato com o oxigénio,
0s microrganismos aerobios, presentes na silagem, iniciam suas atividades
metabolicas, consumindo os produtos da fermentacdo, o que gera calor e
aumento do pH, resultando na deterioragao aerobia (WOOLFORD, 1984).

Muitas das silagens estocadas em silos horizontais estdo expostas a
penetragdo do ar, especialmente nas regides periféricas, em razdo da menor
densidade, maior porosidade e intensidade de trocas gasosas. Em virtude das
diferencas de compactagdo, as perdas no topo sdo tipicamente maiores proximas
as paredes quando comparadas ao centro do silo trincheira (76% vs 16%;
ASHBELL; KASHANCI, 1987) e na camada superficial (25 cm iniciais) em
relagdo as camadas inferiores (60% Vs 22%; McLAUGHLIN; WILSON;
BOWDEN, 1978). As lonas plasticas ndo sdo totalmente impermeaveis ao
oxigénio, permitindo seu ingresso na massa (BORREANI; TABACCO;
CAVALLARIN, 2007), o que também contribui para tornar o topo do silo mais
propenso a deterioragdo aerdbia.

Dos fatores que influenciam na deterioracdo aerdbia, como concentracao

de MS da cultura, tamanho de particula, compactacdo, temperatura, selamento e
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taxa de retirada do painel (PITT, 1990), apenas a temperatura ambiente ndo é
passivel de controle. Altas temperaturas, durante a estocagem e na etapa de
desabastecimento do silo, comumente encontradas em ambiente de clima quente
(tropical/subtropical), podem aumentar a taxa de crescimento dos
microrganismos deterioradores (ASHSELL et al, 2002; McDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991). Ashbell et al. (2002) estudaram silagens de
milho e trigo expostas ao ar por 3 ou 6 dias a 10, 20, 30 ou 40°C e, encontraram
maior intensidade de deterioracdo a 30°C, em fungdo do maior crescimento de
leveduras e fungos filamentosos a esta temperatura.

A deterioracdo aerdbia ¢ indesejada, principalmente, porque esta
associada com altas perdas de nutrientes ¢ MS, diminui¢do da ingestao e relagao
com problemas de satde animal (BOLSEN; WHITLOCK; URIARTE-
ARCHUNDIA, 2002; McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991;
QUEIROZ; RABAGLINO; ADESOGAN, 2011). Por isso, o uso da classe de
aditivos controladores da deterioracdo aerdbia vem crescendo (MUCK, 2012).
Os aditivos baseados em Dbactérias heterofermentativas obrigatorias,
particularmente a espécie L. buchneri, tem como meta o aumento da produgéo
de acido acético, um importante antifingico (MARI et al., 2009; TABACCO et
al., 2011; RANJIT; KUNG, 2000). Kleinschmit e Kung (2006), sumarizando os
resultados de 26 experimentos com uso de L. buchneri em silagem de milho,
observaram aumento na concentracdo de acido acético, decréscimo no numero
de leveduras e aumento da estabilidade aerdbia das silagens tratadas. Boa parte
desses estudos foram conduzidos em ambientes de clima temperado, onde as
principais empresas produtoras de inoculantes se encontram, contudo, os
mesmos podem ou ndo ser efetivos quando usados em ambientes de clima
quente (MUCK, 2012). Desse modo, torna-se importante isolar microrganismos

naturais de uma determinada cultura e regido, a fim de encontrar novas cepas
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mais adaptadas e capazes de potencializar o uso do aditivo (AVILA et al. 2009;
MUCK, 2012).

Uma alternativa aos aditivos biologicos tem sido o uso de acidos
organicos tamponados (CONAGHAN; O’KIELY; O’MARA, 2010). O benzoato
de soédio tem apresentado efeitos positivos na reducdo do crescimento de
leveduras e fungos filamentosos, melhorando, assim, a estabilidade aerébia da
silagem (KLEINSCHMIT; SCHMIDT; KUNG, 2005; LINGVALL;
LATTEMAE, 1999). Entretanto, poucos trabalhos utilizaram exclusivamente o
benzoato de sodio, a maioria dos estudos avaliou a associagdo de varios aditivos
quimicos. Os aditivos quimicos podem ter efeito mais robusto que os aditivos
biologicos, cuja eficacia é dependente de diversos fatores como a umidade do
substrato, competicdo com a populagdo microbiana epifita nativa e condigdes de
armazenamento do produto comercial (CONAGHAN; O’KIELY; O’MARA,
2010; KUNG; STOKES; LIN, 2003).

Portanto, este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar
estratégias de manejo na ensilagem, com base na avaliacdo de dois aditivos
biologicos (Lactobacillus buchneri, cepa CNCM 1-4323 e Lactobacillus
buchneri (NCBI HM162412.1), cepa indigena proveniente do Laboratério de
Microbiologia da UFLA e um aditivo quimico (Benzoato de sodio), aplicados no
topo da massa, visando ao controle da deterioragdo aerdbia em areas periféricas
de silo trincheira. Foi avaliado, para isso, o perfil fermentativo, quimico,
microbiano e a estabilidade aerdbia da silagem de milho armazenada em

laboratorio e em condi¢des de campo.
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2  MATERIAL E METODOS

Colheita

Os experimentos (1 e 2) foram realizados nas dependéncias do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras (latitude de 21°
14" 43" sul e longitude de 44° 59' 59" oeste; altitude de 918 m). O hibrido de
milho utilizado em ambos os experimentos foi 0 AG 5011 (Sementes Agroceres,
Brasil). As plantas foram colhidas, quando apresentavam graos com metade da
linha do leite, em fevereiro de 2012, utilizando-se colhedora de uma linha (JF
Maquinas Agricolas, SP, Brasil) acoplada ao trator. Amostras foram recolhidas
aletoriamente para a determinacdo do tamanho médio de particulas (TMP)

(LAMMERS; BUCKMASTER; HEINRINCHS, 1996).

Experimento 1

A forragem picada foi dividida em quatro montes, os quais foram
utilizados para a confecgdo dos seguintes tratamentos: controle (C);
Lactobacillus buchneri (cepa CNCM 1-4323) na concentragio de 1x10° ufc g
de forragem na mateira natural (LBC); Lactobacillus buchneri (NCBI
HM162412.1, cepa indigena proveniente do Laboratério de Microbiologia da
UFLA) na concentragio de 1x10° ufc g de forragem na matéria natural (LBI);
benzoato de so6dio com concentragdo de 0,2% da forragem na matéria natural
(SB). O benzoato de sédio (Vetec Quimica Fina, Brasil) possuia teor minimo de
pureza de 99,5%. Os aditivos foram diluidos em agua destilada, sendo aplicados
12 mL de solucdo por kg de forragem por meio de um pulverizador manual. O
controle também recebeu a mesma quantidade de agua dos tratamentos com

aditivos.
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Como silos experimentais foram utilizados baldes plasticos com
capacidade de 15 L. Cada tratamento foi composto por 5 repetigdes. A
compactacdo foi realizada manualmente, atingindo-se densidade média de 443
+13 kg m™ de matéria natural. Apds a compactacio, cada silo foi vedado com
tampa plastica apropriada e, posteriormente, pesado. Aos 103 dias de
fermentacdo, os mesmos foram novamente pesados para determinacdo das
perdas de MS (PMS), de acordo com a equagdo proposta por Bolsen (1997)
RMS=((MF{xMSf)/(MFixMSi)x100), em que RMS = recuperagdo de matéria
seca (%); MFi = massa de forragem inicial (kg); MSi = concentragdo de MS
inicial (%); MFf = massa de forragem final (kg); MSf = concentracdo de MS
final (%).

Apos a abertura dos silos, aproximadamente 5 cm de silagem,
proveniente do topo de cada unidade experimental, foi descartada e a quantidade
restante foi homogeneizada e subamostrada. Cada subamostra foi submetida a
determinacdo da composi¢do quimica, perfil fermentativo e contagem
microbiana. As silagens também foram submetidas a um teste de estabilidade
aerobia. Aproximadamente 3 kg de silagem foram colocados em baldes
plasticos, os quais foram cobertos com folha de papel aluminio para se evitar
perda de umidade da silagem e contaminagdo por elementos externos
(TABACCO et al., 2009). Os baldes foram mantidos em uma sala fechada a 20,4
+0,9°C por 12 dias. A temperatura da sala e das silagens foi registrada, a cada
hora, por meio de data loggers (HT-500, Instruterm, SP, Brasil ¢ Pro2.07.09,
Escort Console, SP, Brasil). A estabilidade aerobia foi definida como o nimero
de horas que a silagem permaneceu estavel antes de atingir 2°C acima da
temperatura ambiente (MORAN et al., 1996). A deterioragdo aerobia foi
definida como a diferenca acumulada de temperatura diaria acima da
temperatura ambiente nos primeiros cinco dias (CONAGHAN; O’KIELY;
O’MARA, 2010). Em outro conjunto de baldes, foram depositados cerca de 3 kg
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de silagem para a determinagdo do perfil do pH ao longo da exposicao aerdbia,
os quais também foram cobertos com uma folha de aluminio e amostrados nos
dias 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 de acrobiose.

O material pré-ensilado e as silagens, ambos em duplicata, foram
levados a estufa de ventilagdo forcada a 55°C por 72h para determinagdo da MS
(AOAC, 1990) e, posteriormente moidos em peneira de crivo de 1 mm para
posterior determinacdo da proteina bruta (PB), conforme a AOAC (1990),
quantificacdo da fibra em detergente neutro (FDN) conforme Van Soest,
Robertson e Lewis (1991) e CSA (DISCHE, 1962). A determinagdo do pH,
nitrogénio amoniacal (N-NHj3), acidos organicos e etanol foram obtidos por
meio de um extrato aquoso (1:10) com agua destilada. O pH foi medido com
potenciometro (HI 2221, Hanna Instruments) e o nitrogénio amoniacal segundo
técnica descrita por Noel ¢ Hambleton (1976). Para a determinagdo dos acidos
organicos e do etanol foi utilizado cromatdgrafo de fase liquida (Shimadzu LC-
10Ai; Shimadzu Corp., Tokyo, Japao). Os acidos foram detectados pela
absorbancia do UV (210nm) e indice de refragdo, e o etanol foi identificado
usando o detector de indice de refragdo (CARVALHO et al., 2012). Outra
amostra foi utilizada para a contagem de leveduras, fungos filamentosos e BAL,
utilizando um extrato aquoso (1:10) com agua peptonada (1g por litro de agua),
homogeneizado durante 4 minutos no Stomacher (Stomacher 400, Seward,
London, UK). Para a contagem de leveduras e fungos filamentosos foi utilizada
a técnica de plaqueamento em superficie com o meio de cultura YGC Agar
(Fluka, Sigma Aldrich Quimica Brasil LTDA), sendo preparadas diluicdes em
série (102 a 10®) e em duplicata (TABACCO et al., 2009). Apos incubagdo a 28
°C durante trés e cinco dias para leveduras e fungos filamentosos,
respectivamente, foram contadas as colonias separadamente, com base nas suas
caracteristicas macromorfoldgicas. Para a contagem de BAL foi usada a mesma

técnica descrita para leveduras e fungos filamentosos, entretanto o meio de
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cultura utilizado foi o MRS Agar (Himedia, Biosytems Comercial de Importagdo
e Exportagdo e Equipamentos para Laboratorio), e a incubagdo foi realizada a

35°C por trés dias, quando se procedeu a contagem.

Experimento 2

Foi utilizado um silo tipo trincheira no experimento 2. Antes de ser
abastecido, o mesmo foi revestido com filme plastico nas laterais, com sobras de
2 m, as quais foram usadas no envelopamento do topo. Apds ser abastecido, o
silo foi dividido em 4 faixas transversais de 8 m cada, as quais constituiram os
blocos. As extremidades, cerca de 4 m cada, foram desprezadas. Cada bloco foi
novamente dividido em 4 faixas de 2 m cada, onde foram alocados os
tratamentos aleatoriamente. Os aditivos e as concentracdes foram as mesmas do
Experimento 1, sendo diluidos em agua (ndo clorada) e, por meio de regadores,
aplicados no topo das respectivas unidades experimentais. Para garantir
percolagio média de 20 cm foram aplicados 13 L de dgua por m*. A relagdo
entre percolacdo e quantidade de agua aplicada havia sido determinada em
ensaios anteriores. No tratamento controle foi aplicada dgua na mesma
quantidade dos demais tratamentos.

Em cada unidade experimental foram distribuidos trés sacos de nylon
(dois no topo e um no centro da massa), contendo cerca de 6 kg de forragem. Os
sacos localizados no centro receberam forragem sem tratamento. Os sacos da
superficie receberam forragem tratada. Estes sacos foram depositados no topo do
silo, apds leve retirada de forragem e cobertos com uma camada fina de
forragem, mantendo-se uma distincia de 1,5 m da parede do silo. Antes de
serem reposicionados nas faixas correspondentes a cada tratamento, os mesmos
foram pesados e amostrados para a determinagdo futura das PMS e das demais

variaveis. Foram acondicionados em todos os sacos data loggers programados
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para a tomada de temperatura da massa em intervalos constantes de 6 horas, com
o objetivo de determinar o perfil de temperatura na estocagem.

Terminado o abastecimento e a distribui¢do dos tratamentos, o silo foi
vedado com um filme plastico dupla face e uma rede (tipo sombrite) foi
colocada sobre a lona, onde permaneceu fechado por um periodo de 116 dias.
Apos a abertura, os sacos foram removidos de acordo com o seu posicionamento
na trincheira. Semanalmente foi medido o avango do painel para posterior
determinacdo do avango médio diario. A densidade foi medida 9 vezes no topo
(20 cm) e no centro do silo trincheira (MUCK; HOLMES, 2000). A temperatura
média diaria, durante o periodo de utilizagdo do silo, referentes aos meses de
julho, agosto, setembro e outubro foram 16,8; 18,0; 20,4 e 22,9°C.

Apos as retirada de cada saco o mesmo foi pesado para e determinacao
da PMS. Todo o seu conteudo foi homogeneizado e fracionado em trés porgdes.
A primeira foi utilizada na determinagdo da concentracdo de MS e das analises
quimicas, a segunda serviu para a realiza¢do da contagem de leveduras, fungos
filamentosos ¢ BAL, leitura do pH, mensuragdo do nitrogénio amoniacal, acidos
orgédnicos e etanol. A terceira foi usada para a determinagdo da estabilidade
aerobia da silagem. Todos estes procedimentos foram estabelecidos conforme

descrito no Experimento 1.

Delineamento Experimental e Analises Estatisticas

Houve transformagdo para log;o das contagens microbiologicas, visando
obter distribui¢do normal dos dados. No Experimento 1, o delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 5 repetigoes e 4
tratamentos. No Experimento 2, o delineamento experimental utilizado foi em
blocos casualizados com 4 blocos e 4 tratamentos. Em ambos os experimentos

as variaveis foram submetidas a analise de varidncia utilizando-se o recurso
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PROC MIXED do programa SAS (2000) e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade e foi considerado tendéncia até 10%. Para
a variavel PMS no Experimento 2 foi utilizado um modelo onde se comparavam
as perdas do centro com as da superficie, considerando o centro como um

tratamento.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo representadas as caracteristicas do silo trincheira

utilizados no experimento 2.

Tabela 1 Caracteristicas do silo trincheira utilizado no experimento 2.

Itens

Comprimento (m) 40
Largura superior (m) 6,7
Largura da base (m) 4,7
Altura (m) 1,2
Avango médio diario (cm) 31
Densidade no centro (kg m™) 561 +44
Densidade no topo (kg m™) 535+55

As caracteristicas quimicas e distribuicdo de particulas da forragem
antes da ensilagem estdo descritas na Tabela 2. O milho cortado com metade da
linha do leite usado para ensilagem em ambos os experimentos apresentou

concentragdo de MS, PB, FDN e CSA dentro dos padrdes esperados.

Tabela 2 Caracteristicas quimicas e distribuigdo de particulas da forragem de milho
antes da ensilagem para ambos os experimentos.

Itens

MS (%) 36,8+0,18
PB (% da MS) 6,53 +0,22
FDN (% da MS) 55,2+3,12
CSA (% da MS) 5,79 +1,56
Distribui¢do do tamanho das particulas (%)

>19,1 mm 12+4,28
7,9a19,1 mm 58 +£4,93
0,18 a 7,9 mm 28 +491
<0,18 mm 2+0,93

CSA, carboidratos soluveis em agua; FDN, fibra em detergente neutro; MS, matéria
seca; PB, proteina bruta; TMP, tamanho médio de particula.

51



Experimento 1

A composi¢do quimica, os produtos finais da fermentagdo, populagdo
microbiana e a estabilidade aerobia das silagens estdo apresentadas na Tabela 3.
O contetido de MS das silagens submetidas aos diferentes tratamentos foi similar
(P > 0,05) com valores variando de 33,9 a 34,8%. As silagens tratadas com LBI
apresentaram estatisticamente maior pH em relagdo aos demais tratamentos. Os
tratamentos influenciaram estatisticamente as concentragdes de etanol, acido
lactico e acético. O SB promoveu menores concentragdes de etanol em relagdo
ao C e LBC e maior concentracdo de acido latico quando comparado ao LBI. O
contetido de 4cido acético da silagem tratada com LBI foi superior frente as
silagens ndo tratadas. A quantidade de acido propidnico e butirico foi
estatisticamente similar entre os tratamentos (P > 0,05), com médias de 0,7 % e
abaixo do nivel de deteccdo, respectivamente. Os inoculantes bacterianos
promoveram maior contagem de BAL (P < 0,05). Os tratamentos ndo tiveram
efeito na contagem de fungos filamentosos, havendo tendéncia de diminui¢do na
contagem de leveduras quando o SB foi aplicado (P = 0,069) e, numericamente,
ocorreu 0 mesmo comportamento com a populagdo de fungos filamentosos.

As PMS foram influenciadas pelos tratamentos, sendo menores na
silagem tratada com SB que no LBI e intermediarias no C e LBC. Os teores de
FDN foram similares para os tratamentos, enquanto PB foi maior no LBI e para
os outros ndao houve diferenca. A recuperacdo de CSA foi maior no SB em
relagdo aos demais tratamentos. O conteido de N-NH; foi estatisticamente
menor no SB e maior no C e LBC.

O SB apresentou estabilidade aerdbia significativamente superior ao C,
LBC e LBI. A deterioracdo aerobia obedeceu a este mesmo comportamento. O

SB foi o que apresentou menor acumulo de diferenga de temperatura, seguido
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pelo LBI e C. As silagens tratadas com LBC mostraram valores intermediarios

entre o outro inoculante bacteriano e a silagem controle.

Tabela 3 Qualidade fermentativa, composi¢do microbiologica e quimica, estabilidade
aerdbia ¢ perdas das silagens controle (C), tratadas com L. buchneri comercial (LBC),
L.buchneri indigena (LBI) ou benzoato de sodio (SB) apds 103dias de fermentagdo
(Experimento 1).

Tratamentos

Variaveis C LBC LBI SB EPM P valor
MS (%) 34,8 347 33,9 346 0414 0,449
FDN (% da MS) 48,1 478 46,5 50,1 1877 0,602
PB (% da MS) 6,57° 680" 727 671" 0,098 <0,001
N-NH; (% do N total) 10,5 10,9* 10,1™  841° 0443 0,006
CSA (% da MS) 0,80°  0,87° 057" 1,66 0,119 <0,001
pH 3,76°  3,83° 4,05 383 0,040 <0,001
Acido latico (% da MS) 539% 547" 2,17° 586 0854 0,026
Acido acético (% da MS) 0,36° 0,67 085" 048" 0,106 0,024
Acido propidnico (% da MS) 0,07 0,07 0,13 0,07 0,029 0,298
Acido butirico (% da MS) <0,05 <005 <0,05 <0,05 - -
Etanol (% da MS) 1,36° 1,54 1,14 074" 0,113  <0,001
BAL (log;o ufc g™ 545" 748 7,75 474" 0343 <0,001
Leveduras (log,, ufc g) 4,24 3,80 3,57 2,47 0,444 0,069
FF (log)o ufc g) 1,79 1,46 149 1,10 0307 0492
PMS (%) 6,45 536" 838  2,71° 1,08 0,015
Estabilidade aerobia (h) 40.8°  49,0° 67,0 161° 16,879 <0,001
Deterioragdo aerobia (°C) 12,8 840" 626° -088° 1247 <0,001

BAL, bactérias acido laticas; CSA, carboidratos soluveis em dgua; EPM, erro padrdo das
médias; FDN, fibra em detergente neutro; FF, fungos filamentosos; MS, matéria seca; N-
NH3, nitrogénio amoniacal; PB, proteina bruta, PMS, perdas de matéria seca; P valor,
valor da probabilidade para o efeito dos tratamentos.

' Analise estatistica nio realizada.

Na Figura 1 estdo apresentados os valores de pH ao longo da exposicao
ao ar. No segundo dia de aerobiose o pH das silagens foi muito semelhante ao
pH no momento da abertura e as silagens tratadas com LBI mostraram maior
valor que os demais tratamentos (P < 0,05). No quarto dia o pH das silagens com
SB foi inferior ao pH das silagens controle C e LBC (P < 0,05). No sexto, oitavo

e decimo dia houve tendéncia de menor pH das silagens tratadas com SB (P =
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0,073; P = 0,060; P = 0,107). Enquanto que no décimo segundo dia os valores

foram similares em ambos os tratamentos (P = 0,763).

7,0 -
6’5 7 .o; =l ‘
6,0 -
5,5 4 8
T
= 5,0 - g
‘."
4,5 X LBC
4 0 ssnfpss [ BI
’ —— B S
3.5 + * t * t * t t 1 . 1
0 2 4 6 8 10 12

Dias

Figura 1 Valores de pH ao longo de 12 dias de exposi¢do ao ar das silagens tratadas ou
ndo com aditivos (Experimento 1). C, controle; LBC, L. buchneri cepa CNCM-
4323(LBC); LBI, L. buchneri cepa indigena; SB, benzoato de sodio.

Experimento 2

A qualidade fermentativa, composi¢do quimica, microbiana das silagens
e estabilidade aerdbia estdo apresentados na Tabela 4. O contetido de MS das
silagens variou de 25,8 a 29,1% e as silagens tratadas com SB apresentaram
valores significativamente maiores que C e LBC. As silagens tratadas com SB
apresentaram valores de pH superiores (4,13) quando comparado aos demais
tratamentos (média de 3,78). Ndo houve diferengas significativas entre os
tratamentos nas variaveis acidos latico e etanol. As silagens tratadas com SB
apresentaram menor concentragdo de acido acético que os demais tratamentos. A

silagem controle teve maior concentracdo de acido butirico que o SB (P > 0,05).
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A populagdo de BAL foi inferior nas silagens tratadas com SB frente as
outras silagens. As populacdes de leveduras e fungos filamentosos apresentaram
valores inferiores a 2 log ufc g em todos os tratamentos. O contedo de FDN,
PB e N-NHj; foram similares entre os tratamentos. Maior recuperagdo de CSA
foi observada nas silagens tratadas com SB (P < 0,05). O uso de SB na
superficie do silo potencializou a estabilidade aerobia das silagens, sendo

superior aos tratamentos C, LBI ¢ LBC.

Tabela 4 Qualidade fermentativa, composigdo microbioldgica, quimica ¢ estabilidade
aerdbia das silagens controle (C), tratadas com L. buchneri comercial (LBC), L.buchneri
indigena (LBI) e benzoato de sddio (SB) (Experimento 2).

Tratamentos

Variaveis C LBC LBI SB EPM P valor
MS (%) 26,0° 258" 27,1  29,1* 0,639 0,019
FDN (% da MS) 53,5 555 55,1 50,5 2,039 0411
PB (% da MS) 6,75 7,05 727 693 0266 0515
N-NHj; (% da MS) 1,8 112 10,9 820 0,871 0,108
CSA (% da MS) 0,66° 041° 0,50 3,80* 0210  <0,001
pH 3,77° 3,75 3,83 413" 0078 0,024
Acido latico (% da MS) 7,19 570 555 447 1410 0615
Acido acético (% da MS) 1,50°  1,39°  1,65° 059" 0,115  <0,001
Acido propionico (% da MS) 1,46 133" 1,21% 0,29° 0,150 <0,001
Acido butirico (% da MS) 0,19 0,06 0,06® 002" 0,038 0,053
Etanol (% da MS) 1,20 1,03 1,11 1,05 0,138 0,828
BAL (logy ufc g") 6,04  6,64° 588  242° 0254  <0,001
Leveduras (log, ufc g™) <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 . -

FF (logyo ufc g <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 - -

Estabilidade aerobia (h) 922°  141° 101°  261° 26212 0,005

BAL, bactérias acido laticas; CSA, carboidratos soluveis em adgua; EPM, erro padrdo das
médias; FDN, fibra em detergente neutro; FF, fungos filamentosos; MS, matéria seca; N-
NH3, nitrogénio amoniacal; PB, proteina bruta; PMS, perdas de matéria seca; P valor,
valor da probabilidade para o efeito dos tratamentos.

!Analise estatistica ndo realizada.

Os aditivos avaliados influenciaram nas PMS das silagens (Figura 2). As
menores perdas ocorreram no centro do silo trincheira e na superficie tratada

com o aditivo SB (P < 0,05), com valores de 2,44 e 2,67%, respectivamente. As
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demais areas da superficie tratadas com LBI, LBC e ndo tratadas apresentaram

perdas de 7,97; 8,08 e 8,68%.
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Figura 2 Efeito dos aditivos sobre as perdas de matéria seca (PMS) no experimento 2.
C, controle; LBC, L. buchneri cepa CNCM-4323(LBC); LBI, L. buchneri cepa indigena;
SB, benzoato de sodio. P <0,001, EPM = 1,036.

DISCUSSAO

As silagens tratadas com LBI apresentaram predomindncia da
fermentagao heterolatica, resultando em um aumento na concentragdo de acido
acético e diminui¢do nos teores de acido latico comparado com o 4cido latico
(experimento 1). O maior valor de pH observado nas silagens tratadas com LBI
¢ explicado pelo menor poder de acidificagdo do acido acético (PAHLOW et al.,
2003). A intensificacdo da fermentacdo heterolatica gera um aumento nas perdas
pela producdo de CO, durante o metabolismo do acido acético e de outros
produtos (OUDE ELFERINK et al., 2001). Este aumento na producdo de CO,

pode levar a um aumento nas PMS das silagens tratadas com L. buchneri em
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relagdo as nado tratadas (DRIEHUIS; OUDE ELFERINK; SPOLESTRA, 1999;
DRIEHUIS; OUDE ELFERINK; VAN WIKSELAAR, 2001). Resultado
encontrado no experimento 1, onde as silagens com LBI apresentaram
numericamente maiores PMS (8,38 %) em relagdo ao C (6,45 %) e
estatisticamente em relagdo ao SB (2,71 %).

Numericamente o LBI apresentou no experimento 1 uma menor
contagem de leveduras (3,57), maior estabilidade aerobia (67 h) e
estatisticamente menor deterioracdo aerdbia (6,26°C) em relagdo ao controle
(4,24; 40,8 h e 12,8°C). As 26 horas a mais de estabilidade aerdbia,
proporcionada pelo LBI em relagdo ao controle, embora ndo tenha diferido
estatisticamente, sdo importantes em nivel de campo. Aumento na estabilidade
aerObia de silagens tratadas com cepas de L. buchneri também pode ser
encontrado em outros trabalhos (MARI et al., 2009; TABACCO et al., 2011D).
A maior estabilidade do LBI estd ligada a maior agdo antifungica do acido
acético, quando comparada ao acido latico (KLEINSCHMIT, SCHMIDT;
KUNG, 2005; TABACCO et al., 2011a). Na meta-analise de 43 experimentos
realizada por Kleinschmit e Kung (2006) observou-se que silagens tratadas com
L. buchneri decresciam a concentracdo de acido latico, aumentavam a
concentragdo de 4cido acético, diminuiam a contagem de leveduras e
aumentavam a estabilidade aerobia em relagdo ao controle, sendo estas
caracteristicas comuns ao inoculantes com este género de bactéria acido latica.

Recomendacdes praticas de campo sugerem que a relagdo acido
latico:acético desejavel ¢ 3:1 (KUNG; STOKES, 2001) o que poderia ser um
indicio de uma maior fermentacdo homolatica. Apesar da silagem tratada com
LBI ter apresentado uma relagdo acido latico:acético de apenas 2,5, o nitrogénio
amoniacal permaneceu baixo e a concentracdo de acido butirico nao foi alterada,
o que indica auséncia de fermentacdes secundarias. A deterioragdo aerdbia

inferior do LBI em relagdo ao C € outro indicio de que a baixa relagdo acido
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latico:acético ndo impactou negativamente a qualidade da silagem. Resultados
semelhantes foram encontrados por Kleinschmit e Kung (2006).

Durante o metabolismo do L. buchneri pode ser produzido além do
acido acético o 1,2-propanodiol (OUDE ELFERINK et al., 2001). O 1,2-
propanodiol pode posteriormente ser convertido em 1-propanol e dacido
propidnico pelo Lactocacillus diolivoras, presente na massa ensilada
(KROONEMAN et al., 2002). Portanto, o aumento numérico na concentracao de
acido propidnico observado no experimento 1 pode estar relacionado a este
evento.

A eficiéncia dos inoculantes biologicos para silagens podem ser afetados
pelas altas temperaturas nas etapas de ensilagem, armazenamento e
desabastecimento do silo (ASHBELL et al., 2002; WEINBERG et al., 2001).
Durante os cinco dias, ap6s a ensilagem, a temperatura interna da massa nas
regides periféricas do silo trincheira foi em média 37,2°C (dados ndo
mostrados). Weinberg et al. (2001) observaram em um experimento onde as
silagens foram mantidas em salas com constantes temperaturas (28°C),
constantes e altas temperaturas (37°C) e variadas temperaturas (41-37-28°C) que
a contagem de BAL e o efeito do inoculante foram menores nas altas
temperaturas em relacdo a temperatura mais baixa (28°C). Portanto as altas
temperaturas iniciais da silagem podem ter atrapalhado o desempenho dos
aditivos bioldgicos no experimento 2.

Segundo Muck (2012), o uso de inoculantes advindos de cepas isoladas
de gramineas, milho e leguminosas de paises de clima temperado podem nao ter
o mesmo efeito quando usadas em regides de clima quente. Esta talvez seja uma
explicagdo para o desempenho insatisfatorio do LBC, embora o uso de cepas
nativas nem sempre seja mais eficiente que cepas isoladas em outros ambientes

(Avila et al., 2011).
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Assim como no experimento 1, alguns outros trabalhos tém indicado
resultados positivos com o uso de cepas indigenas. Saarisalo (2007), estudando o
processo de triagem de cepas homofermentativas com potencial antifingico para
gramineas, observou quatro cepas que aumentaram a qualidade fermentativa e
diminuiram as PMS em relagdo ao controle. Avila et al. (2009) identificaram
cepas de L. buchneri que formam melhores que cepas comerciais em reduzir
concentragdo de etanol e contagem de leveduras, o que aumentou a estabilidade
aerobia em silagem de cana-de-agtcar. Penteado et al. (2007) encontraram
melhora no perfil fermentativo, favorecimento do desenvolvimento de bactérias
laticas e menores PMS na silagem de capim-mombaga inoculada com cepas
isoladas da propria planta.

A alta relagdo acido latico:acético (12,2 e 7,58 nos experimento 1 e 2,
respectivamente) das silagens tratadas com SB indica uma predominancia de
fermentacdes do tipo homolatica (KUNG; STOKES, 2001). Woolford (1975),
estudando a acdo de agentes antimicrobianos sobre a preservagdo da silagem e
triagem de microrganismos, encontrou uma tendéncia de maior inibi¢do de BAL
heterofermentativas nos tratamentos com benzoato de sddio. A menor contagem
total de BAL, menor PMS e maior recuperagdo de CSA sugerem uma parcial
inibicdo da fermentagdo nas silagens tratadas com SB. Efeito similar ao
observado por Kleinschmit, Schmidt e Kung (2005). Entretanto, no presente
trabalho houve um acentuado aumento nos teores de acido latico (experimento
1), comportamento diferente do observado por estes autores, que ndo
encontraram influéncia do benzoato de sédio e do sorbato de potassio sobre a
concentragdo de acido latico. Indica que ndo houve inibigdo da fermentagdo no
experimento 1 e, sim, uma selecdo de cepas mais eficientes de BAL
homofermentivas.

O benzoato de soédio apresenta um comprovado efeito antimicrobiano

(KLEINSCHMIT; SCHMIDT; KUNG, 2005; LAMBERT; STRATFORD,
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1999; WOOLFORD, 1975). No experimento 1 houve uma tendéncia de
diminui¢do na contagem de leveduras para as silagens tratadas com SB o que
refletiu em um menor teor de etanol, menor deterioracdo aerobia e maior
estabilidade aerdbia e a estabilidade aerdébia foi maior em ambos os
experimentos. Resultados semelhantes foram encontrados por Conaghan,
O’Kiely e O’Mara (2010); Lingvall e Lattema (1999); Muller (2005), quando
estudaram o uso de misturas contendo hexaminas, nitrato de soédio, benzoato de
sodio e propionato de sddio como aditivos para silagem. Knicky e Sporndly
(2009; 2010) também observaram diminui¢do de microrganismos indesejaveis,
melhoria na qualidade higiénica da silagem independente na MS, diminui¢do de
PMS e aumento da estabilidade aerdbia em silagem com alta MS. Entretanto,
estes autores trabalharam com misturas de aditivos que continham benzoato de
sodio, sorbato de potassio e nitrato de sodio. Kleinschmit, Schmidt e Kung
(2005) também observaram os mesmos efeitos positivos em silagens de milho
tratadas somente com benzoato de sédio. Indica que o uso exclusivo de benzoato
de sodio pode ser tdo eficiente quanto o uso de misturas de aditivos quimicos.
Silagens tratadas com SB apresentaram maior controle do aumento de pH ao
longo dos dias, que também ¢ um indicio de maior estabilidade aerébia. O SB
proporcionou uma maior recuperagcdo de CSA, menor concentracdo de N-NH; e
menores PMS em ambos os experimentos. No experimento 2, as PMS da
superficie tratada com SB foram semelhantes as PMS do centro do silo.
Portanto, o SB proporcionou maior conservagao dos nutrientes da silagem.
Bactérias acido butiricas, como Clostridiun, podem se desenvolver em
silagens com baixos teores de MS, levando a fermentagdes secundarias que
geram perdas de MS e formag@o de produtos indesejados como acido butirico
(PAHLOW et al., 2003). No presente estudo a silagem ndo tratada no
experimento 2, apresentou uma quantidade de acido butirico mais alta que a

silagem tratada com SB, enquanto LBC e LBI apresentaram valores
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intermediarios. Sugerem que, em fungdo da baixa MS encontrada no topo do silo
trincheira (27,0%), quando comparadas ao centro do silo (34,3%), causada pela
forma de aplicagdo dos tratamentos, pode ter havido o desenvolvimento de
bactérias acido butiricas. O SB foi eficiente em controlar estas fermentacdes
indesejadas, seu uso resultou em silagens com baixa concentragdo de acido
butirico e N-NH;, mesmo em condigdes de baixa MS. Comportamento
semelhante ao encontrado por Knicky e Sporndly (2005) quando trabalharam
com aditivos quimicos em culturas com diferentes teores de MS.

No experimento 2 a contagem de leveduras e fungos ficou abaixo do
nivel de detecgdo. Resultado este inesperado e contrario a outros existentes na
literatura, que demonstram uma maior carga microbiana nas regides periféricas
dos silos trincheira (VISSERS et al.,, 2007). Duas das quatro parcelas do
tratamento C tiveram estabilidade aerdbia de mais de 100 h. A contagem de
leveduras a niveis ndo detectados e a alta estabilidade aerdbia, mesmo no
controle, podem ser explicadas pelas praticas de manejo na ensilagem do
experimento 2, que proporcionaram uma alta densidade da MS (561 + 44 kg m”
no centro do silo e 535 + 55 kg m™ nas areas periféricas). Em alguns estudos tém
sido relatado que altas densidades da silagem estdo correlacionadas com
aumento do tempo que a silagem pode ficar exposta ao ar antes de se
desestabilizar (MUCK; MOSER; PITT, 2003; RUPPEL et al., 1995; TABACCO
etal., 2011a).
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4  CONCLUSAO

A cepa indigena de L. buchneri promoveu fermentagdo acética,
apresentando melhores resultados que o controle.

O benzoato de sddio, aplicado na concentragdo de 0,2%, foi o aditivo
mais eficaz neste estudo, pois proporcionou silagens com melhor qualidade
fermentativa, maior concentragdo de carboidratos soluveis residuais e menores

perdas, combinado com prolongada estabilidade aerobia.
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