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RESUMO

A ensilagem da planta inteira de milho € uma estratégia para a conservagao desse alimento. A
aplicacdo de inoculantes na silagem pode promover melhorias significativas no processo
fermentativo, acelerando a queda no pH e inibindo o crescimento de microrganismos
indesejaveis. Objetivou-se avaliar o efeito de dois inoculantes comerciais ¢ de uma cepa
epifitica na silagem de planta inteira de milho apds 14 e 60 dias de estocagem. Foram utilizados
40 silos experimentais sendo 4 repetigdes para cada tratamento: controle (CTR) sem inoculante,
inoculante comercial 1 (IC1) 8 log UFC/g, inoculante comercial 2 (IC2) 8 log UFC/g,
Lentilactobacillus farraginis (LF) 10 log UFC/g e; IC1+LF 9 log UFC/g. Apds 14 e 60 dias de
estocagem as silagens foram amostradas e analisadas de acordo com parametros
microbioldgicos, quimicos e estabilidade aerdbia. Os resultados indicaram que o pH nao diferiu
significativamente entre os tratamentos (média de 3,78), mantendo-se dentro da faixa ideal para
conservacdo. A perda de MS foi menor nos tratamentos LF e IC1+LF, enquanto a FDN reduziu
ao longo do tempo, exceto em IC1+LF. A populacio de BAL foi maior em LF e ICI+LF,
especialmente apos 60 dias, enquanto a contagem de leveduras diminuiu significativamente
nesses tratamentos. Aos 60 dias de estocagem, a producdo de acido acético e 1,2-propanodiol
foi mais elevada em LF e IC1+LF, esses tratamentos também apresentaram maior estabilidade
aerdbia (168 horas em IC1+LF). O tratamento IC1+LF também apresentou menor temperatura
maxima durante a exposi¢do ao ar, indicando menor atividade microbiana deteriorante.
Conclui-se que a combinagdo do inoculante comercial com L. farraginis (IC1+LF) foi a mais
eficaz na melhoria da qualidade fermentativa e estabilidade aerdbia da silagem, destacando-se
pela producao de metabdlitos inibidores de microrganismos indesejaveis e pela preservacao dos
nutrientes. Esses resultados reforcam o potencial de cepas heterofermentativas, como L.

farraginis, no desenvolvimento de inoculantes para ensilagem.

Palavras-chave: bactérias do 4cido latico; pH; heterofermentativo.



ABSTRACT

Whole-plant corn silage is a strategy for preserving this food. The application of inoculants to
silage can significantly improve the fermentation process, accelerating the drop in pH and
inhibiting the growth of undesirable microorganisms. This study aimed to evaluate the effect of
two commercial inoculants and an epiphytic strain on whole-plant corn silage after 14 and 60
days of storage. Forty experimental silos were used, with four replicates for each treatment:
control (CTR) without inoculant; commercial inoculant 1 (IC1) 8 log CFU/g; commercial
inoculant 2 (IC2) 8 log CFU/g; Lentilactobacillus farraginis (LF) 10 log CFU/g; and IC1+LF
9 log CFU/g. After 14 and 60 days of storage, the silages were sampled and analyzed for
microbiological, chemical, and aerobic stability parameters. The results indicated that the pH
did not differ significantly between treatments (average of 3.78), remaining within the ideal
range for storage. DM loss was lower in the LF and IC1+LF treatments, while NDF decreased
over time, except in I[C1+LF. The LAB population was higher in LF and IC1+LF, especially
after 60 days, while the yeast count decreased significantly in these treatments. After 60 days
of storage, acetic acid and 1,2-propanediol production were higher in LF and IC1+LF; these
treatments also showed greater aerobic stability (168 hours in IC1+LF). The IC1+LF treatment
also had a lower maximum temperature during air exposure, indicating less spoilage microbial
activity. It is concluded that the combination of the commercial inoculant with L. farraginis
(IC1+LF) was the most effective in improving the fermentation quality and aerobic stability of
the silage, notably producing metabolites that inhibit undesirable microorganisms and
preserving nutrients. These results reinforce the potential of heterofermentative strains, such as

L. farraginis, in the development of silage inoculants.

Keywords: lactic acid bactéria; pH; heterofermentative



INDICADORES DE IMPACTO

Os resultados obtidos apresentam impactos de carater social, tecnoldgico, econdmico e
ambiental que contribuem diretamente para a melhoria da qualidade da producao de silagem de
planta inteira de milho, com reflexos na sustentabilidade da pecudria leiteira e de corte. Do
ponto de vista tecnoldgico, o estudo proporciona avangos no conhecimento cientifico a
utilizagao de inoculantes microbianos de ultima geragdo, viabilizando a recomendagdo de
praticas que conferem maior estabilidade aerébia e preservagdao de nutrientes durante o
armazenamento, fatores estes capazes de gerar ganhos econdmicos significativos aos
produtores rurais. Além disso, a sele¢do de cepas epifiticas, como bactérias heterofermentativas
capazes de produzir compostos antimicrobianos, estimula o desenvolvimento de inovagdes no
setor agricola e amplia as possibilidades de transferéncia tecnoldgica da universidade para o
campo. Em termos sociais, os impactos manifestam-se na qualidade dos alimentos conservados
e seguranca alimentar, considerando que a pecudria constitui uma das principais fontes de renda
de pequenos e médios agricultores familiares, de modo que a adogdo de tecnologias que
melhorem a conservacdo da forragem contribui para a manutengdo da atividade no campo. Os
impactos podem ser classificados, nas areas de Tecnologia e Produ¢do, pois envolvem o
desenvolvimento de solugdes biotecnologicas, € a disseminagdao de conhecimento técnico-
cientifico. Dessa forma, os impactos identificados evidenciam relevancia cientifica e
aplicabilidade pratica, demonstrando beneficios concretos e potenciais para a sociedade, a

economia € 0 meio ambiente.



IMPACT INDICATORS

The results obtained demonstrate social, technological, economic, and environmental impacts
that directly contribute to improving the quality of whole-plant corn silage production, with
implications for the sustainability of dairy and beef cattle farming. From a technological
perspective, the study advances scientific knowledge regarding the use of state-of-the-art
microbial inoculants, enabling the recommendation of practices that provide greater aerobic
stability and nutrient preservation during storage, factors capable of generating significant
economic gains for rural producers. Furthermore, the selection of epiphytic strains, such as
heterofermentative bacteria capable of producing antimicrobial compounds, stimulates the
development of innovations in the agricultural sector and expands the possibilities for
technology transfer from universities to the field. Socially, the impacts are reflected in the
quality of preserved foods and food security, considering that livestock farming is one of the
main sources of income for small and medium-sized family farmers. Therefore, the adoption of
technologies that improve forage conservation contributes to the maintenance of agricultural
activity. The impacts can be classified into the areas of Technology and Production, as they
involve the development of biotechnological solutions and the dissemination of technical and
scientific knowledge. Thus, the identified impacts demonstrate scientific relevance and
practical applicability, demonstrating concrete and potential benefits for society, the economy,

and the environment.
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1 INTRODUCAO

A ensilagem ¢ uma técnica que se consiste na fermentacao natural ou inoculada de
substratos (forragens, cereais e subprodutos da industria) por bactérias do acido latico (BAL)
em um ambiente anaerdbico, onde o principal objetivo é a conservagdo de alimentos além de
evitar a perda de matéria seca (MS) através da inibicdo de microrganismos indesejaveis. A
opc¢ao de conservacgdo de forragens pelo método da ensilagem permite a intensificacao e torna
a producao pecuaria menos dependente das condigdes climaticas, especialmente em situacdes
de escassez de pastagens (Zopollatto, 2020).

A planta de milho ¢ a principal forrageira utilizada na alimentag¢do animal devido a
tecnologia de cultivo, elevada produtividade e valor nutritivo. Apesar de geralmente bem
preservadas, essas silagens apresentam problemas de deterioragdo apods abertura. O
desenvolvimento de inoculantes de nova geragdo pode oferecer beneficios adicionais, mesmo
para silagens geralmente bem preservadas. Assim, a utilizagdo de inoculantes microbiolégicos
tem se mostrado uma estratégia eficiente para melhorar a conservacdo da silagem, sendo o
aumento da estabilidade aerdbia um dos principais beneficios observados em silagens de milho
planta inteira.

As BAL constituem o grupo de microrganismos mais utilizados como aditivos
biologicos em silagens, devido a sua capacidade de promover a fermentacao latica e inibir o
crescimento de microrganismos indesejaveis. Essas bactérias sao classificadas de acordo com
seu metabolismo fermentativo em homofermentativas, que produzem predominantemente
acido latico, e heterofermentativas, que geram, além do 4acido latico, outros compostos como
acido acético, etanol e didxido de carbono (Peng et al., 2021). Dentre as BAL
heterofermentativas, destaca-se as bactérias heterofermentativas obrigatdrias do grupo do
Lentilactobacillus buchneri, que tem mostrado efetividade em melhorar principalmente a
estabilidade aerobia de silagens. Uma cepa da espécie Lentilactobacillus farraginis,
recentemente isolada de silagens de milho de fazendas em Minas Gerais, tem demonstrado
capacidade de melhorar a estabilidade aerdbia da silagem de milho e de capim-elefante. Essa
caracteristica esta associada a sua habilidade de reduzir populagdes de leveduras e diminuir a
producao de acido butirico, indicando potencial como inoculante em silagens de milho (Amaral
et al.,2020; Costa et al., 2021).

A utilizagdo de co-culturas, ou seja, a combinagdo de cepas homo e heterofermentativas,

tem sido amplamente investigada visando unir os beneficios distintos de cada grupo. Cepas
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homofermentativas como Lactiplantibacillus plantarum s3o responsaveis por uma rapida
reducdo do pH no inicio da fermentagdo, enquanto as heterofermentativas, como
Lentilactobacillus buchneri e Lentilactobacillus farraginis, contribuem para a produgao de
compostos antimicrobianos, como o acido acético e o 1,2-propanodiol, que inibem leveduras e
prolongam a estabilidade da silagem apds a abertura do silo (Huang et a/.,2021; Okoye et al.,
2023). A interag¢do sinérgica entre essas cepas pode resultar em uma silagem mais estavel,
segura e nutritiva, mesmo sob condigdes de estresse ou variagdes ambientais.

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de uma cepa de
Lentilactobacillus farraginis sozinha ou em combina¢do com outros inoculantes mistos
comerciais, compostos por diferentes espécies de BAL na ensilagem de milho planta inteira,

sobre os pardmetros fermentativos e estabilidade aerdbia da silagem.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bactérias utilizadas como inoculantes em silagens

Os inoculantes microbianos podem melhorar significativamente o processo de
ensilagem, promovendo melhorias na fermentacdo, preservacdo e qualidade nutricional das
silagens. Embora sejam especialmente benéficos para silagens mais desafiadoras como capins
ou graos de milho reidratados, eles também causam melhorias na qualidade de silagens com
caracteristicas fermentativas favoraveis, como a de planta inteira de milho, melhorando a
estabilidade aerobia.

No mercado, ha aditivos quimicos, como acidos formico, sorbico, acético, propidnico,
benzoico e seus sais, além de aditivos bioldgicos, como celulases e bactérias do acido latico
homo e heterofermentativas. Os aditivos bioldgicos sao mais indicados para a inoculagdo de
silagens por serem seguros, ndo corrosivos, ambientalmente sustentdveis e eficazes na
recuperagdo de matéria seca, fermentagao e desempenho animal (Ni ef al., 2015).

As bactérias do acido latico (BAL) sdo os microrganismos mais utilizados como
inoculantes em diferentes tipos de silagens devido a sua eficacia no estimulo de uma
fermentagdo eficiente. A qualidade da silagem depende de diversos fatores biologicos e
tecnologicos. Os fatores biologicos estdao relacionados com a interagao entre caracteristicas da
planta (teor de carboidratos, umidade, microbiota natural) e técnicas de manejo (compactagao,
vedacdo, uso de aditivos). Por exemplo, silagens de milho — embora de baixo risco fermentativo
— podem apresentar perdas significativas se colhidas fora do estagio ideal ou mal compactadas.
Portanto, a qualidade final depende tanto dos fatores bioldgicos inerentes a cultura quanto da
aplicacdo correta de tecnologias de ensilagem. Durante a fermentagdo da biomassa vegetal, as
BAL produzem écidos organicos, como o acido latico, que contribuem para a reducao do pH a
niveis que impedem o desenvolvimento de microrganismos deteriorantes (Adesogan; Newman,
2014; Yitbarek; Tamir, 2014).

A produgdo de acido latico, composto fundamental para a fermentagdo anaerdbica
durante a ensilagem, estd diretamente associada as BAL, que dominam o processo em
condigdes ideais de pH e auséncia de oxigénio. Seu metabolismo permite a conversao de
carboidratos em acido latico, promovendo a preservacdo eficiente da silagem (Zhao et al.,
2019). Em diversas aplicagdes biotecnoldgicas relacionadas a alimentagdo, as BAL apresentam

relevancia devido a sua seguranga para a nutricdo humana e animal, diversidade metabolica e
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ampla adaptagdo ecologica, despertando interesse para novos usos, incluindo fermentagdo em
escala industrial (Okoye et al., 2022). As espécies de BAL utilizadas na producdo de silagens
pertencem aos géneros Enterococcus, Pediococcus, Lactococcus € Weissella, destacando-se,
entre os mais utilizados, os géneros Lactiplantibacillus e Lentilactobacillus (Ellis et al., 2016).

As bactérias do acido latico representam o grupo mais utilizado, sendo classificadas
conforme seu metabolismo fermentativo. As homofermentativas, como Lactiplantibacillus
plantarum e Lacticaseibacillus paracasei, sdo particularmente eficazes na rapida reducao do
pH, enquanto as heterofermentativas, incluindo Lentilactobacillus buchneri e
Lentilactobacillus farraginis, produzem acido acético que melhora a estabilidade aerdbia (Liu
etal.,2014; Tyrolova et al.,2017). Outras BAL como Pediococcus pentosaceus € Enterococcus
faecium sdo frequentemente combinadas em inoculantes comerciais por sua capacidade de
iniciar rapidamente a fermentagao (Carrizo ef al., 2021; Ning et al., 2017).

Além das BAL, outros microrganismos tém demonstrado potencial como inoculantes.
Bactérias produtoras de enzimas como Bacillus subtilis podem melhor a digestibilidade da fibra
(SU et al., 2024), enquanto Propionibacterium freudenreichii podem reduzir perdas proteicas
em silagens de leguminosas (Saizen et al., 2023). As bactérias fibroliticas, principalmente do
género Bacillus (B. subtilis, B. licheniformis e B. amyloliquefaciens), produzem um complexo
enzimatico que inclui celulases, xilanases e B-glucanases (Su et al., 2024). Estas enzimas
quebram as fibras da parede celular vegetal, aumentando a digestibilidade da forragem. Quando
combinadas com BAL, como Lactobacillus plantarum, podem melhorar tanto a fermentagao
quanto o valor nutricional da silagem (Su et al., 2024).

As bactérias acido laticas t€ém um papel central na rapida acidificagdo do meio ensilado,
resultando na produg¢do de acido latico e outros metabdlitos que preservam a forragem e inibem
microrganismos indesejaveis, como clostridios, leveduras e fungos. Esse processo mantém a

qualidade nutricional e reduz perdas durante o armazenamento e o uso da silagem.

2.2 Selecao de BAL para silagem

A selecao de BAL para a producdo de silagem pode melhorar a eficiéncia do processo
fermentativo e a qualidade do material conservado (Oliveira et al., 2017). A selecdo ocorre apos
o isolamento de cepas, seguido por triagem baseada na capacidade de produgdo de acidos
organicos, degradacdo de proteinas e taxa de crescimento em diferentes niveis de pH e

temperaturas, além de testes de desempenho (Okoye et al., 2023). Outros critérios para a
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escolha dos inoculantes incluem o habitat natural da planta, o rapido crescimento em biomassa
vegetal cortada ou picada, a resisténcia a bacteriofagos, a compatibilidade com coculturas, a
estabilidade genética, a tolerancia ao estresse e a inibi¢do de fungos e leveduras (Carvalho et
al.,2021; Kim et al., 2021). O ambiente de ensilagem e a capacidade das BAL de se adaptar e
metabolizar rapidamente os nutrientes disponiveis sdo fatores determinantes para a fermentac¢ao
eficiente da biomassa vegetal (Amaral ef al., 2020; Carvalho et al., 2021; Guan et al., 2020).

As cepas utilizadas como inoculantes em silagens, sdo isoladas principalmente de
silagens, gerando adaptagdo competitiva a microbiota local. O meio de cultivo mais usado para
o isolamento é o Man Rogosa Sharpe (MRS), que pode ser adaptado de acordo com o género
ou espécie de interesse (Carvalho et al., 2020). Apds o isolamento, as cepas sdo purificadas,
caracterizadas ¢ conservadas, geralmente a baixas temperaturas (-20 a -80°C) ou por meio do
processo de liofilizacdo (Carvalho et al., 2020). Algumas espécies especialmente dos géneros
Enterococcus e Streptococcus podem ser patogénicas, sendo necessario a realizagdo de testes
bioquimicos que indicam o potencial de patogenicidade como: produgdo de enterotoxinas,
atividade hemolitica, gelatinase e DNAse, além da avaliacdo da resisténcia a antibidticos
(Pereira et al., 2018).

Durante a etapa de triagem, diversas propriedades sdo avaliadas para selecionar as cepas
mais promissoras. Entre elas, destaca-se a capacidade de produzir metabolitos de interesse, cuja
presenca pode ser quantificada por técnicas como cromatografia liquida de alta eficiéncia,
cromatografia gasosa, entre outras metodologias analiticas. Também sdo analisadas a
velocidade de utilizagdo dos agucares disponiveis no substrato a ser ensilado e a rapidez na
acidificacdo do meio. A habilidade de consumir rapidamente os carboidratos da forragem e de
produzir compostos acidos, como o acido latico, € importante para reduzir perdas fermentativas.
(Carvalho et al., 2020). Outras caracteristicas como atividade proteolitica, producio de enzimas
ou a capacidade de modificar micotoxinas também podem ser consideradas para selecdo
especializada.

A capacidade das cepas de inibir micro-organismos indesejaveis, como leveduras,
fungos filamentosos e bactérias deteriorantes, ¢ avaliada por testes de antagonismo. A formagao
de halos de inibicao e a redugdo do crescimento radial de fungos sdo indicadores de eficacia
microbiana. Essa atividade pode ser atribuida a producdo de diversos compostos pelas BAL,
incluindo acido latico, 4acido acético, peroxido de hidrogénio, lactato peroxidase, lisozima, 1,2-

propanodiol e bacteriocinas ou substincias de efeito semelhante (Carvalho et al., 2020).
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Apos a selecdo laboratorial, as cepas sdo testadas em silos experimentais de pequeno
porte (denominados silos experimentais), visando avaliar a perda de matéria seca, perfil de
metabolitos (acidos e alcoois), pH, populagdo microbiana e estabilidade aerébia. As cepas com
melhor desempenho seguem para testes em silos de campo, que simulam condigdes reais de
campo. A avaliagdo criteriosa nessas duas etapas ¢ importante para validar a eficacia das

culturas selecionadas como inoculantes para aplicacao pratica na produgdo de silagens.

2.3 Metabolismo de BAL

As bactérias acido-laticas sdo microrganismos gram-positivos, ndo formadores de
esporos, com papel essencial na fermentacdo de carboidratos. Esses microrganismos utilizam
diferentes vias metabdlicas, como glicdlise (fermentag¢do de agticares), lipdlise (degradacdo de
lipidios) e proteolise (degradacdo de proteinas), para gerar metabdlitos benéficos, incluindo
acidos organicos, bacteriocinas e exopolissacarideos. Essas caracteristicas conferem as BAL
ampla aplicagdo na producao, melhoria e conservagdo de alimentos fermentados, incluindo
silagens (Bintsis, 2018).

As BAL podem ser classificadas em homofermentativas e heterofermentativas, sendo
ambas utilizadas na producdo de silagem. A identificagdo e selegdo dessas bactérias
consideram, principalmente, sua fun¢do metabolica na conversdo de carboidratos soliveis em
acidos orgéanicos (Okoye et al., 2023; Santos et al., 2013). O 4acido latico ¢ o principal
metabolito produzido por BAL homofermentativas, como Pediococcus pentosaceus,
promovendo a rapida redu¢do do pH e impedindo o crescimento de microrganismos
indesejaveis. Ja as BAL heterofermentativas, como Lentilactobacillus buchneri e
Lentilactobacillus hilgardi, produzem, além de acido latico, compostos como écido acético,
etanol e didxido de carbono, que melhoram a estabilidade aerobica da silagem (Peng ef al.,
2021). O acido acético, em particular, possui propriedades antimicrobianas que inibem fungos
e leveduras, prolongando a vida util da silagem apds a abertura do silo.

A capacidade de degradacgdo de lipideos e proteinas por BAL € restrita e variavel entre
espécies e cepas. A expressdo das enzimas relacionadas a esses processos nao ocorre em todas
as condi¢des, sendo modulada por fatores ambientais como pH, temperatura e disponibilidade
de substratos. Quanto a produgdo de bacteriocinas, apenas determinadas BAL possuem essa
capacidade e estdo associadas a fatores genéticos especificos. As bacteriocinas desempenham

um papel importante na melhoria da estabilidade microbiologica da silagem, atuando na
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inibicdo de microrganismos deteriorantes e patogénicos, como Listeria monocytogenes, 0 que
contribui para a seguranca e qualidade do alimento ensilado (Bintsis, 2018).

Durante a fermentagdo anaerdbia, ocorrem a producdo de diversos acidos organicos,
como acido latico, acético, formico, succinico e citrico (Wang et al., 2021). No processo de
ensilagem, as BAL metabolizam glicose como fonte de carboidratos, sintetizando piruvato por
meio da glicolise. Esse composto ¢ entdo convertido em acido latico pela agdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH), utilizando a via fosfocetolase (Kim et al., 2021). Além disso, a glicose-
6-fosfato ¢ transformada em didxido de carbono (CO-), ribulose-5-fosfato (Ru5SP) e NADPH
através da via das pentoses fosfato (PP). A LDH ¢ uma enzima essencial na conversao do
piruvato em 4cido latico, sendo sua estereoespecificidade um fator determinante no
metabolismo desse dcido (Wang ef al., 2021).

A produgao de acido latico pode ocorrer de duas formas: pelas BAL homofermentativas
que geram com exclusivamente esse composto, e as BAL heterofermentativas que produzem
também etanol, acético e outros compostos. Além disso, as bactérias do acido latico sintetizam
acetato, formato e succinato por diferentes vias metabolicas do citrato. No primeiro mecanismo,
as enzimas fumarase, fumarato redutase e malato desidrogenase convertem citrato em succinato
pela reducdo do oxaloacetato. No segundo, o piruvato ¢ transformado em lactato, acetato,
formato e etanol (Nuryana et al., 2019). Em algumas cepas com atividade reduzida da enzima
acetaldeido desidrogenase, a conversdo de acetaldeido em etanol ¢ limitada, favorecendo a
formag¢do de acido acético. Esta alteracdo resulta em menor producdo de etanol e,
consequentemente, em reducdo da perda de MS durante a fermentacao.

Embora pesquisas anteriores tenham abordado os efeitos sinérgicos das BAL na
producao desses acidos organicos, hd informagdes limitadas sobre suas interacdes metabdlicas

durante o processo de ensilagem (Jiang et al., 2020).

2.4 Atuacio das bactérias acido-laticas durante a producio de silagem

As BAL sdo adicionadas para interromper o desenvolvimento de microrganismos
deteriorantes, reduzir o pH da silagem e aumentar a recuperacdo de matéria seca (Ren ef al.,
2021). As principais alteragdes bioquimicas necessarias para a fermentacao eficaz da silagem
por inoculantes de BAL incluem a remocdao de oxigénio, a fermentacdo, a concentragao

adequada de carboidratos soluveis (CHO), a redug¢do do pH, a diminui¢do da capacidade
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tampao, o murchamento, a manutencdo de temperatura adequada e a remocao oportuna da
silagem para alimentagdo (Okoye et al., 2023).

O estagio aerdbico tem inicio durante a colheita e se estende até o esgotamento do
oxigénio, o que ocorre logo apos a ensilagem. Durante essa fase, os agucares presentes na
biomassa recém-picada sdo degradados em acido latico, dioxido de carbono, dgua e calor pelas
BAL e também sdo utilizados por microrganismos aerdbicos, como leveduras, fungos e
bactérias, presentes na superficie da forragem. Esses microrganismos promovem intensa
atividade respiratoria, o que pode comprometer futuramente a estabilidade da silagem. O
crescimento excessivo de leveduras e fungos aumenta a suscetibilidade ao aquecimento e a
deterioragdo. Dessa forma, o processamento adequado da silagem, incluindo a inoculagdo com
BAL, minimiza a atividade de microrganismos patogénicos (Pretz, 2020). Além disso, o uso de
inoculantes combinados reduz a atividade de leveduras, fungos e bactérias aerdbicas, que
consomem o acido latico produzido por BAL homofermentativas (Muck et al., 2018; Nazar et
al., 2020).

No estdgio de fermentagcdo anaerdbica, ocorre a sucessdo de diferentes bactérias que
fermentam os aclcares vegetais. Esse processo acontece naturalmente em ambientes
anaerdbicos, mas sua eficiéncia na reducao do pH depende da quantidade e das espécies de
BAL presentes na forragem, o que pode levar a inibir a agdo de microrganismos indesejaveis
(L1 et al., 2018). Durante esse estagio, as BAL protegem a forragem ao produzir acidos
organicos benéficos e agentes antifingicos, como bacteriocinas (Santos et al., 2013). Além
disso, as BAL homofermentativas apresentam maior capacidade de redug¢do do pH, pois
produzem exclusivamente acido latico, enquanto as heterofermentativas produzem acido
acético, que reduz o pH de forma mais lenta (Oliveira et al., 2019; Schmidt; Kung, 2010).

Apoés a atividade intensa das BAL e redugdo no pH, a silagem entra na fase de
estabilidade. Desde que o silo permanega adequadamente vedado, a atividade biologica ocorre
em niveis minimos (Borreani et al., 2018). Silagens inoculadas com BAL mantém o pH estavel
nesse periodo, criando um ambiente acido que limita a proliferacio de microrganismos
indesejaveis. Espécies como Clostridium e Bacillus podem permanecer como esporos enquanto
o silo se mantém fechado (Li; Nishino, 2011). Estudos indicam que as BAL contribuem para a
manuten¢do do pH reduzido da silagem, além de favorecerem a produgdo de acidos organicos
e metabolitos benéficos, o que resulta em menor atividade patogénica (Bai ef al., 2021; Kim et

al.,2021; Nazar et al., 2020; Zhao et al., 2021).
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A silagem deve ser utilizada rapidamente ap6s a abertura do silo para evitar degradacao
aerdbica. Com a exposicdo ao oxigénio, as leveduras metabolizam os &4cidos organicos
produzidos durante a fermentacdo, elevando o pH e reativando a atividade aerdbica, o que
acelera a deterioracgdo da silagem (Han et al., 2014; Reiber et al., 2010). A estabilidade aerdbica
das silagens durante a fase de desabastecimento do silo, depende dos acidos organicos e
metabolitos produzidos pelas BAL durante a fermentacao. Certos acidos, como butirico, acético
e propidnico, apresentam maior toxicidade para leveduras e fungos do que o acido latico

(Borreani et al., 2018).

2.5 Co-cultura de inoculantes para silagens

A intera¢do entre os microrganismos presentes no inoculante pode influenciar a
eficiéncia da fermentagdo e a qualidade final da silagem. Pesquisas recentes indicam que a
combina¢do de BAL homofermentativas e heterofermentativas em inoculantes pode unir as
vantagens de ambos os grupos. As homofermentativas garantem uma rapida acidificacao,
enquanto as heterofermentativas promovem maior estabilidade aerdbica ao produzir acido
acético em concentragdes moderadas. Essa abordagem ¢ especialmente util em cenarios onde a
estabilidade aerobica e a conservagdo da qualidade da silagem sao desafiadoras (Okoye et al.,
2023).

As homofermentativas, como Lactiplantibacillus plantarum e Pediococcus
pentosaceus, produzem principalmente acido latico, promovendo uma rapida redugdo do pH e
melhor conservacdo dos nutrientes (Kim et al., 2021). Ja as heterofermentativas, como
Lentilactobacillus buchneri, produzem acido acético e outros compostos antimicrobianos,
contribuindo para a estabilidade aerdbica da silagem (Muck et al., 2018).

Santos et al. (2019) isolou recentemente a cepa L.farraginis em silagem de milho planta
inteira produzidas no estado de Minas Gerais. Dentre 88 cepas de bactérias acido-laticas
isoladas e caracterizadas metabodlica e genotipicamente (Santos et al., 2019), 53 foram pré-
selecionadas com base em sua elevada producdo de acido latico e acético, além de baixa
producdo de etanol (Costa et al., 2021). Trés dessas cepas pertencentes a espécie L. farraginis
(CCMA 1362, CCMA 1363 e CCMA 1364) destacaram-se por promoverem menor perda de
MS, maior estabilidade aerobia, boa produgdo de acidos e reducao do pH, além de menor
contagem de leveduras. A cepa CCMA 1362 (L. farraginis) demonstrou eficacia na redugao

das perdas de MS e na redugdo do desenvolvimento de leveduras durante o processo de
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ensilagem. Com base nesses resultados, essas cepas foram posteriormente avaliadas em silagens
de capim-elefante cultivar Capiagu. Nesse substrato, as cepas CCMA 1363 e CCMA 1364 (L.
farraginis) apresentaram baixa perda de MS e alta estabilidade aerdbia (Amaral, 2020). Estes
resultados evidenciam o potencial de cepas de L. farraginis na melhoria das caracteristicas
fermentativas e estabilidade aerdbia de silagens. No entanto, observa-se variagdo na eficiéncia
entre cepas em funcdo do substrato fermentado, ressaltando a importancia da selecdo de
linhagens especificas para cada tipo de forragem.

A associacao entre homofermentativas e heterofermentativas potencializa os beneficios
de cada grupo. Inoculantes contendo L. plantarum e L. buchneri resultam em fermentagcdo mais
eficiente, com maior produgdo de acido latico no inicio do processo e aumento do teor de acido
acético apds armazenamento prolongado, favorecendo a estabilidade aerdbica (Okoye ef al.,
2023). Além disso, a inclusao de enzimas nos inoculantes tem sido explorada para aumentar a
disponibilidade de agucares fermentaveis e melhorar a digestibilidade da fibra (Muck et al.,
2018). Inoculantes com L. buchneri demonstraram que além da melhoria na estabilidade
aerdbica, pode reduzir significativamente a contagem de leveduras e aumentar a concentragao
de 1,2-propanodiol, composto associado a inibi¢do de microrganismos deteriorantes (Huang et
al.,2021).

A interagdo entre os microrganismos presentes nos inoculantes exerce um papel
importante na condugdo da fermentagdo em silagens. A selecdo criteriosa baseada em critérios
técnicos e a aplicacdo adequada dessas culturas microbianas sdo fatores importantes para a
obtencado de resultados positivos, como a reducao das perdas de MS, o aumento na produ¢ao de
metabolitos microbianos desejaveis, a inibi¢ao de microrganismos indesejaveis e a melhoria da
qualidade microbiologica e do valor nutricional da silagem. Para que o inoculante atue de forma
eficiente, ¢ necessario considerar as caracteristicas especificas do substrato a ser ensilado, assim
como as condi¢des ambientais predominantes no processo de ensilagem. Diante disso, futuras
investigacdes devem explorar com maior profundidade as interagdes entre diferentes cepas de
bactérias 4cido-laticas e outros microrganismos benéficos, com o objetivo de desenvolver

inoculantes mais eficazes e adaptaveis a uma ampla variedade de condigdes.
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Resumo: As bactérias do 4cido latico (BAL) sdo os principais microrganismos inoculados em
silagens para melhorar o processo fermentativo e aumentar a estabilidade aerobia. A selegao de
cepas epifiticas tem se mostrado uma técnica promissora para o desenvolvimento de novos
inoculantes. O presente estudo avaliou o efeito de diferentes inoculantes microbianos na
composicdo quimica, microbiologica e estabilidade aerdbia da silagem de milho de planta
inteira. Foram testados cinco inoculantes: controle (sem inoculante), dois inoculantes
comerciais (IC1 - 8 log UFC/g e IC2 - 8 log UFC/g), cepa Lentilactobacillus farraginis (LF)
10 log UFC/g e combinagao de IC1 com LF (IC1+LF) 9 log UFC/g e dois tempos de estocagem
(14 e 60 dias). Aos 14 e 60 dias de estocagem os resultados indicaram que o pH nao diferiu
significativamente entre os tratamentos (média de 3,78), mantendo-se dentro do esperado para
conservacado de silagens. Os tratamentos LF e IC1+LF apresentaram menores perdas de matéria
seca e reducao da fibra em detergente neutro (FDN) ao longo do tempo. A populacdo de
bactérias acido-laticas foi superior nestes mesmos tratamentos contendo a cepa epifitica apos
60 dias, enquanto as leveduras mostraram reducao significativa. Os tratamentos LF e IC1+LF
apresentaram maior produgao de acido acético e 1,2-propanodiol, compostos que demonstraram
relagdo com o aumento da estabilidade aerobia (atingindo 168 horas no tratamento IC1+LF) e
com a reducdo da temperatura maxima durante o periodo de exposi¢ao ao oxigénio. Conclui-se
que a combinagdo do inoculante comercial com L. farraginis (IC1+LF) foi a mais eficaz na
melhoria da qualidade fermentativa e estabilidade aerébia da silagem, destacando-se pela
producao de metabdlitos inibidores de microrganismos indesejaveis e pela preservagao dos
nutrientes. Esses resultados reforcam o potencial de cepas heterofermentativas, como L.
farraginis, no desenvolvimento de inoculantes para ensilagem.

1 Artigo cientifico apresentado a Universidade Federal de Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduacdo em Microbiologia Agricola, area de concentracdo em Microbiologia
Agricola.
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Palavras-chave: bactérias homofermentativas; estabilidade aerdbica; acido latico.

Abstract: Lactic acid bacteria (LAB) are the main microorganisms inoculated into silages to
improve the fermentation process and increase aerobic stability. The selection of epiphytic
strains has proven to be a promising technique for developing new inoculants. This study
evaluated the effect of different microbial inoculants on the chemical and microbiological
composition, and aerobic stability of whole-plant corn silage. Five inoculants were tested:
control (no inoculant), two commercial inoculants (IC1 - 8 log CFU/g and IC2 - 8 log CFU/g),
Lentilactobacillus farraginis (LF) strain (10 log CFU/g), and a combination of IC1 with LF
(IC1+LF) (9 log CFU/g). Two storage periods (14 and 60 days) were used. At 14 and 60 days
of storage, the results indicated that the pH did not differ significantly between treatments
(average of 3.78), remaining within the expected range for silage conservation. The LF and
IC1+LF treatments showed lower dry matter losses and a reduction in neutral detergent fiber
(NDF) over time. The lactic acid bacteria population was higher in these same treatments
containing the epiphytic strain after 60 days, while yeast showed a significant reduction. The
LF and IC1+LF treatments showed greater production of acetic acid and 1,2-propanediol,
compounds that demonstrated a relationship with increased aerobic stability (reaching 168
hours in the IC1+LF treatment) and with a reduction in maximum temperature during the
oxygen exposure period. It is concluded that the combination of the commercial inoculant with
L. farraginis (IC1+LF) was the most effective in improving the fermentation quality and
aerobic stability of the silage, notably producing metabolites that inhibit undesirable
microorganisms and preserving nutrients. These results reinforce the potential of
heterofermentative strains, such as L. farraginis, in the development of silage inoculants.

Keywords: homofermentative bacteria; aerobic stability; lactic acid.

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de inoculantes de novas geragdes podem trazer beneficios mesmo
para silagens geralmente bem preservadas como a silagem de milho planta inteira que
apresentam problemas de deterioracdo apos abertura. Durante a fermentagdo, as BAL
metabolizam os carboidratos soliveis presentes na forragem, como glicose, frutose e sacarose,
convertendo-os em acidos organicos por meio de diferentes vias metabdlicas, sendo as
principais a via glicolitica (Embden-Meyerhof-Parnas) e a via das pentoses fosfato (Kim et al.,
2021). As BAL homofermentativas obrigatorias utilizam predominantemente a via glicolitica,
na qual uma molécula de glicose ¢ convertida em duas moléculas de acido latico, com
rendimento energético de 2 mol de ATP por mol de glicose. Essa fermentagao eficiente ¢ tipica
de espécies como Lactiplantibacillus plantarum e Pediococcus acidilactici, que promovem
uma rapida acidificacdo da silagem, inibindo o crescimento de microrganismos indesejaveis

(Lahtinen et al., 2012).
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Ja as BAL heterofermentativas obrigatorias, como Lentilactobacillus buchneri e
Lentilactobacillus farraginis, utilizam a via das pentoses fosfato, resultando em acido latico,
acido acético (ou etanol) e dioxido de carbono. Essa via gera apenas 1 mol de ATP por mol de
glicose, mas os produtos metabdlicos possuem efeito antimicrobiano, especialmente contra
leveduras e fungos, favorecendo a estabilidade aerdbia da silagem (Lahtinen et al., 2012).
Algumas espécies heterofermentativas utilizam o 4cido latico, convertendo-o em acido acético
e 1,2-propanodiol, sendo eles associado a maior resisténcia da silagem a deterioracao durante
o periodo de exposi¢do ao oxigénio (Okoye et al., 2023).

Cepas epifiticas de bactérias laticas tém se mostrado como inoculantes promissores para
a melhoria da qualidade da silagem, apresentando vantagens significativas em relagdo as BAL
exdgenas. Diferentes isolados de Lentilactobacillus farraginis foram isolados de silagem de
planta inteira de milho em Minas Gerais (Santos et al., 2019; Costa et al., 2021). Trés cepas de
L. farraginis (CCMA 1362, 1363 e 1364) destacaram-se por reduzir perdas de MS, aumentar a
estabilidade aerobia e reduzir a populagdo de leveduras. Essas cepas foram posteriormente
avaliadas em silagens de capim-elefante. Nesse substrato, as cepas CCMA 1363 e CCMA 1364
(L. farraginis) apresentaram baixa perda de MS e alta estabilidade aerobia (Amaral et al., 2020).
Esses resultados demonstram o potencial de L. farraginis para melhorar a fermentacdo e
estabilidade aerobia, embora sua eficiéncia varie conforme o substrato, refor¢cando a
necessidade de selecdo de linhagens especificas.

A combina¢do de cepas homo e heterofermentativas em inoculantes tem sido
investigada como estratégia para unir os beneficios de ambos os grupos: acidificacdo rapida e
maior resisténcia a deterioracdo aerdbia (Muck ef al., 2018). Arriola ef al. (2011) avaliaram
diferentes combinacdes bacterianas, constatando que a associagdo entre Pediococcus
pentosaceus (homofermentativo) e Lentilactobacillus buchneri (heterofermentativo) resultou
em maior concentragdo de acido latico, acido acético e menor pH, indicando uma fermentagao
eficiente. No mesmo trabalho, analisado isoladamente L. buchneri se mostrou mais eficaz na
redugdo de perdas de matéria seca. Zhang et al. (2021) verificaram melhoria significativa na
estabilidade aerébia quando L. buchneri (heterofermentativo) foi combinado com cepas
homofermentativas (L. plantarum e P. pentosaceus) em silagem de milho. Assim, ambos os
estudos sugerem que a combinacdo estratégica de cepas homo e heterofermentativas pode
contribuir para a otimizacao do processo. Diante disso, este projeto teve como objetivo avaliar
o efeito de uma cepa epifitica de Lentilactobacillus farraginis, aplicada isoladamente ou em

combina¢do com inoculantes comerciais compostos por diferentes espécies de bactérias acido-
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laticas (BAL), sobre os pardmetros fermentativos e a estabilidade aerobia da silagem de planta

inteira de milho.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Ensilagem e amostragem

O experimento foi realizado no Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). A forragem foi colhida e picada utilizando uma colhedora de forragens
acoplada (JF maquinas — modelo JF 120C). A forragem foi ensilada em silos experimentais
com capacidade de 5L, sendo compactada manualmente até atingir uma densidade média de
590,1kg/m? £+ 9,4. Os silos foram fechados, pesados, mantidos em temperatura ambiente e
protegidos de luz solar e chuvas.

Foram testados cinco inoculantes: controle (CTR) — sem inoculante; inoculante
comercial 1 (IC1) composto por Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus,
Lentilactobacillus buchneri, Latilactobacillus curvatus, Lactiplantibacillus plantarum,
Lactococcus lactis, Pediococcis acidilactici, Propionibacterium acidipropionici € enzima
celulolitica 5% (taxa de inoculacdo de 8 log UFC/g); inoculante comercial 2 (IC2) (8 log
UFC/g); cepa epifitica Lentilactobacillus farraginis (LF), cultivada em laboratorio de acordo
com a metodologia descrita por Avila ez al. (2009) (-10 log UFC/g) e a combinagio do IC1 com
LF (IC1 + LF) (9 log UFC/g). A populacdo da cepa L. farraginis foi mensurada pelo método
de plaqueamento em gotas antes da aplicacao na forragem.

Apo6s cada periodo de estocagem (14 e 60 dias) os silos foram novamente pesados para
avaliagdo de perda de matéria seca (MS) e abertos. Amostras foram coletadas para analises

quimicas, quantificagdo microbiana e estabilidade aerdbica.

2.2 Quantificacio de microrganismos

Um extrato foi preparado misturando 30g de amostra com 270ml de dgua peptonada
(0,01% estéril) e homogeneizado em agitador orbital (shaker 120 RPM) durante 20 minutos.
Dilui¢des decimais (107! — 10) foram preparadas para quantificar os grupos microbianos em

diferentes meios especificos usando a técnica de plaqueamento em superficie, sendo o
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plaqueamento realizado em duplicata. A populagdo de leveduras e fungos filamentosos foram
avaliados em meio DRBC Agar (Difco; Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA).

As placas foram incubadas a 28°C por 72 horas para leveduras e 168 horas para fungos
filamentosos. As leveduras foram diferenciadas dos fungos filamentosos pela aparéncia das
coldnias. Para avaliagdo da populagcdo de BAL foi utilizado meio MRS Agar (M6411, Himedia),
com incubagio a 37°C por 48 horas. Foi utilizado o meio Agar EMB para quantificagdo de
enterobactérias, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Para a avaliacao da populacao
de bactérias aerdbias formadoras de esporos o extrato foi pasteurizado a 80°C por 15 minutos e
espalhado em placas com meio Agar Nutriente e posteriormente incubadas a 37°C durante 72
horas. Apos o tempo de incubacdo foi realizado a quantificagdo de microrganismos e

considerada a diluicdo em que a contagem estava entre 30 e 300 colonias.

2.3 Analises quimicas

As amostras destinadas as andalises quimicas foram coletadas antes do processo de
ensilagem e ap0s a abertura dos silos, em cada periodo de armazenamento. Para a determinagao
dos teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB) e fibra em detergente neutro (FDN), as
amostras foram submetidas a secagem em estufa de ventilacao forgada a 55°C por um periodo
de 72 horas. Posteriormente, as amostras foram moidas em moinho tipo Willey, utilizando
peneira com abertura de malha de 1 mm. A corre¢do da MS foi realizada em estufa a 105°C por
24 horas. A quantificacdo da PB foi efetuada em um autoanalisador de nitrogénio LECO®
modelo FP828 (LECO Corporation, Michigan, EUA). A concentragdo de FDN foi avaliada
utilizando amilase termoestavel de acordo com Senger et al. (2008).

Para avaliagcdo do pH, nitrogénio amoniacal (N-amoniacal), carboidratos soliiveis em
agua (CSA) e concentragdo de acidos organicos e alcoois, foi preparado um extrato aquoso
utilizando 30 g da amostra homogeneizados em 270 mL de dgua deionizada (agitador orbital;
120 RPM; 20min). A determinagdo do pH foi realizada por meio de leitura em potencidmetro
(HI 2221, Hanna Instruments). A concentracdo de N-amoniacal foi quantificada por meio da
reacdo de indofenol catalisada, sendo as amostras comparadas com uma curva padrao de cloreto
de amonia para a quantificacao (Chaney; Marbach, 1962). A determinagdo de CSA foi realizada
com a reagao de fenol-acido sulfurico, seguida de leitura em espectrofotometro, sendo as
amostras comparadas com uma curva padrdo de glicose para quantificagdo (Dubois et al.,

1956).
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As concentracgdes dos acidos latico, acético, propionico e butirico, bem como dos alcoois
1,2-propanodiol e etanol, foram quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). As analises foram realizadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu
equipado com bomba quaternaria modelo LC-20AT, detector de arranjo de diodos (DAD)
modelo SPDM-20A, desgaseificador modelo DGU-20A5, interface modelo CBM-20A e injetor
automatico com amostrador automatico modelo SIL-20A. As separagdes foram realizadas
utilizando uma coluna Supelcogel 8H 300mm x 7,8mm (cat. 59246-U) e pré-coluna Supelcogel
8H 10mm x 7,8mm.

A eluicao foi realizada em sistema isocratico, utilizando solu¢do tampao H2SO4 0,005
mol/L como fase mével. O fluxo foi de 0,6mL/min, com temperatura de 50° C para analises de
acidos e de 0,5 mL/min, com a temperatura de 30°C para alcoois. O volume injetado de amostras
e padrdo foi de 20 pL, e os acidos foram analisados em 210 nm e os alcoois no detector de
indice de refragdo. Os compostos foram identificados comparando o tempo de retengdo das

amostras com os padrdes. A quantificagdo foi feita utilizando padronizagdo externa.

2.4 Analise de estabilidade aerobia

A estabilidade aerobia (EA) foi avaliada a partir de amostras de 2 kg de silagem, que
foram colocadas em baldes plastico, sem compactacdo. Para evitar contaminacao das amostras,
duas camadas de gaze foram colocadas sobre as silagens, que foram mantidas expostas ao ar
durante 168 horas (7 dias), em temperatura ambiente. A temperatura, tanto da sala quanto das
silagens, foi registrada a cada 30 minutos por meio de sensores data-loggers (Modelo RC5+
Elitech, RS, Brasill), sendo 1 para cada amostra e 2 para monitorar o ambiente. A estabilidade
aerdbia foi definida como o tempo total, em horas, em que a silagem permaneceu estavel antes

de atingir uma temperatura de 2°C acima da temperatura ambiente (Moran ef al., 1996).

2.5 Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado — DIC. Os
tratamentos foram dispostos em arranjo fatorial de 5 inoculantes (IC1, IC2, LF, IC1 + LF e
controle) e 2 tempos de estocagem (14 e 60 dias) com quatro repeti¢des, totalizando 40 silos
experimentais. Os dados foram submetidos a analise de varidncia através do pacote

computacional Sistema de Analise de Variancia para Dados Balanceados (SISVAR®)
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(Ferreira, 2008). O modelo utilizado foi Yijk= p + Ti + Ej+ ( T x E )ij + €ijk, onde, p é a média
geral; Ti é o efeito do inoculante; Ej € o efeito do tempo de estocagem; (TXE) ¢ o efeito da
interacdo entre o inoculante e tempo de estocagem; &ijk € o erro experimental. As médias foram
comparadas usando o teste de Scott Knot ao nivel de 5% de probabilidade em caso de
significancia no teste F. Os dados da avaliagdo de estabilidade aerdbia foram analisados em

cada tempo de estocagem. O modelo utilizado continha somente efeito dos inoculantes.
3 RESULTADOS

A forragem de milho utilizada para ensilagem apresentou pH de 6,36, com 29,21% de
MS, teor de FDN de 53,36% e PB de 6,87%. A concentragao de CSA foi de 4,80%, e o teor de
N-NHs foi de 2,01%PB. As populacdes de BAL, FF, leveduras, enterobactérias e esporos de

BAFE foram respectivamente 7,31; 5,67; 6,21 6,03 ¢ 4,91 log UFC/g (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracterizagdo da forragem antes do processo de ensilagem

Variavel Média DP
Ph 6,36 0,09
Matéria Seca (%) 29,21 -
Fibra em Detergente Neutro (%MS) 53,36 4,59
Proteina Bruta (%MS) 6,87 0,42
CSA* (%MS) 4,80 1,23
N-NH3 (%PB) 2,01 0,23
Populacdo de microrganismos (log UFC/g)
Bactérias do Acido Latico 7,31 0,23
Bactérias Aerobias Formadoras de Esporos 491 0,25
Leveduras 6,21 0,18
Fungos Filamentosos 5,67 0,20
Enterobactérias 6,03 0,64

*CSA= Carboidrato soltivel em agua; N-NH3= Nitrogénio Amoniacal.
Fonte: Elaboragéo propria.

Nao houve efeito (P>0,05) de nenhum dos fatores avaliados sobre os valores de pH,
com média de 3,78 (Tabela 2). O teor de MS nao foi alterado pelos inoculantes P = 0,38 (Tabela
2), mas diferiu entre os tempos de estocagem (P = 0,01), com maior teor aos 14 dias (28,85%)
em relacdo aos 60 dias (28,49%). A perda de MS também nao foi alterada pelos inoculantes (P
=0,64), mas foi significativamente (P < 0,01) menor apos 14 dias (2,05%) em comparag@o aos

60 dias (3,29%).
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Houve efeito da interagdo entre inoculante e periodo de estocagem sobre a concentragao
de FDN nas silagens (P <0,05). Com 14 dias de estocagem, as silagens inoculadas com IC1,
IC2 e LF apresentaram as maiores concentragdes de FDN, aos 60 dias, a FDN nao diferiu entre
os tratamentos. Em IC1 e IC2, houve redu¢ao da FDN com maior tempo de estocagem (Figura
1). Nao houve efeito dos inoculantes (P = 0,93) sobre a concentragdo de PB na silagem, porém
foi observada uma reducao de 6,98% para 6,59% de 14 para 60 dias de estocagem (P <0,01).
Nao houve efeito dos tratamentos avaliados sobre a concentracao de CSA nas silagens (Tabela
2).

A concentracdo de N-NH: foi significativamente influenciada pela interagdo entre
inoculante ¢ tempo de estocagem (P < 0,01) (Figura 2). Aos 14 dias de estocagem, os
tratamentos CTR, IC1 e IC2 apresentaram as menores concentragdes de N-NH3; (média
2,03%PB). Enquanto os tratamentos com LF sozinho ou combinado com IC1, apresentaram as
maiores concentragdes de N-NH3 (média 5,50%PB). Apos 60 dias de estocagem, observou-se
aumento na concentracdo de N-NH3 em todas as silagens, sem diferencgas significativas entre

os inoculantes, com média de 7,04% da proteina bruta.
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Tabela 2 - Parametros fermentativos e composi¢cdo quimica e microbioldgica da silagem de planta inteira de milho tratado com diferentes

inoculantes.
Variavel Inoculante Estocagem Valor p
v CTR IC1 1C2 LF ICI+LF 14 60 EMP I E IXE
p.-H 373 A 3]70A 3,71 A 4.04 A 3,71 A 3,72 a 3,84 a 0,17 0,55 0,43 0,37

Matéria Seca (%) ~ 28.65A 2847A 2859A 2879A  2886A 2885a 2849b 015 038 001 046
0
Perda MS (% do 277A  3.07TA  299A  230A  221A  205b  329a 050 064 <00l 054

inicial)

?;Oﬁlsr;a Bruta 676 A 670A 688A  680A 678A  698a 659b 0,14 093 <001 0,74
0

CSA (%MS) 485A 400A 430A 3.69A 410 A  433a  405a 043 042 047 0,60

BAFE (UFC/g) 448B 511A 426B  430B 4,19 B 430b  4.63a 0,113 <001 0,01 0,06

Leveduras (UFC/g) 409B 4,61 A 4,99 A 3,51B 4,17 B 5,04 a 3,52b 0,22 <0,01 <0,01 0,06
Acido Propidnico
(%MS)

L. R 0
ﬁ‘g;l"lsovalemo% 083A 076A 063B 074A  061B  08a 06lb 005 001 <001 037

Etanol (%MS) 049A 040B 0,57 A 0,34 B 0,27 B 0,41 a 0,41 a 0,05 <0,01 0,96 0,31

0,7A 0,63B 0,59 B 0,56 B 0,55B 0,60 a 0,63 a 0,03 <0,01 0,32 0,84

CRT - controle, IC1 — Inoculante comercial 1, IC2 — Inoculante comercial 2, LF — Lentilactobacillus farraginis, IC1+LF — Combinacao do inoculante comercial
1 e Lentilactobacillus farraginis) apos 14 e 60 dias de estocagem. EMP= Erro padrdo da média; I= Inoculante; E= Estocagem; IXE= Interac¢do de Inoculante e
Estocagem. Letras maiusculas indicam comparagoes entre os tratamentos (CRT — controle, IC1 — Inoculante comercial 1, IC2 — Inoculante comercial 2, LF —
Lentilactobacillus farraginis, IC1+LF — Combinag@o do inoculante comercial 1 e Lentilactobacillus farraginis) dentro de cada tempo de estocagem, enquanto
letras minasculas representam comparagdes entre os tempos de estocagem (14 e 60 dias) dentro de cada tratamento. O teste Scott-Knott foi usado para
comparagdo de médias, com nivel de significancia de p (<0,05).

Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 1 — Concentracdo de fibra em Detergente Neutro - FDN em silagens de planta inteira de
milho apos 14 e 60 dias de estocagem com diferentes inoculantes.
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CRT - controle, IC1 — Inoculante comercial 1, IC2 — Inoculante comercial 2, LF — Lentilactobacillus
farraginis, IC1+LF — Combinagdo do inoculante comercial 1 e Lentilactobacillus farraginis). As letras
maitsculas indicam comparagdes entre os tratamentos dentro de cada tempo de estocagem (E: p 0,70),
enquanto letras mindsculas representam comparagdes entre os tempos de estocagem dentro de cada
inoculante (I: p <0,01). IxE (Interacdo de inoculante e estocagem): p <0,05. O teste Scott-Knott foi
usado para comparagdo de médias, com nivel de significancia de p (<0,05). EMP:1,37

Fonte: Elaboragao propria.

Figura 2 - Concentragdo de nitrogénio amoniacal (N-NH3) na silagem de milho de planta inteira
apos 14 e 60 dias de estocagem com diferentes inoculantes.
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CRT - controle, IC1 — Inoculante comercial 1, IC2 — Inoculante comercial 2, LF — Lentilactobacillus
farraginis, IC1+LF — Combinagdo do inoculante comercial 1 e Lentilactobacillus farraginis. Letras
maitsculas indicam comparagdes entre os tratamentos dentro de cada tempo de estocagem (E: p <0,01),
enquanto letras minusculas representam comparagdes entre os tempos de estocagem dentro de cada
inoculantes (I: p <0,01). IXE (Interagcdo do inoculante e estocagem): p<0,01. Para comparagido das
médias foi realizado o teste Scott-Knott com nivel de significancia de p (<0,05). EMP=0,45.

Fonte: Elaboragao propria.
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A populacido de BAFE foi maior na silagem inoculada com IC1 (5,11 log UFC/g) em
relacdo a todos os outros tratamentos, com aumento para todos os tratamentos dos 14 (4,30 log
UFC/g) aos 60 dias de estocagem (4,63 log UFC/g) (Tabela 2). A maior populacao de leveduras
foi observada nas silagens inoculadas com IC1 (4,61 log UFC/g) e IC2 (4,99 log UFC/g)
(Tabela 2), independente do tempo de estocagem. A populagdo desse grupo de microrganismos
reduziu ao longo do tempo (P < 0,01), em média de 5,04 para 3,52 log UFC/g. Houve interacao
entre inoculante e tempo de estocagem sobre a populacao de BAL (P <0,01).

Aos 14 dias de estocagem, ndo houve diferenca entre a populacdo de BAL entre as
silagens. Aos 60 dias a maior populagdo desse grupo de bactérias foi observado nos tratamentos
em que foi utilizado LF sozinho ou combinado, seguido dos tratamentos IC1 e IC2 e pelo CTR,
com menor populacao (Figura 3). A populag@o de fungos filamentosos e enterobactérias aos 14
e 60 dias de estocagem ficou abaixo do minimo detectdvel (2 log UFC/g) em todos os

tratamentos.

Figura 3 - Interacdo entre inoculantes e tempo de estocagem sobre a populacdo de BAL na
silagem de milho apds 14 e 60 dias de Fermentagao.
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Letras maiusculas indicam comparagdes entre os inoculantes (CRT — controle, IC1 — Inoculante
comercial 1, IC2 — Inoculante comercial 2, LF — Lentilactobacillus farraginis, IC1+LF — Combinagdo
do inoculante comercial 1 e Lentilactobacillus farraginis). Letras mintsculas indicam comparagdes
entre os tempos de estocagem (14 e 60 dias). O teste Scott-Knott foi usado para comparacao de médias,
com nivel de significancia de p (<0,05). Inoculante (I): p <0,01. Estocagem (E): p <0,01. IXE (Interagdo
de inoculante e estocagem): p <0,01. EPM=0,17.

Fonte: Elaboracao prépria.

A concentracao de acido latico na silagem também foi influenciada pela interagao entre

inoculante e tempo de estocagem (P < 0,01). Aos 14 dias a silagem CTR teve maior teor de
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acido latico, seguida pela silagem IC1 e por ultimo pelas silagens IC2, LF e IC1+LF, cujos
valores foram semelhantes entre eles. Aos 60 dias, o efeito dos inoculantes foram diferentes,
com maior valor para CTR, seguido por IC1, IC2 e LF e por ultimo por LF+IC1 (Figura 4).
Foi observada reducao na concentragao de acido latico nas silagens de 14 para 60 dias
em todos tratamentos. Apds 60 dias de estocagem a maior concentracdo de acido latico foi

observada no tratamento IC1 (média 8,40).

Figura 4 - Concentragdo de acido latico em silagens de planta inteira de milho apos 14 e 60 dias
de estocagem com diferentes inoculantes.
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CRT - controle, IC1 — Inoculante comercial 1, IC2 — Inoculante comercial 2, LF — Lentilactobacillus
farraginis, IC1+LF — Combinagdo do inoculante comercial 1 e Lentilactobacillus farraginis). As letras
maitsculas indicam comparagdes entre os tratamentos dentro de cada tempo de estocagem (E: p 0,01),
enquanto letras minusculas representam comparacdes entre os tempos de estocagem dentro de cada
inoculante (I: p <0,01). IXE (Interag@o de inoculante e estocagem): p <0,01. O teste Scott-Knott foi
usado para comparagdo de médias, com nivel de significancia de p (<0,05). EMP=0,36.

Fonte: Elaboragéo propria.

Houve interagdo entre inoculante e tempo de estocagem sobre as concentragdes de acido
acético (Figura 5). Aos 14 dias, os maiores valores desse acido foram observados na silagem
CTR (1,89% MS) com valores semelhantes para as outras silagens. Com 60 dias, as silagens
LF e IC1+LF apresentaram valores semelhantes e superiores as outras silagens (1,47 ¢ 1,61%
MS respectivamente). O acido propionico foi alterado pelos inoculantes (P <0,01), com maior
concentragdo no CTR (0,75%) que os demais tratamentos (Tabela 2).

A concentragdo de acido succinico variou entre as silagens, com interacao significativa
entre inoculante e tempo de estocagem (P < 0,01) (Figura 6). Apos 14 dias de estocagem a
silagem inoculada com IC2 apresentou maior concentracdo de acido succinico (0,49%MS),

seguida pelos tratamentos LF e pelos outros tratamentos. Aos 60 dias de estocagem, as silagens

CTR, IC1 e IC2 apresentaram maior concentra¢do de acido succinico (média 0,20%MS).
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Figura 5 - Concentracao de acido acético em silagens de planta inteira de milho apos 14 ¢ 60
dias de estocagem com diferentes inoculantes
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CRT - controle, IC1 — Inoculante comercial 1, IC2 — Inoculante comercial 2, LF — Lentilactobacillus
farraginis, IC1+LF — Combinacao do inoculante comercial 1 e Lentilactobacillus farraginis. As letras
maitsculas indicam comparagdes entre os tratamentos dentro de cada tempo de estocagem (E: p <0,01),
enquanto letras mindsculas representam comparagdes entre os tempos de estocagem dentro de cada
inoculante (I: p <0,01). IXE (Interag@o de inoculante e estocagem): p<0,01. O teste Scott-Knott foi usado
para comparacgdo de médias, com nivel de significancia de p (<0,05). EMP:0,81.

Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 6 - Concentragdo de Acido Succinico em silagens de planta inteira de milho ap6s 14 e
60 dias de estocagem com diferentes inoculantes.
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CRT - controle, IC1 — Inoculante comercial 1, IC2 — Inoculante comercial 2, LF — Lentilactobacillus
farraginis, IC1+LF — Combinagdo do inoculante comercial 1 e Lentilactobacillus farraginis. As letras
maiuasculas indicam comparagdes entre os tratamentos dentro de cada tempo de estocagem (E: p<0,01),
enquanto letras minusculas representam comparagdes entre os tempos de estocagem dentro de cada
inoculante (I: p<0,01). IXE (Interagdo de inoculante e estocagem): p<0,05. O teste Scott-Knott foi usado
para comparagdo de médias, com nivel de significancia de p (<0,05). EMP:0,31.

Fonte: Elaboracao prépria.
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A concentracao de acido isovalérico foi maior nas silagens CTR, IC1 e LF (média 0,77%
MS) que nas silagens IC2 e IC1+LF (média 0,62% MS) (Tabela 2). A produgdo de etanol foi
significativamente diferente entre inoculantes (P < 0,01), com maiores concentragdes em IC2
(0,57%) e CTR (0,49%) (Tabela 2). O 1,2-propanodiol foi encontrado somente nas silagens
inoculadas com LF e ICI+LF. Aos 14 dias a silagem LF apresentou concentragdo de 0,08 +
0,02 MS de 1,2-propanodiol e aos 60 dias 0,11 +£0,02 MS. A concentrag¢ao de 1,2-propanodiol
nas silagens inoculadas com IC1+LF aos 14 dias de estocagem foi de 0,04 0,01 MS e aos 60
dias foi 0,06 £ 0,01 MS. A concentracao de acido butirico nao foi detectado aos 14 e 60 dias de
estocagem em nenhum dos inoculantes.

Apods 14 dias de estocagem, a estabilidade aerdbia (EA) e a temperatura méxima nao
diferiu entre os tratamentos (Tabela 3). Entretanto o tempo que as silagens atingissem a T.M.
foi diferente (P = 0,01). As silagens inoculadas com IC1 e IC2 atingiram a temperatura maxima
em menos tempo que as demais silagens (55 e 53,5 h, respectivamente). Apos 60 dias de
estocagem, houve efeito significativo dos tratamentos sobre EA (P < 0,01) (Tabela 4). As
silagens inoculadas com IC1+LF permaneceram 168 h estaveis com resultado superior aos
demais inoculantes. A T.M. também foi menor valor nessas silagens (20°C). O tempo para

atingir T.M. ndo diferiu entre os tratamentos.

Tabela 3 - Avaliacao da estabilidade aerdbia da silagem de planta inteira de milho tratado com
diferentes inoculantes apos 14 dias de estocagem.

. Inoculante Valor p
Variavel
CTR IC1 IC2 LF IC1+LF EMP T
EA (h) 31,37 A 49,62 A 62,87 A 96,75A 61,00A 16,27 0,12
T.M (°C) 2990 A 30,02A 30,02A 29,72 A 29,40 A 0,81 0,98

Tempo TM (h) 70,00 A 55,00B 53,50B 71,75A 70,62A 4,12 0,01

EMP= erro médio padrao. Avaliagdo da estabilidade aerobia (EA), temperatura maxima (T.M) e tempo
para atingir a temperatura maxima (Tempo T.M) em silagens de planta inteira de milho tratadas com
diferentes inoculantes (CRT — controle, IC1 — Inoculante comercial 1, IC2 — Inoculante comercial 2, LF
— Lentilactobacillus farraginis, IC1+LF — Combinagdo do inoculante comercial 1 e Lentilactobacillus
farraginis) ap6s 14 dias de estocagem. Letras maiusculas indica comparag@o entre os tratamentos. O
teste Scott-Knott foi usado para comparagdo de médias, com nivel de significancia de p (<0,05) para os
efeitos dos tratamentos (T).

Fonte: Elaboragao propria.
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Tabela 4 - Avaliagdo da estabilidade aerdbia da silagem de planta inteira de milho com
diferentes inoculantes apds 60 dias de estocagem.

Valor
Inoculante
Variavel P
CTR IC1 1C2 LF  ICI+LF EMP T
E.A (h) 73,00B 97,65B 88,12B  77,50B 168,0A 16,09 <001
T.M (°C) 2327A 2603A 2452A 2390A 2000B 084 <001

TempoT.M(h) 105,00 A 96,67 A 11587A 1145 98,12A 11,09 0,56

EMP= erro médio padrio. Avaliagdo da estabilidade aerdbia (EA), temperatura maxima (T.M) e tempo
para atingir a temperatura maxima (Tempo T.M) em silagens de planta inteira de milho tratadas com
diferentes inoculantes (CRT — controle, IC1 — Inoculante comercial 1, IC2 — Inoculante comercial 2, LF
— Lentilactobacillus farraginis, ICI1+LF — Combinacao do inoculante comercial 1 e Lentilactobacillus
farraginis) ap6s 60 dias de estocagem. Letras maitsculas indica comparagdo entre os tratamentos. O
teste Scott-Knott foi usado para comparagdo de médias, com nivel de significancia de p (<0,05) para os
efeitos dos tratamentos (T).

Fonte: Elaboragao propria.

4 DISCUSSAO

O pH das silagens avaliadas estdo dentro dos valores observados em silagens de milho
(Silva et al., 2021; Kung et al., 2018). Os inoculantes avaliados ndo alteraram a concentragao
de MS (28,7%) nem a porcentagem de perdas de MS (2,67% MS) na silagem de milho. As
perdas de MS observada nesse estudo estdo dentro ou abaixo dos valores reportados na literatura
para silagem de milho produzida em silos experimentais (Costa ef al., 2021; Silva et al., 2021;
Silva et al., 2024). A planta de milho tem caracteristicas que favorecem a fermentacdo e
somente inoculantes com desempenho superior sdo capazes de reduzir perdas de MS nessas
silagens. Nos estudos de Silva et al. (2021) e Silva et al. (2024) diferentes combinacdes de
inoculantes foram avaliadas e ndo foram observadas diferengas nas perdas de MS de silagens
de milho. As baixas perdas podem ser devido ao baixo pH da silagem ja aos 14 dias, sugerindo
inibicao dos microrganismos indesejaveis como enterobactérias e fungos filamentosos. Alguns
trabalhos tém mostrado aumento nas perdas de MS em silagem inoculadas com cepas
heterofermentativas obrigatérias. A inoculagdo com Lentilactobacillus buchneri (NCIMB
40788) aumentou as perdas de MS em silagem de milho aos 30, 100 e 250 dias (Ferrero ef al.
2018). Entretanto, a inoculagcdo com Lentilactobacillus farraginis CCMA1362 e
Lactiplantibacillus plantarum CCMA1365 reduziu as perdas de MS da silagem de milho apds
10, 32 e 100 dias de ensilagem (Costa et al., 2021).
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A alteragdo no teor de FDN em func¢do dos inoculantes, apresentou comportamento
distinto. O teor de FDN na forragem foi de 53% com 14 dias de estocagem, as silagens controle
e a combinagdo ICI+LF, tiveram um teor de FDN de aproximadamente 51% enquanto as
silagens IC1 e IC2 valores proximos de 55%, esse maior valor nestas silagens poderia ser
explicado por perdas de MS, porém estas ndo foram observadas, ¢ possivel que tenha havido
producdo de algum composto volatil. Nestas silagens, foi observada redugdo significativa da
FDN dos 14 aos 60 dias. Essa reducao pode ser explicada pela agdo de enzimas contidas no
inoculante ou possivelmente devido a atividade de enzimas fibroliticas produzidas por cepas
como Bacillus subtilis, que promovem a degradacao parcial da parede celular vegetal (Su et al.,
2024). Neste trabalho, a contagem de esporos teve um leve aumento dos 14 aos 60 dias, sendo
possivel atividade destes microrganismos.

A reducao no teor de PB dos 14 aos 60 dias foi por elevagdo nas concentragdes de N-
NHs em todos os tratamentos, mesmo que em intensidades diferentes caracterizando um
processo de protedlise (Santos; Avila; Schwan, 2013; Kung ef al., 2018). Os tratamentos LF ¢
ICI+LF apresentaram maior concentracdo de N-NHjs ja aos 14 dias, o que pode estar associado
a atividade proteolitica inicial, possivelmente influenciada por enzimas vegetais ou
microrganismos indesejaveis presentes antes do estabelecimento das BAL, especialmente em
condi¢des com maior disponibilidade de substrato. Os principais microrganismos conhecidos
por agdo proteolitica em silagens sdo as enterobactérias e os clostrideos, estes microrganismos
podem ser inibidos pelo pH baixo. Neste trabalho ndo foram detectados enterobactérias aos 14
dias, e nem houve diferenca nos valores de pH, porém ¢é possivel que tenham tido alguma
atividade inicial antes dos 14 dias. Segundo Oliveira et al. (2019), niveis elevados de N-NHs
refletem a agdo de proteases microbianas € podem estar associados tanto a degradacdo de
proteinas vegetais quanto a atividade de microrganismos proteoliticos.

Os CSA ndo apresentaram variagdes significativas em fun¢do dos tratamentos, tempo
de estocagem ou sua interagdo. Tal estabilidade pode estar relacionada a degradagao parcial do
amido, liberando agticares que compensam a queda esperada nos niveis de CSA ao longo do
tempo (Zhao et al., 2019). Em silagens que contém o amido, como a silagem de grao de milho
reidratado e planta inteira de milho, a presenc¢a de microrganismos capazes de secretar enzimas
amiloliticas ¢ desejavel, uma vez que essas enzimas promovem a hidrolise do amido em
acgucares simples, aumentando a digestibilidade ruminal desse carboidrato (Carvalho et al.,

2020).
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A contagem de esporos de BAFE aumentou significativamente de 14 para 60 dias,
sugerindo crescimento destes microrganismos ao longo do tempo de estocagem, apesar do
ambiente anaerébio da silagem ser inabitavel para muitas bactérias aerobias, os esporos
possuem alta resisténcia a condigdes adversas € podem permanecer viaveis por longos periodos.
O é4cido succinico, secretado por BAFE, enterobactérias e outros microrganismos apresentou
maior concentragdo no tratamento IC2 aos 14 dias, enquanto LF e IC1+LF exibiram menores
teores aos 60 dias, indicando inibi¢do de BAFE nesses tratamentos. O acido succinico ¢ um
subproduto da fermentagdo e sua presenga e concentragdo podem variar dependendo da
comunidade microbiana ¢ das condi¢des de fermentagdo, os valores encontrados estao dentro
do relatado na literatura (Guo et al., 2020).

A reducao na populagao de leveduras de 14 para 60 dias, pode estar associada a baixa
disponibilidade de substratos ou a a¢do inibitéria de acidos organicos, como o acido acético
(Kung et al., 2018). A concentracdo de etanol, produto do metabolismo de leveduras também
nao aumentou dos 14 aos 60 dias de estocagem. O teor de etanol foi maior nos tratamentos CTR
e IC2, sendo que no IC2 também teve a maior populacdo de leveduras. Em geral, a formacao
de etanol na silagem pode contribuir com a perda de matéria seca por ser produto principal da
atividade metabolica de leveduras, reduzindo o valor nutritivo do alimento (Borreani et al.,
2018; Muck et al., 2018).

A fase fermentativa na qual ocorre maior atividade microbiana esta associada
principalmente ao desenvolvimento da populagdo de BAL dominante em silagens fermentadas
com sucesso. Aos 14 dias de fermentacdo a populagdo de BAL se manteve elevada em todos os
tratamentos indicando grande atividade fermentativa. Ja aos 60 dias foi observada diferencas
significativas (P < 0,05) com populacdo maior nos tratamentos LF e IC1+LF. As BAL sdo
microrganismos acidotolerantes mas que podem ter uma redugdo na sua populacdo em longos
periodos de estocagem (Carvalho et al., 2017; Woolford, 1984).

O metabolismo microbiano das BAL durante o processo fermentativo acarreta na
alteracdo de diversos parametros da silagem. Espécies homofermentativas convertem agtcares
por meio da glicdlise para produzir acido latico como produto final, enquanto as espécies
heterofermentativas geram, além do 4cido latico outros metabdlitos (Lahtinen ef al., 2012). A
concentracdo de acido latico reduziu entre 14 e 60 dias de fermentacao. Essa diminuigdo pode
ser atribuida a acao de microrganismos como BAL heterofermentativa que utilizam o lactato

como substrato, convertendo-o em outros compostos (Santos et al., 2018).
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As BAL heterofermentativas produzem um mol de acido latico, um mol de dioxido de
carbono e um mol de etanol ou dcido acético a partir da glicose (Muck, 2010). Os inoculantes
LF e IC1+LF promoveram maior produ¢ao de acido acético aos 60 dias, composto com agao
antifingica e antimicrobiana ampla (Drichuis et al., 2018). A maior concentragdo de acido
acético nos tratamentos LF e IC1+LF aos 60 dias sugere uma fermentacao heterolatica ativa ao
longo do tempo, diferindo do controle, que apresentou maior producao de acido acético apenas
nos estagios iniciais.

O composto 1,2-propanodiol foi observado nos tratamentos LF e IC1+LF aos 14 ¢ 60
dias de fermentagdo. A presenca do acido acético e 1,2-propanodiol em silagens esta associada
ao controle eficaz de microrganismos deterioradores, como leveduras e clostridios (Kung et al.,
2018). Estudos contendo cepas heterofermentativas, como Lentilactobacillus buchneri e
Lentilactobacillus farraginis, demonstram que esses microrganismos sao capazes de
transformar acido latico em acido acético e 1,2-propanodiol, compostos que aumentam
significativamente a estabilidade aerobia da silagem e reduzem a contagem de leveduras
(Huang ef al., 2021; Amaral ef al., 2020). Além disso, a presenca continua desses metabolitos
nos estagios mais avangados de fermentacdo pode indicar a viabilidade prolongada das cepas
heterofermentativas aplicadas (Okoye et al., 2023). Essa estabilidade microbioldgica ¢ crucial
para a manuten¢do da qualidade da silagem apds a abertura do silo, especialmente em condigdes
de maior exposi¢do ao oxigénio (Borreani et al., 2018).

O 4cido propidnico ocorre em menor concentragdo nas silagens, e € produzido em sua
maioria por bactérias do &cido propidnico, como Propionibacterium acidipropionici e
Propionibacterium freudenreichii ¢ BAL heterofermentativas, como Lentilactobacillus
buchneri que converte em menor propor¢ao o acido latico em acido propidnico (Saizen et al.,
2023). Este acido tem potencial antifiingico, durante a fase inicial e final da ensilagem e pode
ser eficaz em inibir atividade de microrganismos indesejaveis (Muck, 2010). Os valores de
acido isovalérico, indicador de fermentagdo proteolitica por Clostridium (Pinheiro, 2013),
foram encontrados em baixa quantidade.

Aos 14 dias de fermentacdo ndo foi notado nenhuma diferenca significativa na
estabilidade aerobia (EA). Ja aos 60 dias de estocagem, o tratamento IC1+LF apresentou a
maior EA, atingindo 168 horas, além de registrar a menor temperatura maxima durante o
periodo de exposi¢do ao ar. Esses resultados indicam que a associagdo entre estirpes
homofermentativas e heterofermentativas, pode promover uma fermentacdo mais estavel,

resultando em menor atividade de microrganismos deteriorantes apos a abertura do silo (Okoye
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et al., 2023; Amaral et al., 2020). A maior EA pode estar associada a produc¢ao de metabolitos
antimicrobianos, como 4acido acético e 1,2-propanodiol, produzidos por BAL
heterofermentativas (Borreani et al., 2018; Huang et al., 2021). No processo de deterioragao,
substratos como agucares residuais e lactatos sao oxidados a CO2, dgua e calor, principalmente
por leveduras, resultando em aumento do pH, aumento da temperatura e no crescimento de

outros microrganismos (Rooke; Hatfield., 2003).

5 CONCLUSAO

A aplicagdo de inoculantes compostos por bactérias acido-laticas na ensilagem de milho
de planta inteira influenciou nos parametros fermentativos e na estabilidade aerobia da silagem.
Os resultados demonstram que a combinagdo do inoculante comercial com a cepa
Lentilactobacillus farraginis (IC1+LF) promoveu maior estabilidade aerobia e reduziu a
atividade de microrganismos indesejaveis como leveduras e BAFE devido a produgao de acido
acético associado a via fermentativa heterolatica. Embora o tratamento combinado (IC1+LF)
tenha apresentado resultados superiores, o uso exclusivo da cepa epifitica Lentilactobacillus
farraginis (LF) também se mostrou uma estratégia eficaz e promissora. A cepa isolada também
apresentou reducgdo significativa da populacdo de leveduras e BAFE, além do aumento

expressivo na concentragdo de acido acético.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O milho constitui a principal forrageira utilizada na alimentagdo animal em virtude da
elevada produtividade, do valor nutritivo e tecnologia de cultivo. Embora as silagens sejam, em
geral, bem preservadas, a deterioragdo aerdbia apds a abertura permanece como um desafio
recorrente. Nesse contexto, inoculantes de nova geragdo apontam como uma alternativa
promissora para ampliar a estabilidade e a qualidade dessas silagens. O objetivo do trabalho foi
avaliar o potencial da cepa epifitica Lentilactobacillus farraginis, aplicada isoladamente ou em
co-cultura com inoculante comercial, na ensilagem de milho de planta inteira, buscando
compreender sua atuagao sobre os pardmetros fermentativos e a estabilidade aerébia da silagem.

Os achados deste estudo se assemelham com relatos da literatura, nos quais diferentes
isolados de Lentilactobacillus farraginis t€m sido apontados como potenciais candidatos para
a formulagdo de inoculantes, ainda que sua eficiéncia possa variar em funcdo do substrato
utilizado. Os resultados observados demonstraram que tanto a cepa L. farraginis quanto sua
associacdo com inoculante comercial foram capazes de promover efeitos positivos sobre a
qualidade fermentativa, elevando a produg¢do de metabolitos antimicrobianos (como acido
acético e 1,2-propanodiol) inibindo microrganismos indesejaveis como BAFE e leveduras e
aumentando a estabilidade aerobia da silagem.

A pesquisa contribui para o avango tecnoldgico na producao de silagens, oferecendo
alternativas que podem reduzir perdas, assegurar alimento de maior qualidade e beneficiar
diretamente sistemas de produ¢@o animal. Além de ampliar o conhecimento acerca da acdo de
espécies heterofermentativas, como L. farraginis, utilizada isoladamente ou como co-cultura
em silagens. Estudos futuros podem validar os resultados em condi¢cdes de campo para
confirmar a eficacia dos tratamentos e avaliar os efeitos das silagens inoculadas sobre o
desempenho animal.

Portanto conclui-se que L. farraginis, utilizada isoladamente ou em co-cultura,
apresenta elevado potencial como inoculante para silagem de planta inteira de milho. Os
resultados reforcam a relevancia da selecdo de microrganismos na formulagdo de inoculantes,
com capacidade de promover avangos cientificos e tecnologicos na conservacao de forragens e

na sustentabilidade da produ¢ao pecuaria.
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