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RESUMO

Na ensilagem, a redu¢do do pH e a baixa concentragdo de oxigénio no
silo colaboram para a inibicdo de microrganismos deterioradores e ou
patogénicos e a forragem € conservada na forma de silagem. Foram conduzidos
dois experimentos. O primeiro foi com o objetivo de avaliar o efeito da
inoculacdo da cepa Lactobacillus hilgardii CCMA 0170 na forragem de milho
crescido em déficit hidrico. Utilizou-se um delineamento experimental
inteiramente casualizado, com esquema fatorial tipo 2 (silagem com e sem
inoculante) x 4 (tempos de abertura), com 3 repeti¢cdes. A populagdo viavel de L.
hilgardii CCMA 0170 inoculada foi de 6 log UFC g"' de forragem. Foram
avaliados os teores de MS, CHO, FDN e PB; os valores de pH; as populagdes de
BAL, leveduras e fungos filamentosos; as concentragdes dos acidos latico,
acético, propidnico e butirico, etanol e 1,2 propanodiol e a estabilidade aerdbica
das silagens, apds 90 dias de fermentacdo. A planta de milho apresentou teor de
MS de 366,55 g kg MF. Os teores de PB ¢ CHO estio dentro do recomendado
(minimo de 70 ¢ 60 g kg MS, respectivamente). O teor de FDN se encontra
dentro do relatado na literatura. A contagem de BAL e de fungos da microbiota
epifita divergiu das encontradas na literatura. O conteudo metabodlico presente na
forragem foi semelhante ao encontrado na literatura, com excecdo do etanol
(acima do encontrado na literatura). O teor médio de FDN, em todos os tempos
de abertura, na silagem controle, foi de 594,44 g kg' MS e, na silagem
inoculada, foi de 577,78 g kg MS. No final da ensilagem, o teor de FDN foi de
559,92 g kg'! MS. O teor de MS atingiu 362,20 g kg'', no final da fermentago.
As perdas de MS por efluente alcangaram 1,23%. O teor de CHO na silagem
inoculada reduziu para 4,69 g kg"' MS e, na silagem controle, para 1,94 g kg’
MS, no final do processo fermentativo. O valor do pH atingiu 3,75 (inoculada) e
3,84 (controle), aos 90 dias de fermentagdo. A populacdo de BAL nas silagens
controle e inoculada atingiu 8,58 e 8,60 log UFC g, respectivamente. As
populacdes de leveduras e fungos filamentosos reduziram na silagem inoculada
e foram menores que o minimo detectavel de 2 log UFC g”'. As concentragdes
do 4cido latico, independente dos tempos de abertura, na silagem controle, foram
de 49,33 g kg'' MS e, na silagem inoculada, de 59,85 g kg™ MS; considerando
os tempos de abertura, foi de 72,46 g kg”' MS. A concentragio de acido acético
atingiu 12,93 g kg' MS, na silagem inoculada e 4,92 g kg”' MS, na silagem
controle. A concentragdo final de etanol foi de 17,33 g kg™ MS, na silagem com
inoculante e 20,36 g kg MS, na silagem controle. A concentragio de 1,2
propanodiol, aos 90 dias de fermentagdo, atingiu 0,0127 g kg', na MS. A
concentragio de 4cido propionico alcangou 2,79 g kg' MS, ao final da
ensilagem O 4cido butirico chegou a concentragio de 1,39 g kg' MS. As
temperaturas da silagem inoculada com o L. hilgardii CCMA 0170 ndo
apresentaram elevacdo durante todo o tempo exposto ao ar, ao contrario da



silagem controle que, com trés dias de exposi¢do, apresentou 2 °C acima da
temperatura ambiente. A populacdo média, ao final do periodo de exposicio
aerdbica, nas silagens controle e inoculada, de BAL foi de 7,18 log UFC g e
7,63 log UFCg™; de levedura, 5,6 log UFC g’ e 1,06 log UFC g e de fungos
filamentosos, de 4,83 log UFC g’ e 1,12 log UFC g, respectivamente A
inoculagdo do Lactobacillus hilgardii CCMA 0170 melhorou a qualidade da
silagem de milho com baixa umidade. O segundo experimento teve como
objetivo avaliar as silagens de cana-de-agucar inoculadas com Lactobacillus
hilgardii CCMA 0170. Utilizou-se um delineamento experimental inteiramente
casualizado, com esquema fatorial tipo 3 (doses do inoculanet) x 4 (tempos de
abertura), com 4 repeticdes. A populacdo vidvel de L. hilgardii CCMA 0170
inoculada foi de 5 e 6 log UFC g de forragem. Foram avaliados os teores de
MS, CHO, FDN e PB; os valores de pH; as populagdes de BAL, leveduras e
fungos filamentosos e as concentra¢des de acido latico, acético e propidnico,
etanol e 1,2 propanodiol. O teor de MS na cana-de-agticar foi de 384,93 g kg™';
de CHO, 160,82 g kg™ MS; as fragdes de FDN foram de 523,32 g kg”' MS; PB
apresentou teor de 31,97 g kg MS e o pH da forragem estava em 6,32. A
contagem da microbiota epifita foi de 5 log UFC g” de BAL, 5,38 log UFC g
de leveduras e 5,04 log UFC g de fungos filamentosos. Nao foram encontradas
concentragdes de acidos latico, acético e propidnico, etanol e 1,2 propanodiol. O
teor de CHO na silagem controle reduziu 67,06%; na silagem inoculada, com 5
log UFC g, 63,82% e na silagem com 6 log UFC g, 55,52%. Os valores de
pH atingiram 3,56. O teor de MS na silagem controle alcangou 315,45 g kg” MS
e as silagens inoculadas com 5 e 6 log UFC g chegaram a 378,88 e 381,56 g kg’
! respectivamente As fracdes de FDN na silagem controle alcangaram 713,03 g
kg’1 MS e, nas silagens inoculadas com 5 e 6 log UFC gl, alcancaram 594,38 e
598,66 kg MS. A porcentagem de perda de MS na silagem controle chegou a
29,51%; a 5 log UFC g, 10,85% e a 6 log UFC g, 11,31%. A silagem
controle, inoculada com 5 e com 6 log UFC g apresentou, respectivamente,
9,16, 9,54 ¢ 9,53 log UFC g de BAL. A populagio de leveduras na silagem
controle reduziu para 4,34 log UFC g, enquanto na silagem inoculada com 5 e
6 log UFC g' de BAL atingiu 2,07 log UFC g A populagio de fungos
filamentosos chegou a zero. A concentracdo de dcido latico, independente da
inoculagdo, chegou a 48,62 g kg MS. A concentragio de acido acético na
silagem controle atingiu 2,89 g kg™ MS e, nas silagens inoculadas, 13,51 g kg™
MS (5 log UFC g"') e 10,53 g kg MS (6 log UFC g"). A silagem controle
atingiu a concentragdo méxima de 0,44 g kg”' MS de 4cido propidnico e as
silagens inoculadas com 5 e 6 log UFC g' de BAL, de 1,04 ¢ 3,15 g kg MS,
respectivamente. O 1,2 propanodiol ndo foi detectado na silagem controle e nas
silagens tratadas com 5 e 6 log UFC g de BAL a concentragio foi de 0,006 ¢
0,005 g kg MS, respectivamente A concentragio de etanol na silagem controle
atingiu 90,02 g kg”' MS e, na silagem inoculada, 25,19 g kg”' MS (5 log UFC g’



" e 5,69 g kg MS (6 log UFC g"). A inoculagio do Lactobacillus hilgardii
CCMA 0170 melhorou a qualidade das silagens de cana-de-agucar,
independente das doses aplicadas, principalmente pela menor concentragdo de
etanol.

Palavras-chave: Inoculante. L. hilgardii. Acido propiénico.



ABSTRACT

In silage lowering the pH and the low oxygen concentration in the silo
collaborate to the inhibition of spoilage and pathogenic microorganisms and the
forage is conserved as silage. Two experiments were conducted. The first one
aimed to evaluate the effect of strain inoculation of Lactobacillus hilgardii
CCMA 0170 in corn forage that grew up in water. We used a completely
randomized design with factorial arrangement type 2 (with and without silage
inoculant) x 4 (opening times) with 3 repetitions. The viable population of L.
hilgardii CCMA 0170 inoculated was 6 log CFU g of forage. Were evaluated
levels of DM, CHO, FDN and PB, pH values, populations of BAL, yeasts and
filamentous fungi, the concentrations of lactic acid, acetic, propionic and butyric
acid, ethanol and 1,2 propanediol and the aerobic stability of the silage, after 90
days of fermentation. The corn plant showed DM content of 366.55 g™ kg MF.
The CP and CHO levels are within the recommended (minimum of 70 and 60 g
kg' DM, respectively). The NDF is within the reported in the literature. BAL
and fungal count of the epiphytic microflora are diverging from those found in
the literature. The metabolic content present in the forage was similar to that
found in the literature, with the exception of ethanol (above found in the
literature). The average content of NDF in all opening times, the control silage
was 594.44 kg g DM and inoculated silage was 577.78 g kg MS. At the end of
silage NDF content was 559.92 g kg™ DM. DM content reached 362.20 g kg™ at
the end of fermentation. DM losses by effluent reached 1.23%. The CHO
content in the inoculated silage reduced to 4.69 g kg”' DM and in control silage
to 1.94 g kg DM at the end of fermentation. The pH value reached 3.75
(inoculated) and 3.84 (control) after 90 days of fermentation. The BAL
population in the silages inoculated control and reached 8.58 and 8.60 log CFU
g, respectively. The populations of yeasts and filamentous fungi in inoculated
silage was reduced less than the minimum detectable 2 log CFU g"'. The
concentration of lactic acid regardless of the opening time, the control silage was
49.33 kg g DM and inoculated silage 59.85 g kg™ MS, considering the opening
times were: 72.46 g kg”' DM. The concentration of acetic acid reached 12.93 g
kg DM in the inoculated silage and 4.92 g kg' DM in the control treatment.
The final ethanol concentration was 17.33 g kg™ in MS silage inoculant and
20.36 g kg'' MS in the control treatment. The concentration of 1,2-propanediol
after 90 days of fermentation reached 0.0127 g kg MS. The concentration of
propionic acid alcagou 2.79 g kg' DM silage to the final butyric acid
concentration reached 1.39 g kg MS. The temperature of the silage inoculated
with L. hilgardii CCMA 0170 showed no increase air throughout the above time,
unlike the control silage, which 3-day exposure showed 2 ° C above ambient
temperature. The average population at the end of aerobic exposure period, the



control and inoculated silages, BAL was 7.18 log CFU-1 and 7.63 g UFCG™' log
CFU log yeast 5.6 g and 1, 06 log CFU g and filament fungus 4.83 log CFU g’
"and 1.12 log CFU g, respectively The inoculation of Lactobacillus hilgardii
CCMA 0170 improved the quality of corn silage with low humidity. The second
experiment was designed to evaluate the silage cane sugar inoculated with
Lactobacillus hilgardii CCMA 0170. We used a completely randomized design
with factorial type 3 x 4 with four replicates. A viable population of L. hilgardii
CCMA 0170 was inoculated 5:06 log CFU g of forage. Were evaluated the
contents of DM, CHO, NDF, CP, also the pH values, populations of BAL,
yeasts and filamentous fungi, lactic acid concentrations, acetic and propionic,
ethanol and 1,2 propanediol. DM content in cane sugar was 384.93 g kg™, CHO
160.82 g kg DM, the NDF fractions were 523.32 g kg”' DM, CP presented
content 31.97 g kg MS forage and the pH was 6.32. The count of the epiphytic
microbiota was 5 log CFU g BAL, 5.38 log CFU g of yeast and 5.04 log CFU
g of filamentous fungi. There were no concentrations of lactic acid, acetic acid
and propionic acid, ethanol and 1,2 propanediol. The CHO n silage control
content reduced 67.06% in the silage inoculated with 5 log CFU g™ 63.82% and
silage with 6 log CFU g to CHO content 55.52%. The pH value reached 3.56.
DM content in silage control reached 315.45 g kg DM, silage inoculated with
5:06 g log CFU reached 378.88 and 381.56 g kg, respectively NDF fractions
in silage control reached 713.03 g DM kg™ and silages inoculated 5 and 6 CFU
log g and reached 594.38 598.66 kg™ MS. The percentage of dry matter loss in
the control silage reached 29.51%, a 5 log CFU g'10.85% and 6 log CFU g’
11.31%. The control silage, inoculated with 5 and 6 CFU g log presented,
respectively, 9.16, 9.54 and 9.53 log CFU g" BAL. The population of yeast in
the control treatment was reduced to 4.34 log CFU g™ as silage inoculated 5- and
6-log CFU g' BAL reached 2.07 log CFU g"'. The population of filamentous
fungus reached zero. The lactic acid concentration, regardless of the inoculation
reached 48.62 g kg"' MS. The concentration of acetic acid in the silage controls
was 2.89 g kg™ and DM silages inoculated 13.51 g kg™ MS (5 log CFU g") and
10.53 g kg' MS (log CFU 6 g"). The control silage reached the maximum
concentration of 0.44 g kg-1 DM propionic acid and the silages inoculated with
5:06 BAL log g' CFU of 1.04 and 3.15 g kg DM, respectively The 1,2-
propanediol was not detected in control silages and silages treated 5- and 6-log
CFU g' BAL concentration was 0.006 and 0.005 g kg MS, respectively The
ethanol concentration reached in control silage 90.02 g kg™ DM and inoculated
silagen 25.19 g kg MS (5 log CFU g™') and 5.69 g kg”' MS (log CFU 6 g™). The
inoculation of Lactobacillus hilgardii CCMA 0170 improved the quality of cane
sugar silages, independent of the applied rates, mainly due to lower ethanol
concentration.

Keywords: Inoculant. L. hilgardii. Propionic acid.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Silagem ¢ a forragem conservada por um processo de fermentagdo
baseado na redu¢do do pH da massa ensilada por meio, principalmente, da
producdo de acido latico, acético e propionico por bactérias laticas. Com a
redu¢do do pH e a baixa concentragdo de oxigénio, a maior parte de
microrganismos deterioradores € inibida e a forragem € conservada.

A qualidade da silagem de milho ¢ influenciada por varios fatores, como
o hibrido utilizado, a época da semeadura e o manejo, o solo, o clima
(temperatura, precipitacdo pluviométrico, fotoperiodo e radiacdo solar), o
estagio de maturacdo, a altura do corte da planta na colheita e as técnicas de
ensilagem.

Inoculantes microbianos tém sido utilizados em ensilagens com o
objetivo de melhorar sua qualidade, aumentando a populacio de microrganismos
benéficos e, consequentemente, inibindo o crescimento de microrganismos
indesejaveis. Em geral, utilizam-se bactérias do 4acido latico homo ou
heterofermentativas. A adicdo de bactérias homofermentativas pode diminuir a
producdo de efluentes e a perda de matéria seca durante a fase aerdbica.
Inoculantes contendo bactérias heterofermentativas apresentam maior eficiéncia
no controle do crescimento de leveduras ¢ no aumento da estabilidade aerdbia
das silagens.

Estudos apontam que os resultados com a adi¢do de inoculantes podem
variar muito entre espécies de forragens ou entre condigdes diferentes de
ensilagem. Entretanto, na maioria dos trabalhos, verificou-se a acdo positiva de
inoculantes sobre alguma caracteristica da fermentagdo da forragem. Um dos

fatores determinantes para o sucesso da aplicagdo de inoculantes microbianos
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em forragens ¢ a compatibilidade entre a planta e o microrganismo utilizado.
Essa compatibilidade se refere a caracteristicas como velocidade de crescimento
do microrganismo durante a fermentacdo, habilidade em competir com a
microbiota epifita, producdo de acido latico e outros metabdlitos, a partir dos
substratos presentes na planta e sobrevivéncia nas condigdes de ensilagem.

A espécie de bactéria latica Lactobacillus hilgardii é heterofermentativa
obrigatdria e apresenta algumas caracteristicas metabolicas semelhantes as do L.
buchneri, que é a espécie de bactéria latica heterofermentativa obrigatdria mais
utilizada em inoculantes comerciais. Essas bactérias podem produzir metabdlitos
de interesse durante a fermentacdo da forragem, como acidos latico e acético e
1,2-propanodiol, que podem ser convertidos em acido propidnico e 1-propanol.
Estudos mostram que L. hilgardii pode também degradar aminas biogénicas e
acido gélico, indesejaveis em silagens. Outra propriedade dessa bactéria ¢ sua
capacidade de degradar o aminoacido arginina e produzir aménia, que pode
atuar contra o crescimento de leveduras e de fungos filamentosos indesejaveis.

Avila et al (2009b) isolaram a cepa de L. hilgardii CCMA 0170 ¢
avaliaram o efeito da sua adig¢@o, em silagens de cana-de-agucar. Os resultados
foram promissores, entretanto, ainda se conhece pouco sobre o metabolismo
desse microrganismo, sendo necessarios estudos mais detalhados do seu efeito
sobre as silagens, bem como a melhor dose de utilizagdo e também o efeito
sobre as silagens de outras plantas forrageiras, inclusive daquelas com baixo teor
de umidade. Assim, o objetivo, na condugdo deste trabalho, foi avaliar a
qualidade de silagens de milho cultivado em condigdes de déficit hidrico e de

cana-de-aguicar inoculadas com o L. hilgradii CCMA 0170.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ensilagem

A ensilagem ¢ o processo que conserva a forragem em forma de
silagem, com o minimo de perdas no seu valor nutritivo (MCDONALD;
HENDERSON; HERONS, 1991). Nesse processo ocorre colheita da forragem,
picagem, transporte, compactacdo do material, vedacdo adequada do silo e
fermentagdo, na qual a combinagfo entre um ambiente anaerdbico e um pH
baixo ¢ de extrema importancia para evitar atividade microbiana indesejada e
propiciar uma silagem conservada de boa qualidade (PAHLOW et al., 2003). A
picagem, o transporte, a compacta¢do do material e a vedagéo adequada do silo
devem ser realizados no menor tempo possivel, impedindo, assim, a entrada
excessiva de oxigénio no sistema (NUSSIO; CAMPOS; DIAS, 2001).

O ponto de colheita é fundamental para uma silagem de boa qualidade e
esta estritamente relacionado com a maturidade e a umidade da planta, e cada
cultivar apresenta um ponto o6timo de colheita. O tamanho das particulas,
geralmente, deve estar entre 0,5 ¢ 2 cm, sendo essencial para que ocorra uma
Otima compactagdo, juntamente com o teor adequado de umidade, o que
favorece a rapida acidificagcdo e a conservacdo da massa ensilada. A vedagdo
rapida e adequada do silo impede a entrada de oxigénio, diminuindo o tempo de
exposi¢do do material ensilado a microrganismos deteriorados aerobios e
proporcionando a rapida queda do pH (KUNG JUNIOR; STOKES; LIN, 2003).
A fermentacdo da ensilagem pode ser dividida nas fases aerdbica, anaerdbica,
estabilidade e deterioragcdo aerobia (MCDONALD; HENDERSON; HERONS,
1991; NISHINO et al., 2003; OUDE ELFERINK et al., 2001b).

Quando o material é ensilado, ocorre, inicialmente, o consumo do

oxigénio e de substratos presentes na forragem picada, produzindo CO,, calor e
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H,0. Quando esta fase ¢ prolongada, ocorre excessiva perda de matéria seca
(MS), devido a utilizacdo de carboidratos ricos em energia que podem fazer falta
as bactérias do 4cido latico (BAL) e/ou aos animais como fonte de energia.
Ocorre, ainda, producdo de calor excessivo, comprometendo a integridade e a
disponibilidade das proteinas da forragem, devido & ocorréncia da reagdo de
Maillard, observada em silagens com temperatura acima de 49 °C, em que as
proteinas podem reagir com os carboidratos da planta e passar a fazer parte da
fibra em detergente acido (FDA), tornando-se indigeriveis (PEREIRA et al.,
2007; WEINBERG; MUCK, 1996).

Quando se esgota o oxigénio (O,) no material ensilado, cessa a
respiragdo celular, inibe-se o crescimento de microrganismos aerobios
deterioradores ¢ criam-se condigdes favoraveis para que as bactérias laticas
epifitas e/ou inoculadas produzam &cidos organicos a partir dos carboidratos
soluveis (CHO) da planta. Nesta fase ha a formagdo de acido acético, etanol,
acido latico e CO,, decorrente da fermentacdo das hexoses (glicose e frutose) e
pentoses (xilose e ribose). Inicialmente, o acumulo de acido, principalmente
acético, abaixa o pH, favorecendo o surgimento de bactérias laticas
homofermentativas, mais eficientes na produc@o de acido latico, que diminui o
pH com mais rapidez. E normal a ocorréncia de outros tipos de 4cidos graxos
volateis (propidnico, butirico e latico) e isodcidos, mas a intensidade deles
depende das praticas de manejo (umidade e maturidade da cultura,
principalmente) e dos tipos de bactérias presentes no material (MCDONALD;
HENDERSON; HERONS, 1991).

A fase estavel da ensilagem ocorre apos a alta taxa de crescimento das
bactérias produtoras de acido latico. Nesta fase, que se prolonga até que o silo
seja aberto e a silagem tenha contato com o oxigénio, o pH ideal deve estar em
torno de 3,8 a 4,2 (caso o silo tenha sido preparado corretamente), fazendo com

que ocorram pequena atividade biologica e uma possivel degradagdo da
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hemicelulose, liberando pequena quantidade de agucar. Quanto mais rdpido se
completar o processo fermentativo, mais nutrientes (peptideos e aminoacidos)
serdo preservados, melhorando o valor nutritivo da silagem. Nas silagens de boa
qualidade, o acido latico € o que aparece em maior propor¢do, normalmente 60%
dos acidos organicos totais, sendo praticamente inodoro, ao contrario do acido
acético, que tem cheiro de vinagre e, dependendo de sua intensidade, indica o
tempo que a silagem levou para abaixar o pH (OUDE ELFERINK et al., 2001b;
WOOLFORD, 1990).

A fase de deterioragdo aerdbia ¢ aquela em que o oxigénio entra no silo,
no momento de abertura ou por danos no sistema de vedagdo. A entrada de
oxigénio no silo é prejudicial & qualidade da silagem, pois propicia o
crescimento de leveduras, fungos filamentosos e bactérias aerdbicas que a
deterioram e causam fermentagdo indesejada (BORREANI; TABACCO, 2010;
WOOLFORD, 1990; ZHANG et al., 2009).

2.2 Microbiota envolvida na ensilagem

A microbiota na ensilagem é essencial para o sucesso da fermentagio e
encontra-se dividida em dois grandes grupos, de acordo com as consequéncias
do seu crescimento durante a fermentac@o. Os microrganismos desejaveis sdo as
bactérias do acido latico (BAL) e as bactérias do acido propionico (BAP). Os
microrganismos  indesejaveis, como leveduras, fungos filamentosos,
Enterobacteriaceae, Listeria, Clostridium, Bacillus, Campylobacter e bactérias
do acido acético (BAA), sdo aqueles prejudiciais a conservagdo da forragem.
Esses microrganismos apresentam baixa capacidade ou incapacidade de
acidificar o meio, alto consumo de nutrientes, causam deterioragdo aerobica,
competem com as BAL por nutrientes, assimilam acido latico, reduzem o teor de

MS e podem ser patogénicos e produzir toxinas, o que afeta a satide animal
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(BORREANI; TABACCO, 2010; THUAULT, 1991; WOOLFORD, 1990;
ZHANG et al., 2009).

Os microrganismos presentes naturalmente nas forragens, chamados de
microbiota epifita, sdo responsaveis, juntamente com o inoculante, pela
fermentagdo da planta, podendo também afetar a sua estabilidade aerdbia. Essa
microbiota ¢ variavel e esta relacionada ao tipo de forragem, ao estadio de
maturagdo das plantas, ao clima, ao corte, a0 manejo ¢ ao condicionamento
(JUNGES, 2010). E impossivel controlar a populagio epifitica de
microrganismos presentes inicialmente na forragem picada, a nio ser que seja
adicionado um inoculante para que a fermentac@o ocorra em func@o de bactérias
desejaveis, em detrimento de microrganismos que ocasionam fermentacdes
indesejaveis e, consequentemente, perdas fermentativas e nutricionais da

silagem confeccionada (TAYLOR; KUNG JUNIOR, 2002).
2.2.1 Microrganismos desejaveis

As bactérias do acido latico (BAL) sdo bacilos gram-positivos, imoveis,
ndo esporulantes, microaerofilicos com preferéncia anaerdbica e produtores de
acido latico (HAMMES; HERTEL, 2003). Compreendem as principais bactérias
que participam do processo fermentativo da forragem e os géneros geralmente
encontrados em silagens s3o Lactobacillus, Pediococcus, Lactococcus,
Streptococcus, Enterococcus e Leuconostoc (PAHLOW et al., 2003).

As BAL sdo classificadas, de acordo com seu metabolismo, em
homofermentativas, heterofermentativas facultativas (comumente chamadas de
homofermentativas) e heterofermentativas obrigatorias. As homofermentativas
(Pediococcus damnosus e Lactobacillus ruminis) fermentam hexoses a, quase
exclusivamente, acido latico pela via glicolitica, devido a presenca da enzima

aldolase. As heterofermentativas obrigatorias (L. brevis e L. buchneri) nao
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possuem a aldolase e sim a fosfoquetolase. Portanto, utilizam a via das pentoses
fosfato para fermentarem hexoses e pentose a acido latico, acido acético e,
dependendo do aceptor final, a etanol e CO, (AXELSSON, 2004; HAMMES;
HERTEL, 2003). As heterofermentativas facultativas (L. plantarum, L. pentosus
e Enterococcus faecium) tém as enzimas aldolase e fosfoquetolase, portanto,
podem fermentar hexoses e pentoses pela via glicdlica ou pentoses fosfato.

A Dbaixa produgdo de etanol e o aumento da concentragdo de acido
acético podem ser explicados pelo fato de as heterofermentativas ndo possuirem
a enzima acetaldeido desidrogenase, responsavel pela redugido de acetaldeido a
etanol (MCDONALD; HENDERSON; HERONS, 1991). Mesmo o acido
acético sendo considerado pouco eficiente na reducdo do pH, ele apresenta agdo
antimicrobiana sobre leveduras e fungos filamentosos (MOON, 1983). Mesmo
que o 1,2 propanodiol seja sintetizado a partir do metabolismo do acido lético,
ele pode ser convertido a acido propidnico e 1-propanol, por bactérias epifitas,
sendo o 4cido propidnico eficaz na inibi¢do de leveduras e fungos filamentosos,
tornando-o um importante elemento para aumentar a estabilidade da silagem
apds a abertura do silo (KLEINSCHMIT; KUNG JUNIOR, 2006).

As bactérias propidnicas fermentam agucares e acido latico a acido
propiodnico, acético e CO,. O acido propidnico ¢ eficaz no combate a levedura e
fungos filamentosos, ou seja, mostra-se como importante auxilio na estabilidade
aerobica de silagens (LINDGREN et al., 1983). Em trabalhos como o de Bolsen
(1996) e Filya (2003), foi demonstrado que a inoculagdo de bactérias
propidnicas em silagens melhorou a estabilidade aerdbica, inibindo fungos

filamentosos e leveduras deterioradores.
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2.2.2 Microrganismos indesejaveis

As leveduras sdo ecucariotos, heterotroficos e anaerdbios facultativos,
portanto, estdo relacionadas com perdas nutricionais durante a fermentagdo e
apds a abertura do silo (MCDONALD; HENDERSON; HERONS, 1991).

Em anaerobiose, as leveduras metabolizam os carboidratos disponiveis,
liberando CO, e etanol (MCDONALD; HENDERSON; HERONS, 1991), que
diminuem a quantidade de carboidrato disponivel para BAL e proporcionam
efeito negativo no sabor da silagem e leite (RANDBY; SELMER-OLSEN;
BAEVRE, 1999). Em aerobiose, metabolizam acido latico, aumentando o pH e
permitindo o crescimento de outros microrganismos indesejaveis na massa
ensilada (MCDONALD; HENDERSON; HERONS, 1991). Portanto, as
leveduras s@o classificadas em grupo que utiliza acidos orgénicos, como os
géneros Candida, Endomycopsis, Hansenula e Pichia e grupo que metaboliza
agucares, como o género Torulopsis JONSSON; PAHLOW, 1984).

Os fungos filamentosos sdo eucariotos, quimiorganotréficos, a maioria
aerdbios, mas podem ser microaerofilicos e sdo altamente resistentes a varia¢ao
do pH (RICHARD et al., 2007). Os principais géneros isolados em silagens sao
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Mucor, Absidea, Monoascus, Scopulariopsis
e Tricoderma. A ocorréncia de fungos em silagens estd relacionada com a
penetrac@o de ar durante o armazenamento, principalmente por falhas como alto
teor de MS e tamanho das particulas, e também na fase de abertura do silo,
quando ha maior difusdo do oxigénio na silagem (EL-SHANAWANY;
MOSTAFA; BARAKAT, 2005). Além disso, umidade elevada, substrato rico
em carboidrato e temperatura, ¢ pH adequados favorecem o crescimento de
fungos filamentosos (RICHARD et al., 2007).

Além da deteriorag@o aerdbica e das perdas nutricionais em silagens, os

fungos filamentosos sdo produtores de micotoxinas, produtos secundarios do
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metabolismo que, quando ingeridas, podem acarretar danos a saide e a
produtividade animal. As micotoxinas podem ser produzidas antes da ensilagem,
por fungos endofiticos ou que infectaram a forragem ainda em desenvolvimento
no campo, ou apos a ensilagem, devido ao manejo inadequado (RICHARD et
al., 2007).

A produgdo de micotoxina ¢ especifica de cada fungo, requerendo
condicdes exclusivas de umidade, temperatura, substrato e oxigénio (ECKARD
et al., 2011). Os principais fungos produtores de micotoxinas encontrados em
silagens sdo o Fusarium (fumosina B, nivalenol, desoxinivalenol, zearalenona,
15-acetil-desoxinivalenol e eniatina B e B;), Alternaria (altenariol e éter
monometil alternarion), Aspergillus (aflatoxina B;) e Penicillium (andrastina A,
toxina-PR, roquefortina A e C, acido micofendlico e patulina) (MANSFIELD;
JONES; KULDAU, 2008; MULLER; AMEND, 1997; RICHARD et al., 2007).

As enterobactérias sdo bacilos gram-negativos, imdveis ou moveis por
flagelagdo peritriquia, ndo formadores de esporos e anaerdbios facultativos. Os
principais géneros encontrados em silagens sdo Escherichia, Klebsiela, Erwinia,
Salmonella, Proteus e Enterobacter (HENDERSON, 1993).

O desenvolvimento de enterobactérias ndo ¢é desejavel, pois eles
competem com as BAL pelos carboidratos e produzem acido acético, que retarda
a acidificacdo da forragem. Além disso, degradam proteinas que, além de
reduzirem o valor nutricional da silagem, liberam aminas e 4cidos graxos
ramificados, diminuindo a aceitabilidade da silagem pelo animal e a amoénia
formada aumenta a capacidade tampdo, retardando o tempo de acidificacdo da
massa ensilada. Ainda produzem o6xidos nitrico e nitroso, que causam doenga
com sintomas semelhantes aos da pneumonia (MCDONALD; HENDERSON;
HERONS, 1991). Além de afetarem a qualidade da silagem, sdo indesejaveis por
serem patogénicas, o que pode afetar a saiide animal e a qualidade higiénica dos

alimentos (WILKINSON, 1999).



27

A presenca de enterobactérias na ensilagem pode ser minimizada por
uma queda rapida no pH, entretanto, a preseng¢a de oxigénio prolonga sua
sobrevivéncia na massa ensilada (DRIEHUIS; OUDE ELFERINK, 2000).

As listérias sdo bacilos gram-positivos que podem formar pseudo-hifas,
aerdbicos ou anaerdbicos facultativos e ndo formadores de esporos (DRIEHUIS;
OUDE ELFERINK, 2000). A principal espécie encontrada € a Listeria
monocytogenes, que apresenta alta patogenicidade e capacidade de
sobrevivéncia (VILAR et al., 2007).

O género Listeria ¢ indesejavel, pois ele estd envolvido com a
deterioracdo aerobica, ndo se desenvolvendo em silagens preparadas
adequadamente. As listérias sdo sensiveis a combinagdo da anaerobiose ¢ pH
acido, entretanto, podem sobreviver em valores de pH de 3,8 a 4,2 por longos
periodos, se o oxigénio estiver presente (OUDE ELFERINK et al., 2001a).

Em trabalhos como os de Konosonoka et al. (2012), Tasci, Tiirlitoglu e
Ogiitcii, (2009) e Vilar et al. (2007), foi detectada a presenca de Listeria ssp em
silagens ¢ nos estudos feitos por Bemrah et al. (1998) e Tas¢i, Tiriitoglu e
Ogiitcii, (2009) foram encontradas Listeria spp. em amostras de leite obtidas de
animais que se alimentaram de silagens contaminadas.

O género Clostridium ¢é formado por bactérias gram-positivas
estritamente anaerobicas e produtoras de enddsporos, o que as torna
inapropriadas nos sistemas de conservagdo alimentar (LINDGREN;
OLDENBURG; PAHLOW, 2002), pois s3o altamente resistentes a oxigénio,
calor, &cidos orgénicos, radiagdo e enzimas (PAHLOW et al., 2003).

Os clostridios, geralmente, crescem em silagens que apresentam
acidificagdo lenta, devido a alta umidade, a baixa concentragdo de acgucares
fermentesciveis e a alta concentragdo de nitrogénio na forragem (PAHLOW et
al., 2003; SPOELSTRA, 1983). No entanto, em silagens com pH reduzido e com

concentragdes de MS superiores a 30%, geralmente, ndo se verifica a incidéncia



28

de clostridios, sendo restritos a dreas com possiveis deterioracdes aerdbicas
(JONSSON, 1991).

As principais espécies ja encontradas em silagens foram C. beijerinckii,
C. baratii, C. saccharolyticum, C. tyrobutyricum, C. butyricum e C. perfrigens
(ROSSI; DELLAGLIO, 2007).

Clostridium spp. s3o indesejaveis pois metabolizam carboidratos,
aminodacidos e dcido latico, produzindo acido butirico e aminas biogénicas o
que, além de reduzir a palatabilidade ¢ a estabilidade aerobica da silagem,
resulta em perdas significativas de MS (MAHANNA, 1994). Além disso, estdo
associados a qualidade do leite, pois os esporos resistentes podem sobreviver no
trato digestivo da vaca e ser transferidos para o leite. Caso o leite seja destinado
a produgdo de queijo, os esporos conseguem sobreviver ao processamento € ao
armazenamento, representando um problema na comercializagdo, devido a
producdo de gas e de acido butirico, que alteram a textura ¢ o odor do produto
(DEMARQUILLY, 1998; DRIEHUIS; TE GIFFEL, 2005; OUDE ELFERINK
etal., 2001a).

O género Bacillus ¢ formado por bastonetes gram-positivos, aerdbios ou
anaerdbios facultativos e produtores de enddsporo que, assim como Clostridium,
sdo inapropriados em sistemas de conservagdo alimentar devido a sua alta
resisténcia (LINDGREN; OLDENBURG; PAHLOW, 2002). As principais
espécies ja registradas em silagens sdo B. cereus, B. lentus, B.firmus, B.
sphaericus, B. licheniformis e B. polymyxa (GIFFEL et al., 2002).

Os bacilos sdo indesejaveis, pois, além de competirem com BAL por
substratos e estarem envolvidos na deterioracdo da silagem, a maioria das
espécies ¢ capaz de fermentar carboidratos a acidos organicos, etanol, 2-3-
butanodiol e glicerol, compostos que ndo apresentam efeito preservativo para a
silagem (GIFFEL et al., 2002). Além disso, os esporos de bacilos, assim como

os de clostridios, sobrevivem no trato digestivo de vacas, podendo ser
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transferidos para o leite, acarretando problemas de saide animal e/ou humana
(PAHLOW et al., 2003).

As bactérias acéticas compreendem um grupo de bastonetes gram-
negativos, aerobios ¢ com motilidade positiva. As principais espécies
encontradas em silagens pertencem ao género Acetobacter (YAMADA,;
YUKPHAN, 2008).

As BAA estdo envolvidas com a deterioracdo aerdbica da silagem. Além
disso, oxidam etanol a acido acético, sendo algumas espécies capazes de
metabolizar 4cidos acético e latico a CO, e H,0, ocasionando uma queda lenta
do pH. Contudo, a presenga de bactérias acéticas pode ter efeito benéfico na
silagem, ja que o 4cido acético produzido ¢ inibidor de leveduras e fungos
filamentos, e o catabolismo do excesso de etanol pode aumentar a palatabilidade

da silagem (NISHINO, 2011).

2.3 Acidos organicos e alcoois produzidos na ensilagem

Acidos organicos, como o latico, acético, butirico, propidnico,
isobutirico, valérico, isovalérico, succinico e formico, e alcoois, como etanol e
1-2 propanodiol, sdo produzidos durante a ensilagem. Contudo, para avaliar a
qualidade do processo fermentativo e, consecutivamente, da silagem, os acidos
latico, acético, propidnico e butirico e os alcoois etanol e 1-2 propanodiol séo
mais comumente estudados. A quantidade de acido necessaria para reduzir
rapidamente o pH e inibir os processos que promovem a deterioragdo do
material ensilado altera-se com a capacidade tampdo da forrageira e com o
conteudo de umidade da silagem (MCDONALD; HENDERSON; HERONS,
1991).

A grandeza pKa ¢ referente a um numero tabelado que permite, por

meio da constante de acidez (Ka), definir um acido como forte ou fraco
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(MCDONALD; HENDERSON; HERONS, 1991). Os acidos organicos entram
na célula do microrganismo indesejavel ndo tolerante por transporte passivo,
devido ao fato de o meio estar mais concentrado que o ambiente intracelular. A
célula com pH neutro, em torno de 7,0, possibilita a dissociacdo dos acidos. Essa
dissociacdo depende do valor de pKa dos acidos; dcidos mais fortes tém pKa
menor ¢ se dissociam mais que acidos fracos. Para manter a neutralidade, a
célula elimina os prétons de hidrogénio por transporte passivo, o que aumenta o
gasto energético e, consequentemente, prejudica o crescimento e a multiplicagdo
celular (LAMBERT; STRATFORD, 1999).

Apesar de todos os acidos formados na fermentagao contribuirem para a
reducdo do pH da silagem, o dcido latico tem fundamental papel nesse processo
por apresentar menor pKa (3,85) e, consequentemente, maior dissociacdo que os
demais (MOISIO; HEIKONEN, 1994).

O conteudo de 4cido acético faz o pH decair de forma mais lenta, devido
ao seu valor de pKa maior (4,75). A concentragdo de 4acido acético estd
relacionada, principalmente, a agdo prolongada de enterobactérias, bactérias
laticas heterofermentativas e, em menor proporcao, por clostridios. Como esse
acido orgénico afeta negativamente a queda do pH, as fermentag¢des promovidas
por microrganismos que produzem essa substancia acarretam maiores perdas de
matéria seca e energia do material ensilado (MUCK; BOLSEN, 1991). Contudo,
as silagens bem conservadas devem apresentar reduzido conteudo de &cido
acético, ja que ele pode inibir o crescimento de leveduras e fungos filamentosos
e melhorar a estabilidade aerdbica das silagens (OUDE ELFERINK et al.,
2001b).

O 4cido propidnico esta relacionado ao menor decaimento do pH,
possuindo pKa 4,87. Contudo, ele esta associado a agdo de microrganismos que
convertem o 1-2 propanodiol produzido por heterofermentadores e bactérias

acéticas ou aqueles que convertem o acido latico ao acido propionico. Mesmo
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que a producdo de acido propidnico possa ser a partir de acido latico, tal redugdo
¢ benéfica, visto que o acido propidnico apresenta efeito inibitério contra fungos
filamentosos e leveduras (KLEINSCHMIT; KUNG JUNIOR, 2006).

O etanol pode sugerir alta fermentagao alcodlica por leveduras e também
atividade de bactérias heterolaticas, sendo um metabdlito que diminui a
palatabilidade da silagem (PEDROSO et al., 2011; SCHMIDT et al., 2014).

O 4cido butirico reflete a extensdo da atividade clostridiana sobre a
forragem ensilada. O conteiido desse acido pode ser considerado um dos
principais indicadores negativos da qualidade do processo fermentativo, além de
indicar silagens que apresentaram perdas acentuadas de matéria seca, energia e

reducdo da palatabilidade e consumo da forragem (MAHANNA, 1994).

2.4 Forragem e silagem

A preocupacdo em produzir alimento volumoso para os rebanhos,
principalmente no periodo seco do ano, quando as pastagens naturais estdo
secas, tem aumentado a utilizagdo da silagem (ZOPOLLATTO et al., 2009).

A qualidade da silagem esta relacionada, além das técnicas adequadas de
ensilagem e a microbiota envolvida na fermentagdo, com o teor de MS, proteina
bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), FDA, CHO e poder tampéo (PT)
da forragem (DAWSON et al., 1999; MCENIRY et al., 2008), que garantem um
otimo substrato para que ocorra uma fermentagdo adequada pelos
microrganismos desejaveis. As forragens podem ser ensiladas sozinhas ou
combinadas e seu valor nutritivo vai depender, principalmente, de qual forragem
esta sendo utilizada (MCDONALD; HENDERSON; HERONS, 1991).

A MS é a por¢do em que estdo todos os nutrientes da planta,
descontando-se a umidade, devendo seu teor estar entre 30% ¢ 35%. Assim, a

forragem tera menos perdas nutricionais no armazenamento, principalmente pelo
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teor de umidade, temperatura e compactacdo adequadas, que reduzem os
efluentes e a taxa de contaminag@o. Dessa forma, a silagem terd teores
adequados de nutrientes, concentracdes menores de dcidos durante a
fermentacdo e melhor palatabilidade, o que aumenta o consumo voluntario, a
digestibilidade das fibras e a produgéo de leite (MCDONALD; HENDERSON;
HERONS, 1991).

Os carboidratos totais incluem o FDN e os carboidratos ndo fibrosos
(CNF) ou CHO, correspondendo a maior energia do alimento. Os teores de CHO
devem estar acima 6% na forragem (KUNG JUNIOR; STOKES; LIN, 2003).
Relacionado aos CHO esta o poder tampao da forragem, que ¢ a quantidade de
acido necessdria para reduzir o seu pH, ou seja, quanto maior o PT de uma
forragem, mais lenta a redug¢do do pH e maior o consumo de carboidratos da
forragem (MCDONALD; HENDERSON; HERONS, 1991).

Proteinas brutas s3o as proteinas verdadeiras ¢ deve apresentar-se no
teor minimo de 7%, que € o limite aceito e necessdrio para o crescimento e a
fermentag¢do microbiana (VELHO et al., 2007).

A FDN ¢ a parede celular insoltivel em detergente neutro, ou seja, a
quantidade total de fibra, formada pela celulose, hemicelulose e lignina (SILVA;
QUEIROZ, 2002). A fibra total é¢ negativamente relacionada ao consumo de MS,
pois é fermentada lentamente e permanece por periodos longos no rumen.
Portanto, quanto menor o nivel de FDN, maior o consumo de MS, sendo que,
para uma silagem de qualidade, o teor de FDN deve ser menor que 50% na
forragem (SOEST, 1994).

A FDA representa a fragdo insolivel em detergente acido, ou seja, a
lignina e a celulose, que é a fibra indigerivel. Dessa forma, indica o valor
energético da silagem. Quanto menor o teor de FDA, maior o valor energético
(por¢des digeriveis) e quanto maior o teor de FDA, menor a qualidade ¢ a

digestibilidade da silagem (CRUZ et al., 2005). A forragem deve apresentar
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teores de FDA inferiores a 30% (FANCELLI et al, 2003; PIONEER
SEMENTES, 1993).

2.4.1 Milho

O milho (Zea mays L.) ¢ a cultura mais utilizada na producao de silagem
no Brasil, devido ao baixo custo de producdo, a excelente qualidade de
fermentacdo e, consequentemente, a boa aceitabilidade por parte dos animais
(BERNARDES, 2006). A excelente qualidade da fermentagdo microbiana ¢
proporcionada pelo teor de MS, CHO e poder tampdo adequados, que
conservam o valor nutritivo da massa ensilada (NEUMANN et al., 2007).

Contudo, a qualidade da silagem de milho sofre influéncia do hibrido
utilizado, da época da semeadura e do manejo, do solo, além de clima
(temperatura, precipitacdo pluviométrico, fotoperiodo e a radiago solar), estadio
de maturagdo, altura do corte da planta na colheita e estabilidade aerdbica
(CRUZ et al., 2006; NEUMANN et al., 2007).

A época de semeadura mais adequada ¢ aquela em que o periodo de
floragdo coincide com os dias mais longos do ano e a etapa de enchimento de
gridos com o periodo de temperaturas mais elevadas e alta disponibilidade de
radiagdo solar. Nas condi¢Oes tropicais, a distribuicdo de chuvas, geralmente,
determina a melhor época de semeadura, pois nas regides tropicais hd menor
variagdo da temperatura e do comprimento do dia. No sul do Brasil, o milho ¢
plantado, geralmente, de agosto a setembro e, a medida que se caminha para os
estados do centro-oeste e do sudeste, a época de semeadura varia de outubro a
novembro.

A época de semeadura afeta varias caracteristicas da planta, ocorrendo
um decréscimo no nimero de espigas por planta e no rendimento de gréos, e as

perdas podem ser superiores a 60 kg/ha/dia. Quanto mais tarde for o plantio,
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menor sera o potencial e maior o risco de perdas por seca e/ou geadas. com as
condi¢des climaticas resultantes da época de plantio (CRUZ et al., 2006).

A temperatura ideal para o desenvolvimento do milho estd
compreendida entre 24 °C e 30 °C, sendo a maior produc@o de matéria seca e o
maior rendimento de grios na temperatura observados a 21 °C. A queda do
rendimento sob temperaturas elevadas se deve ao curto periodo de tempo de
enchimento de grios, em virtude da diminui¢do do ciclo da planta. A planta de
milho precisa acumular unidades caldricas necessarias a cada etapa de
crescimento e desenvolvimento. As cultivares normais apresentam exigéncias
térmicas correspondentes a 890-1.200 graus-dias (G.D.); as precoces, de 831 a
890, e as superprecoces, de 780 a 830 G.D. Essas exigéncias caldricas se
referem ao cumprimento das fases fenoldgicas compreendidas entre a
emergéncia e o inicio da polinizagdo (CRUZ et al., 2006).

O milho consome cerca de 600 mm de agua durante seu ciclo, mas, se a
temperatura estiver muito elevada e a umidade do ar muito baixa, o consumo
aumenta, podendo chegar at¢ 10 mm/dia. A ocorréncia de déficit hidrico na
cultura do milho pode ocasionar danos em todas as fases. No crescimento
vegetativo ha uma diminui¢do da taxa fotossintética e, com isso, a produgdo de
grios ¢ afetada diretamente, pois a menor massa vegetativa tem menor
capacidade fotossintética. Na fase do florescimento, ha a ocorréncia de
dessecagdo dos estilos-estigmas, aborto dos sacos embriondrios, disturbios na
meiose, aborto das espiguetas e morte dos graos de pdlen. Déficit hidrico na fase
de enchimento de grios reduz a taxa fotossintética e, consequentemente, a
producgdo de fotossimilados e sua translocagdo para os grios (CRUZ et al.,
2006).

O fotoperiodo é representado pelo nimero de horas de luz solar e é um
fator climatico de variac¢do sazonal. O milho é considerado uma planta de dias

curtos. Um aumento do fotoperiodo faz com que a duracdo da etapa vegetativa
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aumente e proporcione também um incremento no numero total de folhas
produzidas pela planta. Contudo, nas condigdes brasileiras, o efeito do
fotoperiodo na produtividade do milho € praticamente insignificante (CRUZ et
al., 2000).

A auséncia de radiagdo pode inibir o processo fotossintético. Grande
parte da matéria seca do milho (90%) provém da fixagdo de CO, pelo processo
fotossintético. O milho é uma planta altamente eficiente na utilizacdo da luz e
uma reducdo de 30% a 40% da intensidade luminosa, por periodos longos, atrasa
a maturacgdo dos grios ou pode ocasionar até mesmo queda na producgdo (CRUZ
et al., 2006).

O estadio de maturagdo do milho € observado visualizando-se a posi¢io
da linha do leite no grio, que é uma camada visivel limite entre a matriz solida
(acima da linha e farindcea devido ao acimulo de amido) e a liquida (acimulo
de agucares), que muda de posi¢do no sentido da coroa para a base, onde o grio
se insere na espiga. Quando a linha do leite se encontra entre 1/3 a 2/3, a planta
ja acumulou MS e amido suficiente para ser ensilada (AFUAKWA;
CROOKSTON, 1984).

Em relagdo a altura do corte da planta é encontrada grande divergéncia
na literatura. Nussio, Campos e Dias (2001), Nussio e Manzano (1999) e
Rentero (1998), consideram que o corte elevado da planta, ou seja, maior fracdo
de grio ensilado, mesmo diminuindo o teor de MS, melhora a resposta animal,
tanto na producdo de leite quanto de carne, devido ao fato de os grios
apresentarem maior teor de carboidratos (alto valor energético) e, segundo
Restle et al. (2002), menores teores fibrosos (indigeriveis). Allen, Oba e Choi
(1997) e Philippeau e Michalet-Doreau (1998) consideraram que o gréo néo esta
relacionado a qualidade da silagem, pois nfo esta ligado a digestibilidade. Os
principais constituintes da silagem de milho s3o CNF e FDN, sendo que o amido

representa cerca de 70% da fracdo grio e a FDN, 50% da fragdo caule. Dessa
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forma, qualquer alteracdo nessas duas fragdes representa modificagdes
significativas na qualidade nutricional da silagem (VASCONCELOS, 2004).

A estabilidade aerdbia das silagens ¢ determinada pelas alteragdes
microbioldgicas, quimicas e fisicas que ocorrem apds a abertura, e a silagem de
milho, por ser de alta qualidade, apresenta maior instabilidade aerdbica. Ou seja,
os parametros que mais afetam a estabilidade aerdbica, como temperatura,
concentragdo de carboidratos soluveis e de dcidos organicos, sdo ideais,
propiciando o aumento da populacdo de fungos, que utilizam como substrato o
acido latico, o etanol e os agucares soluveis, resultando em elevacdo do pH e
reduc@o na digestibilidade e no contetido energético da silagem (BASSO et al.,
2012; MCDONALD; HENDERSON; HERONS, 1991).

Tentando aumentar o periodo de estabilidade pds-abertura, muitos
pesquisadores t€ém estudado os efeitos de inoculantes microbianos em silagens.
Os resultados encontrados sdo diversificados, como os de Taylor e Kung Junior
(2002), que observaram resultado positivo e os de Weinberg e Muck (1996), que
encontraram resultados negativos. Portanto, estes diferentes resultados
encontrados na literatura sugerem a necessidade de mais estudos com cepas
microbianas que apresentem a capacidade de aumentar a estabilidade aerdbica

da silagem (BASSO et al., 2012; GIMENES et al., 2006).

2.4.2 Cana-de-acicar

A cana-de-agtcar (Saccharum spp.) apresenta os parametros adequados
para a confec¢do de uma boa silagem, que sdo alta concentracdo de CHO, teor
de MS variando até 35% e baixo poder tampdo (ZOPOLLATTO et al., 2009).
Contudo, a qualidade da silagem de cana-de-agticar sofre influéncia do hibrido
utilizado, da época da semeadura e manejo, do solo, do clima (temperatura,

umidade e luz) e da disposi¢do dos nutrientes.



37

A cana-de-actcar pode ser plantada em qualquer época do ano, desde
que as condi¢des de temperatura e a disponibilidade de dgua sejam favoraveis
para seu nascimento e desenvolvimento. Entretanto, duas épocas sdo
preferenciais: durante a época chuvosa, quando ¢ verfo na regido centro-sul e
inverno no nordeste e na época com menor ocorréncia de chuvas, que ¢ o final
da primavera em ambas as regides. Apds ser plantada, a cana-de-agticar adquire
um comportamento semiperene, pois, depois de ser colhida pela primeira vez,
ela pode ser submetida a sucessivos ciclos de crescimento e colheitas, sem ter
que ser novamente plantada.

A cana-de-agticar plantada entre os meses de janeiro a abril (maio a
julho, no nordeste) permanecerd no campo por um intervalo de 13 a 16 meses,
antes de ser colhida, sendo denominada “cana de ano ¢ meio”. Quando plantada
durante os meses de setembro e outubro, inicio da estagdo chuvosa nas regides
centro-sul e leste, ¢ outubro ¢ novembro na regido nordeste, sera denominada
“cana de ano” e serd colhida ap6s 12 meses depois de plantada. A cana-de-
acucar plantada fora destes periodos precisa que as condi¢des ambientais
atendam as necessidades para o nascimento das sementes (TOWNSEND, 2000).

O clima ideal para o desenvolvimento da planta de cana-de-agticar ¢
aquele que apresenta duas estagdes distintas, uma quente e umida, para
proporcionar a germinagdo, o perfilhamento e o desenvolvimento vegetativo,
seguida de outras duas estagdes, fria ¢ seca, para promover a maturagdo € o
acumulo de sacarose nos colmos (GROFF, 2010).

As temperaturas mensais devem ficar entre 30 °C a 34 °C, o que
favorece o acimulo de agucar. Sob temperaturas abaixo de 20 °C e acima de 35
°C o crescimento ¢ muito lento e, além de 38 °C, o crescimento é nulo. A
umidade em excesso compromete a produtividade e a falta de chuva provoca a
morte da planta; o ideal € que, durante o crescimento da planta, a umidade esteja

entre 80% e 85%, fator que favorece o alongamento rapido da cana. Durante o
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amadurecimento, a umidade deve ficar entre 45% e 65%, favorecendo o
acimulo de agucar na cana (FREITAS, 2007).

As plantas muito proximas competem por luz e, consequentemente, tém
problemas com a fotossintese. A luz ndo influéncia a brotagdo da planta, mas
sem luz néo ha perfilhamento nem crescimento da cana (TOWNSEND, 2000).

Os solos preferiveis sdo os planos, profundos, porosos, férteis, argilosos
ou arenosos, sendo os ultimos os melhores, pois auxiliam o acumulo de agucar
pela planta. O pH entre 7 e 7,3 melhora a capacidade de absor¢do de nutrientes,
principalmente cédlcio e magnésio. Solos propensos a encharcamento podem
provocar o apodrecimento da planta; entretanto, solos secos também podem
provocar a morte da planta (TOWNSEND, 2000).

A cana-de-agucar, assim como outras culturas, precisa de nutrientes e,
além de carbono, hidrogénio e oxigénio, a planta necessita de nitrogénio (atraso
no desenvolvimento vegetativo), fosforo (diminui¢do e afinamento do tamanho
dos colmos), potassio (afinamento dos colmos), calcio (as folhas podem morrer
prematuramente), magnésio (apresenta lesdes em forma de ferrugem), enxofre
(estreitamento das folhas e afinamento dos colmos), boro (ressecamento das
folhas), cloro (murchamento das folhas), cobre (afinamento das folhas), ferro (a
planta inteira pode tornar-se clorotica), manganés (desfiamento das folhas),
molibdénio (secagem prematura das folhas) e zinco (perfilhamento reduzido). A
correta disposi¢do dos nutrientes no solo ou adubo faz com que haja um
aumento na produtividade da cana-de-agticar (ORLANDO FILHO; MACEDO,
1994).

A alta concentragdo de CHO se d4, em sua maioria, pela presenga de
CNF, como a sacarose, que atua como fonte energética para o crescimento de
leveduras epifitas anaerdbicas e resistentes a pH acidos na ensilagem

(WOOLFORD, 1984). Dessa forma, a sacarose ¢ metabolizada e convertida em
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CO,, H,0 e etanol, caracterizando uma fermentac¢éo alcoolica (KUNG JUNIOR;
SHAVER, 2001).

O consumo de compostos fermentesciveis, a formacdo e a liberacdo de
CO,, a lixivia¢do de efluentes ¢ a produgio de etanol acarretam perdas de MS
significativas, que podem chegar a 35,3% (MCDONALD; HENDERSON;
HERONS, 1991; ZOPOLLATTO et al., 2009).

Visando diminuir as perdas de MS, os estudos com inoculantes
microbianos que inibem o crescimento de levedura e/ou metabolizem o etanol
gerando acidos organicos t€m crescido e se intensificado nos ultimos anos
(AVILA et al., 2008, 2010, 2012, 2014; CARVALHO et al, 2014;
VALERIANO et al., 2009).

2.5 Inoculantes microbianos

A utilizagdo de inoculantes em silagens ¢ feita com o objetivo de
adicionar microrganismos benéficos para competir com a microbiota epifita e
dominar a fermentag@o, inibindo o crescimento de microrganismos indesejaveis
deterioradores e formando produtos finais que estimulam o consumo da silagem
(KUNG JUNIOR; STOKES; LIN, 2003). A silagem com inoculante
microbioldgico pode promover aumento do peso e maior produgdo de leite
(KUNG JUNIOR; MUCK, 1997), devido a um possivel efeito sobre a
microbiota ruminal (MUCK, 2008).

A atividade metabolica das BAL desempenha papel fundamental durante
o processo fermentativo da silagem, sendo elas principais responsaveis pela
preservacdo e qualidade do alimento. Os inoculantes microbianos utilizados em
silagem compreendem bactérias homofermentativas e heterofermentativas, ou a

combinagdo destas (MCDONALD; HENDERSON; HERONS, 1991).
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As bactérias homofermentativas apresentam uma taxa de fermentacdo
mais rapida, produzindo 2 mols de acido latico a partir de 1 mol de glicose, o
que ocasiona rapida acidificacdo do meio com perdas minimas de MS, inibi¢do
de microrganismos indesejaveis, reducdo das taxas de protedlise, acidos acético
e butirico e maior recuperacdo de energia (KUNG JUNIOR; STOKES; LIN,
2003). Entretanto, pode agravar a instabilidade aerdbica de silagens,
provavelmente pela diminui¢do de acido acético e, consequentemente, menor
inibi¢@o de fungos apos a abertura do silo (DREHUIS; WIKSELAAR, 2000).

Bactérias heterofermentativas produzem 4acidos latico e acético, etanol e
CO,, reduzindo o pH lentamente, e ocasionam perdas devido ao CO, liberado.
Porém, sdo efetivos no controle de fungos (ZOPOLLATTO et al., 2009),
principalmente pela producdo de 4cido acético, que retarda o crescimento desses
microrganismos e pode ocasionar a morte celular (MCDONALD;
HENDERSON; HERONS, 1991). Além da produgdo do acido acético, existem
cepas heterolaticas capazes de degradar o produto 1,2 propanodiol a 1-propanol
e acido propidnico que, em combinagdo com o acido acético, apresentam
excelente feito na inibi¢do de fungos deterioradores na estabilidade aerdbica
(KROONEMAN et al., 2002).

A obtengdo de sucesso no uso de inoculantes microbiologicos em
silagens esta relacionada a compatibilidade entre a cepa adicionada e a forragem

inoculada (SAARISALO et al., 2007; ZOPOLLATTO et al., 2009).

2.5.1 Inoculante microbiano em silagem de milho

O uso de inoculante em silagem de milho é muito discutido na literatura.
Alguns autores, como Jobim et al. (2007), Kung Junior e Shaver (2001) e
Rodrigues et al. (2004), consideram justificavel o uso de inoculante,

principalmente por acelerarem a conclusio da fermentacéo, reduzirem as perdas
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e manterem alto o teor de carboidrato solivel na silagem. Contudo, Rabelo e
Rezende (2014) nio acham necesséria a aplicagdo de inoculante, desde que a
planta tenha sido colhida com MS entre 25% e 30% e apresente populagdo
epifita composta por Lactobacillus, ja que a adi¢do nem sempre acarreta
respostas consistentes e/ou estatisticamente significativas.

Embora haja muita diversidade nos resultados encontrados, em estudos
cujos autores acreditam que inoculantes tragam beneficios para a silagem,
concluiu-se que inoculantes homolaticos nfo sdo capazes de competir de forma
eficiente com a microbiota epifita do milho, quando comparados a inoculantes
heterofermentadores (KRISTENSEN et al., 2010). Entretanto, esse assunto ainda
precisa ser mais bem estudado, j4 que existe dificuldade em acompanhar a
viabilidade do inoculante durante a fermentagdo. Por ser uma silagem propensa a
deterioragdo aerdbia, a utilizacgdo de inoculantes contendo cepas
heterofermentativas ¢ mais indicada para essa silagem. A espécie Lactobacillus
buchneri ¢ uma heterofermentadora muito estudada e utilizada em silagens de
milho (DRIEHUIS; SPOELSTRA; COLE, 1996), ¢ em trabalhos recentes, como
de Rabelo e Rezende (2014), Reich e Kung Junior (2010) e Tabacco et al.
(2011), comprovou-se que silagens inoculadas com este lactobacilo

apresentaram menor perda de MS e maior estabilidade aerodbica.

2.5.2 Inoculante microbiano em silagem de cana-de-aciicar

Na silagem de cana-de-agtucar, a principal dificuldade sdo as perdas de
MS durante toda a fermentagdo, em fun¢do do crescimento de leveduras. Assim
como na silagem de milho, sdo estudados muitos tipos de inoculantes
microbianos para melhorar a qualidade da silagem e os melhores resultados séo
vistos com cepas heterofermentativas, como o L. buchneri (AVILA et al., 2010;

ZOPOLLATTO et al., 2009). Entre os trabalhos revisados, o aumento do acido
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acético ¢ a principal diferenga em relagdo a silagem ndo inoculada (AVILA et
al., 2009a; PEDROSO et al., 2011).

Os estudos feitos por Avila et al. (2009b) demonstraram que a utilizagio
do L. buchneri é recomendada, pois promove maior producdo dos acidos acético
e propiodnico, reducdo da populacdo de levedura e, consequentemente, menores
perdas e melhor estabilidade aerdbica de silagens. No trabalho de Moreira et al.
(2014), a inoculacdo de L. buchneri em silagem de cana-de-agticar ndo mostrou
mudan¢a no comportamento dos animais em relagdo ao tempo gasto em
alimentagdo, ruminacio e descanso, mas alterou o tempo de mastigagéo total por
kg de MS. Portanto, ndo modificou o consumo de nitrogénio dos animais, mas
proporcionou maior sintese ruminal de nitrogénio microbiano. Em relacdo ao
trabalho de Schmidt et al. (2014), a inoculagdo de L. buchneri alterou o padrio
de fermentacdo, aumentando a produg@o de acido acético, reduzindo as perdas

de nutrientes de silagem e melhorando a eficiéncia alimentar dos animais.

2.5.3 Novas cepas bacterianas usadas como inoculante microbioldgico

A busca por novos inoculantes ou por combina¢des de produtos que
apresentem efeito sinérgico na prevencido de perdas durante a ensilagem torna-se
cada vez mais necessaria (MUCK, 2008).

A cepa, para ser considerada um bom inoculante, deve preencher alguns
critérios, como rapido crescimento na forragem, habilidade para competir com a
microbiota epifita da planta, combater a deterioracdo apds a abertura do silo e
aumentar a estabilidade aerobica das silagens. Esses critérios podem ser
avaliados pela capacidade do microrganismo de utilizar o minimo de
carboidratos presentes na forragem e produzir metabdlitos de interesse,
principalmente para a conservagdo da silagem (SAARISALO et al.,, 2007;
ZOPOLLATTO et al., 2009). Para que o pH da silagem reduza rapidamente, sdo
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necessarias cerca de 108 BAL, porém, esta concentragdo ¢ superior a suprida
pelos inoculantes microbioldgicos. Assim, o inoculante deve apresentar rapida
taxa de crescimento na forrageira recém-armazenada (MCDONALD;
HENDERSON; HERONS, 1991).

A pesquisa por novos inoculantes é de suma importancia, principalmente
pelo fato de os resultados encontrados na literatura serem divergentes,
provavelmente em decorréncia da variagdo na microbiota epifitica da forragem
(SCHMIDT, 2009). Os resultados que demonstram ineficiéncia dos inoculantes
atuais, comerciais € ndo comerciais, podem ser observados nos trabalhos de
Muck (2008), que utilizou o inoculante comercial L. buchneri, juntamente com
um inoculante composto pelas cepas L. brevis, Enterococcus faecium e L.
plantarum, em silagem cana-de-acucar. No trabalho de Freitas et al. (2006), os
inoculantes L. plantarum e L. buchneri aplicados em silagem de cana-de-acticar
também ndo foram eficientes. Pedroso, Freitas e Souza (2000) utilizaram a
mistura comercial contendo L. plantarum, S. faecium e P. acidactili em
ensilagem de sorgo e também ndo obtiveram resultado positivo. Outro trabalho
que mostrou ineficiéncia dos inoculantes atuais foi o de Calescra e Gai (2012),
no qual os autores aplicaram a mistura comercial contendo L. curvatus, L.
plantarum, L. acidophilus, L. buchneri, P. acidilactici, E. faecium e complexo

multienzimatico celulolitico em silagem de milho.

2.5.3.1 Lactobacillus hilgardii

Durante muitos anos, os inoculantes contendo BAL homofermentativos
foram preferidos, pois produzem maior quantidade de acido latico, resultando na
queda mais rapida do pH e, consequentemente, silagens mais preservadas. No
entanto, pesquisadores tém se voltado para o estudo de cepas de BAL

heterofermentativas, que produzem acidos acético e propidnico e sdo eficientes
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em inibir o crescimento de leveduras e fungos filamentosos (KUNG JUNIOR;
STOKES; LIN, 2003).

O  Lactobacillus  hilgardii, anteriormente classificado  como
Lactobacillus vermiforme, pertence ao grupo de BAL heterofermentativas, sendo
um heterofermentador obrigatério. O L. hilgardii é um bacilo anaerdbio
facultativo, gram-positivo, catalase negativa, produtor de acidos propidnico,
acético e latico, etanol e CO,, com temperatura de crescimento entre 15 °C e 45
°C, sendo a otima entre 20 °C e 37 °C, sensivel ao dioxido de enxofre,
fermentador de maltose na presenca de extrato de levedura, tolerante a pH acido,
altas concentragdes de etanol (20%) e ambientes com concentragdes diluidas de
nutrientes (DICKS; ENDO, 2009).

Além dessas caracteristicas, o L. hilgardii ¢ capaz de produzir uma capa
protetora S externamente a parede celular (DOHM et al., 2011), constituida,
basicamente, de proteina e semelhante & encontrada em Archaea (HYNONEN;
PALVA, 2013). O L. hilgardii ja foi encontrado durante a vinificagdo e o
armazenamento de vinho e em produtos lacteos (DICKS; ENDO, 2009).

Estudos tém demonstrado que existem diferencas metabolicas entre
cepas de L. hilgardii. O trabalho de Arena et al. (2008) confirmou a capacidade
de uma cepa de L. hilgardii, isolada de vinho argentino, em degradar agmatina
em putrecina (aminas biogénicas); por outro lado, no trabalho de Garcia-Ruiz et
al. (2011) comprovou-se que algumas cepas de L. hilgardii isoladas de vinho
tém o potencial de metabolizar as aminas biogénicas histamina, tiramina e
putrecina, ndo sendo capazes de produzir esses metabolitos, mesmo com o meio
de cultivo contendo os seus aminoacidos precursores (histidina, tirosina e
ornitina, respectivamente). Segundo Garcia-Ruiz et al. (2011), a capacidade do
L. hilgardii em metabolizar aminas biogénicas sugere que sua aplicacdo em
silagens pode proporcionar um alimento de boa qualidade, ja que a deterioragio

da forragem ensilada produz amina como metabdlito, o que interfere no sabor e
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no odor do alimento, reduzindo seu consumo (REIS; TEIXEIRA; SIQUEIRA,
2006) e apresentando caracteristicas toxicas aos animais (CARDOZO et al.,
2013). As aminas mais encontradas em silagens s@o putrecina, histamina,
tiramida e cadaverina, representando cerca de 90% do total de aminas presentes
nas silagens (VAN OS; JAILLER; DULPHY, 1996).

Arena et al. (2012) demonstraram que o L. hilgardii é capaz de degradar
o aminodcido arginina e produzir amonia, caracteristica que pode ser benéfica,
considerando que o metabolismo desse aminoacido disponibiliza energia
adicional para o crescimento da BAL e a aménia produzida, apesar de apresentar
efeito neutralizante sobre acidos desejaveis (PEREIRA et al.,, 2007), tem
controle sobre o crescimento de leveduras e fungos filamentosos (SIQUEIRA et
al., 2007). Pires et al. (2003) constataram que amodnia anidra influencia
positivamente o consumo da silagem.

Alberto, Farias ¢ Nadra (2001) descrevem que o L. hilgardii degrada
acido galico, quando presente em baixas concentragdes no meio. O acido galico
pode estar em sua forma livre ou constituindo o tanino (CAMPOS; COUTO;
HOGG, 2003), que ¢ caracterizado como sendo um composto fendlico, com alto
peso molecular e suficientes grupos hidroxifenolicos para formarem efetivos e
fortes complexos com proteinas e outras macromoléculas (REED, 1995).
Segundo Bossi et al. (2007), o tanino ¢ responsavel por reduzir tanto o consumo
quanto a digestibilidade do alimento forrageiro, ja que se liga a proteinas,

formando complexos insoluveis.
2.5.3.2 Lactobacillus hilgardii como inoculante microbiano
Na literatura, pouco se fala sobre o uso de L. hilgardii em silagens,

porém, os trabalhos iniciais realizados por Avila et al. (2014) e Carvalho et al.

(2014) demonstraram que as silagens de cana-de-agicar e milho,
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respectivamente, apresentaram maiores teores de acidos acético e propidnico e
1,2-propanodiol. Avila et al. (2014) verificaram que as silagens de cana-de-
acUcar apresentaram maior populagdo de BAL, inversamente proporcional a
populagdo de leveduras e Carvalho et al. (2014) observaram, nas silagens de
milho, teores baixos de etanol durante toda a fermentagdo e que as
concentragdes de acgucar reduziram rapidamente no inicio da fermentagdo, o que
coincide com a alta populacdo de BAL observada no mesmo periodo. Porém, no
final da avaliacdo, ocorreu grande redugdo nas populagdes desses
microrganismos € maiores concentragdes de carboidrato solavel. Tais resultados
mostraram que as silagens apresentaram menores perdas de carboidratos e MS, e
maior estabilidade aerdbica.

Como ja mencionado, L. buchneri melhora substancialmente a
estabilidade aerobia de silagens e, segundo Heinl et al. (2012), o metabolismo de
L. hilgardii apresenta algumas semelhancas como de L. buchneri, dentre elas, a
classificagdo como heterofermentadores obrigatdrios, a capacidade de produzir
1,2-propanodiol e de o genoma do L. buchneri codificar cerca de 8 proteinas
precursoras da camada S, que pode estar presente em algumas cepas de L.

hilgardii.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

A preocupagdo em produzir alimento volumoso, principalmente no
periodo seco do ano, tem aumentado a utilizacdo da silagem. Contudo, a
qualidade da silagem sofre forte influéncia, principalmente, da temperatura, da
umidade, do fotoperiodo, da radiacdo solar, do estddio de maturagdo e das
técnicas de ensilagem.

Na literatura, ha muita divergéncia sobre o uso de inoculantes atuais em
silagens e, nesse sentido, estudos para selecionar novas cepas para inoculantes
microbioldgicos estdo se tornando cada vez mais necessarios.

Para que a cepa seja selecionada como inoculante, € necessario que ela
seja compativel com a forragem, ou seja, combata a microbiota epifita,
controlando a fermentacéo e acidificando a forragem rapidamente.

O L. hilgardii ndo é muito estudado como inoculante microbiano, mas
estudos iniciais mostram que ele propicia uma fermentacdo adequada da

forragem, diminuindo perdas e melhorando a estabilidade aerobica.
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SILAGEM DE MILHO (Zea mays L.) CRESCIDO EM DEFICIT
HIDRICO, INOCULADA COM Lactobacillus hilgardii CCMA 0170
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RESUMO

O milho (Zea mays L.) é a forragem mais utilizada na producio de
silagem. O Lactobacillus hilgardii CCMA 0170 foi anteriormente isolado em
silagem de cana-de-agucar e apresentou bons resultados nesta forragem e em
silagem de milho. Dessa forma, este trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar seu efeito na forragem de milho crescido em déficit hidrico. Utilizou-se
um delineamento experimental inteiramente casualizado, com esquema fatorial
tipo 2 (silagem com e sem inoculante) x 4 (tempos de abertura), com 3
repeticdes. A populagdo vidvel de L. hilgardii CCMA 0170 inoculada foi de 6
log UFC g'1 de forragem. Foram avaliados o teor de MS, CHO, FDN, PB, os
valores de pH, as populagdes de BAL, leveduras e fungos filamentosos, as
concentragdes dos acidos latico, acético, propidnico e butirico, etanol e 1,2
propanodiol e a estabilidade aerdbicas das silagens apos 90 dias de fermentagao.
A planta de milho apresentou teor de MS de 366,55 g kg MF. Os teores de PB
e CHO apresentaram-se dentro do recomendado (minimo de 70 ¢ 60 g kg™ MS,
respectivamente). O teor de FDN situou-se dentro do relatado na literatura. A
contagem de BAL e fungos da microbiota epifita divergiu das encontradas na
literatura. O conteudo metabdlico presente na forragem foi semelhante ao
encontrado na literatura, com exce¢do do etanol (acima do encontrado na
literatura). O teor médio de FDN, em todos os tempos de abertura, na silagem
controle, foi de 594,44 g kg™ MS e, na silagem inoculada, foi de 577,78 g kg
MS. No final da ensilagem, o teor de FDN foi 559,92 g kg"' MS. O teor de MS
atingiu 362,20 g kg, no final da fermentagdo. As perdas de MS por efluente
alcangaram 1,23%. O teor de CHO na silagem inoculada reduziu para 4,69 g kg’
MS e, na silagem controle, para 1,94 g kg’ MS no final do processo
fermentativo. O valor do pH atingiu 3,75 (inoculada) e 3,84 (controle), aos 90
dias de fermentagdo. A populagdo de BAL na silagem controle e inoculada
atingiu 8,58 e 8,60 log UFC g, respectivamente. As popula¢des de leveduras e
fungos filamentosos reduziram na silagem inoculada e foram menores que o
minimo detectdvel de 2 log UFC g'. A concentragio do écido latico,
independente dos tempos de abertura, na silagem controle, foi de 49,33 g kg
MS e, na silagem inoculada, de 59,85 g kg”' MS. Considerando os tempos de
abertura, foi de 72,46 g kg”! MS. A concentragio de 4cido acético atingiu 12,93
g kg' MS na silagem inoculada e 4,92 g kg' MS na silagem controle. A
concentragdo final de etanol foi de 17,33 g kg MS na silagem com inoculante e
20,36 g kg MS na silagem controle. A concentragdo de 1,2 propanodiol, aos 90
dias de fermentagdo, atingiu 0,0127 g kg’ MS. A concentragdo de acido
propidnico alcangou 2,79 g kg MS, ao final da ensilagem O 4cido butirico
chegou a concentragdo de 1,39 g kg”' MS. As temperaturas da silagem inoculada
com o L. hilgardii CCMA 0170 ndo apresentaram elevacdo durante todo o
tempo exposto ao ar, ao contrario da silagem controle, que, com trés dias de
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exposicao, apresentou 2 °C acima da temperatura ambiente. A populagdo média,
ao final do periodo de exposi¢do aerdbica, nas silagens controle e inoculada, de
BAL, foi de 7,18 log UFC g'1 e de 7,63 log UFCg’l; de levedura, de 5,6 log UFC
g e de 1,06 log UFC g e de fungos filamentosos, de 4,83 log UFC g e de 1,12
log UFC g, respectivamente. A inoculagio de Lactobacillus hilgardii CCMA
0170 melhorou a qualidade da silagem de milho com baixa umidade.

Palavras-chave: Inoculante, Lactobacillus hilgardii, silagem de milho.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) ¢ a forragem mais utilizada na producdo de
silagem, especialmente pelos teores de matéria seca (MS) e carboidratos
soluveis em dgua (CHO) adequados e pelo baixo poder tampio (JALC et al.,
2009; SANTOS: AVILA; SCHWAN, 2013). Contudo, a qualidade da silagem
sofre forte influéncia, principalmente, da temperatura, da umidade, do
fotoperiodo, da radiagdo solar, do estadio de maturagio e¢ da estabilidade
aerdbica, ja que as caracteristicas adequadas da planta de milho possibilitam
maior crescimento de microrganismos indesejaveis (BASSO et al., 2012;
NISHINO et al., 2003).

O processo de conservagdo da forragem ocorre pela fermentagdo
anaerdbica de bactérias produtoras de acidos organicos, que podem ser naturais
da planta ou decorrentes da adicdo de inoculante, normalmente contendo
bactérias do 4cido latico (BAL), que so aplicados com o objetivo de diminuir o
tempo de acidificacdo da forragem, as perdas energéticas ¢ a instabilidade
aerébica da silagem (ARAGON; JATKAUSKAS; VROTNIAKIENE, 2012;
GIRAFFA; CHANISHVILI; WIDYASTUTI, 2010; MUGLALI et al., 2012;
ZHANG et al., 2009).

Os inoculantes microbianos utilizados em silagem compreendem
bactérias homofermentativas, heterofermentativas ou a combinag¢do destas. Na
ensilagem do milho, ¢é recomendada a utilizacgdo de Dbactérias
heterofermentativas, que produzem maiores quantidades de acido acético e,
assim, s3o efetivas no controle de fungos, durante a exposi¢do da silagem ao ar
(GIRAFFA; CHANISHVILI; WIDYASTUTI, 2010).

Uma cepa bacteriana para ser utilizada como inoculante tem que ser
compativel com a forragem e, assim, promover rapida queda do pH, competir

com a microbiota epifita, sobreviver durante a ensilagem, melhorar a
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estabilidade aerdbica, inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis e
minimizar as perdas energéticas. A compatibilidade da cepa pode ser avaliada
pela capacidade do microrganismo de utilizar o minimo de carboidratos
presentes na forragem e produzir metabolitos de interesse, principalmente para a
conservagdo da silagem (SAARISALO et al., 2007; ZOPOLLATTO; DANIEL;
NUSSIO, 2009).

O uso de Lactobacillus hilgardii como inoculante ¢ pouco estudado,
porém, os trabalhos iniciais realizados por Avila et al. (2014) e Carvalho et al.
(2014) demonstraram que as silagens de cana-de-agucar e de milho apresentaram
maiores teores de dacidos acético e propidnico e 1,2-propanodiol,
respectivamente. O L. hilgardii CCMA 0170 foi isolado de silagem de cana-de-
aglicar por Avila et al. (2009), contudo, ¢ importante conhecer seu efeito em
outros tipos forragens, visto que os resultados encontrados com os inoculantes
atuais sfo divergentes. Considerando a necessidade de estudos com novas cepas
microbianas e o bom desempenho do L. hilgardii CCMA 0170 em silagem de
cana-de-aguicar, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos
da inoculagdo de Lactobacillus hilgardii CCMA 0170 em silagens de milho que

se desenvolveram em €poca de déficit hidrico, no sul do pais, de planta inteira.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Reativacio da cepa de Lactobacillus hilgardii CCMA 0170

A cepa Lactobacillus hilgardii CCMA 0170 estava armazenada a 80 °C
negativos. A reativacdo foi realizada em tubo contendo 5 mL de caldo Man
Rogosa Sharpe (MRS) (HYMEDIA®), incubado, por 48 horas, a 35 °C. Em
seguida, uma aliquota de 0,1 mL da cultura foi espalhada em placa de Petri

contendo 20 mL de dgar MRS, para a verificago da pureza.

2.2 Avaliacio do perfil fermentativo das silagens

2.2.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
(DIC) em um esquema fatorial tipo 2 (controle e inoculada) x 4 (tempos de
aberturas), com 3 repeticdes. Os tempos de abertura foram de zero (forragem),
10, 60 e 90 dias de fermentagdo. Seis silos foram montados para cada tempo,
sendo trés para as silagens inoculadas e trés para os controles. Em cada tempo de
abertura foram feitas amostragens das silagens para andlise quimico-

bromatoldgica e avaliagdo da microbiota.

2.2.2 Condigoes da forragem, silos laboratoriais e inoculante

O milho foi colhido em estagio da metade a dois tercos da linha do leite.
O milho cresceu durante o periodo de novembro de 2013 ¢ janeiro de 2014, data
ndo adequada para o plantio e a colheita de milho, devido, principalmente, ao

estresse hidrico dessa época anual, acarretando uma forragem seca.
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Os silos experimentais eram cilindros compostos de cloreto de polivinila
(PVC), com 10 cm de didmetro, 60 cm de comprimento, capacidade para 3 kg de
forragem e vélvulas de Bunsen para a liberagdo do gis formado pela
fermentac3o.

O inoculante foi crescido em sucessivos cultivos, até atingir uma
populagio viavel de 6 log UFC g™ de forragem, populagio que foi verificada por
meio de plaqueamento em superficie no meio MRS. Para que o inoculante
estivesse na populagdo 6 log UFC g na forragem, no momento da ensilagem,
33 mL da biomassa fresca do inoculante foram homogeneizados com 80 mL de
agua destilada e pulverizados sobre a forragem a ser ensilada. O mesmo volume
de 4gua destilada foi adicionado ao tratamento controle, para garantir igual

umidade em ambas as silagens.

2.2.3 Analises quimico-bromatologicas das silagens

Inicialmente, as amostras da forragem e das silagens foram pré-secas em
estufa de ventilacdo forgada, a 55 °C, por 72 horas e, em seguida, foram moidas
em moinho tipo Willey com malha de 1 mm (ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTIS - AOAC, 1990).

A quantificacdo das fibras de detergente neutro (FDN) foi realizada
conforme Pell e Schofield (1993). A analise dos CHO foi feita pelo método
colorimétrico, conforme Dubois et al. (1956). A determinacdo do pH foi
realizada a partir do mesmo extrato utilizado para o estudo microbioldgico, por
meio da leitura em potenciometro digital (Digimed Analitica, modelo 20®),
conforme Cherney e Cherney (2003). A determinag@o dos teores de proteina
bruta (PB) e MS total foi feita conforme a AOAC (1990). A perda de MS por
efluente foi calculada a partir da pesagem do silo, antes e depois do processo

fermentativo.
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2.2.4 Analise dos metabdlitos nas silagens

As amostras de 25 g foram diluidas em 225 mL de 4gua destilada estéril
e homogeneizada em misturador orbital Tecnal — TE140, durante 20 minutos, a
150 rotagdes por minuto (RPM). Em seguida, 2 mL do extrato foram retirados e
acidificados com 0,01 mL de solugdo de acido sulfurico 50% (vol/vol),
promovendo a parada total do metabolismo microbiano na amostra (quenching),
de acordo com metodologia descrita por Fussell e McCalley (1987).

Os acidos latico, acético, propidnico e butirico, etanol e 1,2 propanodiol
foram determinados por HPLC, de acordo com metodologias citadas por Duarte
et al. (2009).

O cromatografo utilizado foi o Shimadzu, modelo LC-10Ai (Shimadzu
Corp. Japdo) e a identificagdo dos compostos foi determinada a partir das curvas
de calibragdo dos padrdes conhecidos. A coluna foi de exclus@o de ions modelo
Shim-pack SC-101H de 30 c¢cm de comprimento e 7,9 mm de didmetro,
funcionando a 50 °C. A fase mével foi uma solug@o de acido perclérica com pH
2,1 e fluxo de 0,6 mL.min-1. A detec¢do do etanol e 1,2 propanodiol foi
realizada por indice de refraccdo (RID 10A) e a dos 4cidos orgénicos, por
radiacdo ultravioleta com comprimento de onda de 210 nm (UV — Vis/SPD -

10Ai).

2.2.5 Analise da microbiota das silagens

As amostras de 25 g de silagem foram diluidas assepticamente em 225
mL de 4gua peptonada 0,1% estéril e agitadas em agitador orbital Tecnal —
TE140, durante 20 minutos, a 120 rpm. O extrato obtido foi submetido a uma

diluigio decimal seriada até 10°. A partir das dilui¢des, aliquotas de 0,1 mL
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foram espalhadas, em triplicata, com o auxilio de al¢a de Drigalsk, nos meios de
cultivos.

A quantificagdo de BAL foi feita em meio MRS acrescido de nistatina
0,4% e incubado, a 30 °C, por 48 horas. A contagem de leveduras e fungos
filamentosos foi realizada no meio Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol
(DRBC) (HYMEDIA®) incubado a 30 °C, por 48 horas, para leveduras ¢ 120
horas, para fungos filamentosos. Em caso de subjetividade na quantificagdo de
leveduras e fungos filamentosos, as colonias foram diferenciadas observando-se

suas caracteristicas

2.2.6 Analise estatistica

Os dados quimico-bromatoldgicos, microbioldgicos e metabdlicos foram
comparados por analise de variancia (ANAVA) e suas médias comparadas pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando o programa Sistema de

Analise de Variancia (SISVAR).

2.3 Avaliaciio da estabilidade aerdbica das silagens

Apds 90 dias de ensilagem, as silagens foram expostas ao ar para analise
da estabilidade aerdbica, que ¢ definida como o tempo em que a temperatura da
silagem permaneceu estavel até aumentar mais que 2 °C acima da temperatura
do ambiente (O'KIELY, 1993).

As silagens foram colocadas em recipientes e mantidas em sala com
temperatura controlada. Na massa foi inserido um Data Logger’s (Impac,
modelo MI-IN-D-2-L), a 10 cm de profundidade, registrando a temperatura a

cada 30 minutos, durante 7 dias.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas da planta de milho

A planta de milho apresentou teor de MS de 366,55 g kg™ MF, valor
superior ao recomendado por Filya (2004), que ¢ entre 300 e 350 g kg™ e
relatado no trabalho de Silva et al. (2014). O alto valor de matéria seca na planta
de milho pode ser explicado pela data de plantio e colheita do milho que foi em
época de estresse hidrico na regido sul de Minas Gerais. Os teores de PB e CHO
estdo dentro do recomendado por Jaremtchuk et al. (2005), que sdo os minimos
de 70 e 60 g kg MS, respectivamente, contribuindo para a fermentagdo e a
conserva¢do adequada da silagem pelas BAL. O teor de FDN se encontra dentro
do relatado na literatura (VASCONCELOS et al., 2005) e compativel com o
trabalho de Almeida Filho et al. (1999) e Silva et al. (2014) (Tabela 1).

A contagem de bactérias laticas e fungos da microbiota epifita diverge
das encontrada nos trabalhos de Basso et al. (2012), Filya (2003), Filya, Sucu ¢
Karabulut (2006) e Kung Junior ¢ Shaver (2001), porém, esta proxima das
encontradas nos trabalhos de Addah et al. (2011) e Silva et al. (2014) (Tabela 1).

O conteido metabodlico presente na forragem foi semelhante aos
encontrados na literatura, com excec¢do do etanol, que se apresentou acima do
encontrado na literatura (ASSIS et al., 2014; KROONEMAN et al., 2002)
(Tabela 1).
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Tabela 1 Caracteristicas quimico-bromatoldgicas, microbioldgicas e producio de

metabolitos da planta de milho

Variavel Forragem
Matéria seca (g kg MF) 366,55
pH 5,46
Teores em g kg MS
Carboidratos solaveis 90,26
Fibra em detergente neutro 594,25
Proteina bruta 69,21
Populagbes em log UFC g
Bactérias do acido latico 5,95
Leveduras 6,02
Fungos filamentosos 9,87
Concentracdes em g kg MS
Acido latico 14,75
Acido acético 2,82
Acido propiénico 1,35
Acido butirico 0,15
Etanol 13,92
1,2 propanodiol 0

3.2 Perfil fermentativo das silagens

Os teores de FDN foram influenciados pela inoculagido do Lactobacillus

hilgardii CCMA 0170 (p<0,05) e o tempo de fermentagdo (p<0,05), porém, a

interacdo entre esses fatores ndo foi verificada (p>0,05). Para os teores de MS e

perdas por efluente houve efeito apenas do tempo de fermentacdo (p<0,05). Os

teores de PB ndo foram influenciados por nenhum dos fatores estudados

(p>0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2 Probabilidade do efeito (P) dos fatores silagem e tempo de fermentagdo
na composic¢do das silagens de milho

Variavel ld
arave Silagem Tempo Interacio
pH >(0,05 <0,05 <0,05
Matéria seca (g kg MF) >0,05 <0,05 >0,05
Perdas por efluente (%) >0,05 <0,05 >0,05
Teores em g kg” MS
Carboidratos soluveis em agua <0,05 <0,05 <0,05
Fibra em detergente neutro <0,05 <0,05 >0,05
Proteina bruta >(,05 >(,05 >0,05
Populag¢des em log UFC g
Bactérias do acido latico >0,05 <0,05 <0,05
Leveduras <0,05 <0,05 <0,05
Fungos filamentosos <0,05 <0,05 <0,05
Concentracdes em g kg” MS
Acido latico <0,05 <0,05 >0,05
Acido acético <0,05 <0,05 <0,05
Acido propiénico >0,05 <0,05 >0,05
Acido butirico >0,05 <0,05 >0,05
Etanol <0,05 <0,05 <0,05
1,2 propanodiol <0,05 <0,05 <0,05

O teor médio de FDN, em todos os tempos de abertura nas silagens
controle, foi de 594,44 g kg'' MS, diferindo significativamente (p<0,05) do teor
médio das silagens inoculadas, de 577,78 g kg”' MS (Gréfico 1). Essa diferenga
mostra que, possivelmente, o inoculante reduziu as perdas de MS e conservou
mais CHO e, proporcionalmente, a FDN ficou mais baixa na silagem inoculada.

Com relagdo as mudangas temporais, o teor de FDN médio de 594, 25 g
kg! MS na forragem aumentou para 610,02 g kg’ MS, com 10 dias de
fermentacdo. Contudo, este aumento nao foi significativo (p>0,05), assim como
o decréscimo da FDN, aos 60 dias de fermentag@o, para 579, 24 g kg'1 MS, ao
final do processo de ensilagem, apresentou redug@o significativa (p<0,05),

atingindo 559,92 g kg"' MS (Grifico 1).
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Grafico 1 Teores de fibra em detergente neutro. Figura A: Teores médios no
decorrer do processo fermentativo. Figura B: Teores médios nas
silagens inoculadas e controles

O aumento na fragcdo de FDN pode ser devido ao consumo de CNF pela
respiracdo celular, na primeira fase do processo de ensilagem, e por
microrganismos, durante a fase de fermentagdo, fazendo com que ocorra
concentragdo dos componentes fibrosos em relagdo a MS total, levando a esse

aumento numérico no teor de fibras presentes nas silagens (AVILA et al., 2008).

A redugdo dos teores de FDN pode ser explicada pela degradagdo da
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hemicelulose por a¢do enzimatica da propria planta ou devido a agfo dcida, ja
que as silagens que apresentaram menor pH foram aquelas que também
apresentaram menores fragcdes de FDN. Tal fato pode ser positivo devido ao fato
de a hidrdlise das fibras fornecer quantidades extras de carboidratos soltiiveis aos
microrganismos, proporcionando maior queda de pH e conservagio da forragem,
além de aumentar a digestibilidade e o consumo do alimento (CUMMINS et al.,
2007; JONES; HATFIELD; MUCK, 1992).

Com o processo fermentativo, o teor de MS na forragem (366,55 g kg™")
aumentou aos 10 dias de fermentagio (378,79 g kg') e, a partir dos 60 dias,
decaiu (377,35 g kg™') e atingiu 362,20 g kg, no final da fermentagdo. Contudo,
essas variagdes na MS ndo foram estatisticamente diferentes (p>0,05) (Grafico
2). A redug@o no teor de MS foi menor que as encontradas em trabalhos com
cepas heterofermentativas  (FILYA; SUCU, 2010; JATKAUSKAS;
VROTNIAKIENE, 2005; WITTENBERG; INGALLS; DEVLIN, 1983), porém,

préxima a encontrada por Oliveira et al. (2010).
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Grafico 2 Teores médios de matéria seca no decorrer do processo fermentaivo
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As perdas de MS por efluente aumentaram significativamente (p<0,05)
até os 10 dias de fermentagdo, atingindo 0,88% e estabilizando-se. Aos 90 dias
de fermentag@o, alcangou 1,23% (Gréfico 3). A perda de MS ¢ prejudicial a
qualidade da silagem, contudo, a MS, no momento da ensilagem, estando até
35%, minimiza as perdas, mantendo as concentragdes necessérias dos nutrientes
durante o processo fermentativo (KUNG JUNIOR; SHAVER, 2001). Os valores
encontrados neste trabalho sdo inferiores aos relatados por Assis et al. (2014),

que testaram cepas distintas para inoculante microbiano de silagem de milho.
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Grafico 3 Porcentagens médias de perda de matéria seca por efluente no decorrer
do processo fermentativo

Os teores de CHO e valores de pH foram influenciados pela interagdo
significativa entre os fatores inoculante ¢ tempo de fermentagdo (P<0,05)
(TABELA 2).

Os carboidratos soliveis sdo substratos essenciais para o crescimento de
BAL que, ao hidrolisarem os agucares liberando 4cidos orgénicos,

principalmente latico e acético, reduzem o pH da massa (CHEN et al., 2013). O
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teor de CHO na silagem inoculada reduziu mais lentamente que na silagem
controle, decaindo significativamente (p<0,05) de 96,69 g kg’ MS para 28,13 g
kg' MS, aos 10 dias de fermentacio, estabilizando até os 60 dias (27,97 g kg
MS) e reduzindo significativamente (p<0,05) para 4,69 g kg” MS, no final da
fermentag@o. A silagem controle decaiu significativamente (p<0,05) aos 10 dias
de fermentagdo, para 18,78 g kg MS e, aos 60 dias, atingiu 2,05 g kg"' MS,
estabilizando-se e chegando a 1,94 g kg”' MS, no final do processo fermentativo.
As silagens inoculadas com o Lactobacillus hilgardii CCMA 0170 apresentaram
menor reducdo dos CHO e valores préximos ao encontrado por Filya e Sucu
(2010), diferindo significativamente da silagem controle, a partir de 60 dias de

fermentagao (p<0,05) (Grafico 4).
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Grafico 4 Teores de carboidratos soluveis nas silagens controle e inoculada, no

decorrer do processo fermentativo

O valor do pH teve reducdo significativa (p<0,05) apos 10 dias de

fermentacdo, tanto para silagem controle quanto para inoculada, partindo de 5,46
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e atingindo 3,88 e 3,99, respectivamente. Com 60 dias de fermentagfo, a silagem
inoculada decaiu significativamente (p<0,05) para 3,85, estabilizando-se e atingindo
3,75, aos 90 dias de fermentacdo. A silagem controle estabilizou-se dos 10 dias de
fermentagdo até o final do processo, chegando a 3,84 (Grafico 5). E importante
salientar que os valores de pH foram significativamente diferentes ao final do
processo fermentativo (p<0,05) e o pH mais acido da silagem inoculada foi obtido
consumindo-se menos carboidratos soluveis durante a ensilagem, destacando a
eficiéncia da cepa inoculada e o baixo poder tampdo da planta de milho. O valor de
pH estd dentro da faixa ideal de inibi¢do de microrganismos deterioradores e
caracteristico de silagem de milho que, de acordo com Kleinschmit e Kung Junior

(2006) e Moisio e Heikonen (1994) ¢ de, no maximo, 4,2.
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Grafico 5 Valores de pH no decorrer do processo fermentativo, nas silagens
controle e inoculada

As populagdes de BAL, leveduras e fungos filamentosos foram
influenciadas pela intera¢ao entre o tempo de fermentacgdo e a aplicagdo ou ndo

do Lactobacillus hilgardii CCMA 0170 (p<0,05) (TABELA 2).
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A populagdo de bactéria latica nas silagens controle e inoculada nio
diferiu estatisticamente (p>0,05), em nenhum momento do processo
fermentativo e aumentaram significativamente (p<0,05) apenas com 60 dias de
fermentagio, atingindo 8,44 ¢ 8,61 log UFC g, respectivamente, estabilizando-
se e chegando aos 90 dias de fermenta¢do, com 8,58 e¢ 8,60 log UFC g,
respectivamente. A populag@o final foi maior que a encontrada no trabalho de
Silva et al. (2014) e préxima a do trabalho de Addah et al. (2011) (GRAFICO 6).
Diferente dos trabalhos de Assis et al. (2014), Li e Nishino (2011) e Santos,
Avila e Schwan (2013), a populacdo de BAL, tanto nas silagens controle quanto
na inoculada, ndo reduziu com 60 dias de fermentacdo, aumentou
significativamente (p>0,05) e manteve-se estdvel até o final do processo
fermentativo, provavelmente por detrimento de substrato ou de compostos

téxicos ao crescimento presentes na silagem.
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Gréafico 6 Populacdo de bactérias do acido latico no decorrer do processo
fermentativo, nas silagens controle e inoculada
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As populagdes de leveduras e fungos filamentosos reduziram
significativamente (p<0,05) nas silagens inoculadas e controle. Nas silagens
controle, as populagdes de leveduras e de fungos filamentosos atingiram 3,18 e
7,85 log UFC g', respectivamente. Nas silagens inoculadas, ambos
apresentaram valores menores que o minimo detectével de 2 log UFC g™, apés o
processo de ensilagem (Graficos 7 ¢ 8). A diferenca entre as populagdes de
leveduras e fungos filamentos, apos 90 dias de fermentagdo nas silagens
inoculadas e controles, foi significativa (p<0,05) e benéfica, mostrando que a
concentragdo de 4cidos organicos nas silagens com adi¢do de inoculante foi
superior as concentragdes minimas inibitérias (CMI) ao crescimento desses
microrganismos deterioradores (LI; NISHINO, 2011). A concentracdo minima
inibitoria dos acidos organicos pode ter sido atingida devido ao efeito sinérgico
dos 4cidos latico, acético e propidnico muito comum no processo de ensilagem,
e acentuado em silagens inoculadas com cepas microbianas produtoras desses

acidos na ensilagem (DRIEHUIS; OUDE ELFERINK, 2000; MOON, 1983).
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A concentragdo de 4cido latico foi influenciada pela inoculagdo do
Lactobacillus hilgardii CCMA 0170 (p<0,05) e pelo tempo de fermentagio
(p<0,05). Houve interagdo significativa entre os fatores estudados para as
concentragdes de acido acético, etanol e 1,2 propanodiol (p<0,05). As
concentragdes dos acidos propionico e butirico foram influenciadas pelo
processo de fermentacdo (p<0,05) (Tabela 2).

A concentracdo do acido latico, independente dos tempos de abertura,
nas silagens controle, foi de 49,33 g kg’ MS, diferindo significativamente
(p<0,5) da silagem inoculada, que apresentou concentragdo de 59,85 g kg"' MS
(Gréfico 9). Considerando os tempos de abertura durante a ensilagem, a
concentragio do lactato na forragem foi de 14,75 g kg’ MS, aumentando
significativamente (P<0,05) para 61,98 g kg” MS, aos 10 dias de fermentagdo e
estabilizando-se até o final do processo, quando atingiu 72,46 g kg’ MS
(Gréafico 9). Até 10 dias de fermentagio ocorreu intensa producdo de acido latico
e, a partir deste ponto, houve aumento da concentragdo, porém, ndo mais
significativa. Tal fato pode ser justificado pela queda dos carboidratos soluveis
com o decorrer da fermentagdo e, ainda, pela utilizagdo do lactato por outros
microrganismos nos estagios finais de ensilagem, antes inibidos (KUNG

JUNIOR; SHAVER, 2001).
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acido latico no decorrer do processo fermentativo. Figura B:
Concentracdes médias de acido latico nas silagens controle ¢
inoculada

As concentragdes encontradas sdo superiores as de muitos trabalhos

encontrados na literatura, inclusive em estudos de selecdo de novas cepas para
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inoculantes e combinacdes de espécies (ASSIS et al., 2014; BASSO et al., 2012;
JATKAUSKAS; VROTNIAKIENE, 2005, 2011; KELES; DEMIRCI, 2011; LIL;
NISHINO, 2011; NISHINO et al., 2003; REICH; KUNG JUNIOR, 2010;
SANTOS; AVILA; SCHWAN, 2013; SILVA et al., 2014). Entretanto, os
trabalhos de Addah et al. (2011) e Nkosi et al. (2012), que estudaram o efeito de
uma mistura comercial e das espécies L. buchneri e L. plantarum,
respectivamente, apresentaram valores superiores, porém, ndo muito distantes
dos encontrados neste estudo. As concentragdes de acido latico encontradas
neste estudo sugerem que esta espécie de lactobacilos apresenta grande potencial
para inoculante microbiol6gico para milho com alto teor de MS.

A concentragdo de dcido acético aumentou significativamente (p<0,05)
até os 10 dias de fermentagio na silagem inoculada e controle, chegando a 9,02 ¢
4,16 g kg MS, respectivamente. A partir dos 10 dias até o final do processo
fermentativo, a concentragio de acetato estabilizou-se e atingiu 12,93 g kg™ MS
na silagem inoculada e 4,92 g kg”' MS na silagem controle. O valor encontrado
na silagem inoculada foi superior ao relatado nos trabalhos de Assis et al.
(2014), Santos, Avila e Schwan (2013) e Silva et al. (2014), semelhante aos
trabalhos de Addah et al. (2011) e Basso et al. (2012) e inferior aos resultados de
Jatkauskas e Vrontniakiene (2005, 2011) e Nkosi et al. (2012). O teor de acetato
nas silagens inoculadas foi significativamente (p<0,05) menor que nas silagens
controle a partir dos 10 dias de fermentacdo, mostrando que a cepa de L.
hilgardii CCMA 0170 inoculada influenciou a produgio do acido. O L. hilgardii
¢ heterofermentador e semelhante ao L. buchneri, portanto, apresenta capacidade
de reduzir acido latico a acido acético, etanol e 1,2 propanodiol (HEINL et al.,

2012; KROONEMAN et al., 2002) (GRAFICO 10).
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Grafico 10 Concentragdes de acido acético no decorrer do processo fermentativo
nas silagens controle e inoculada

Mesmo a concentragdo de etanol aumentando nas silagens inoculadas e
controle, o aumento nao foi significante (p>0,05) e ndo diferiu entre si ao final
da ensilagem (p>0,05) (Grafico 11). A concentracdo final de etanol foi de 17,33
g kg”! MS, nas silagens com inoculante e 20,36 g kg™ MS, nas silagens controle,
valores superiores aos encontrados por Li e Nishino (2011), Reich e Kung Junior
(2010) e Tabacco et al. (2011) e inferiores aos de Santos, Avila e Schwan (2013)
que estudaram varias cepas para sele¢do de inoculante. Além da alta
concentragdo de etanol na forragem, outro fator que pode ter ocasionado alta
produgdo de etanol na ensilagem ¢ o fato de L. hilgardii ser heterolatico e ter
como produto do seu metabolismo etanol (TABACCO et al., 2011). Apesar da
alta concentracdo relatada, de acordo com Kung Junior e Shaver (2001), os

teores de etanol se enquadram na faixa aceitével de 10 a 30 g kg MS.
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Grafico 11 Concentrag¢des de etanol no decorrer do processo fermentativo, nas
silagens controle e inoculada

A concentracdo de 1,2 propanodiol aumentou significativamente nas
silagens inoculadas (p<0,05) até os 10 dias de processo fermentativo, chegando
a 0,0088 g kg MS e estabilizando-se até os 90 dias de fermentagio, quando
atingiu 0,0127 g kg' MS (GRAFICO 12). Nas silagens controle nio foi
observada a producdo desse metabdlito. Nos trabalhos de Assis et al. (2014), Li
e Nishino (2011), Reich e Kung Junior (2010) e Silva et al. (2014) as
concentragdes desse metabolito foram superiores. Por outro lado, no trabalho de
Santos, Avila e Schwan (2013), elas foram inferiores. O 1,2 propanodiol ¢
produto da quebra do acido latico, juntamente com o etanol e acido acético, por
bactérias heterolaticas, podendo ser metabolizado por algumas bactérias a 1-
propanol e acido propidnico (NISHINO et al., 2003; OUDE ELFERINK et al.,
2001).
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A concentragdo de acido propidnico aumentou no decorrer do processo

fermentativo, porém, ndo significativamente (p>0,05), partindo do valor médio

de 1,35 g kg MS na forragem, alcancando 2,25 g kg MS aos 10 dias de

fermentagio, 2,74 g kg”' MS com 60 dias e atingindo 2,79 g kg MS ao final da

ensilagem (Grafico 13). O resultado obtido € inferior ao encontrado no trabalho

de Santos, Avila e Schwan (2013), no qual foram estudadas varias cepas para a

selecdo de novos inoculantes. Contudo, nos trabalhos de Nkosi et al. (2012) e

Silva et al. (2014) foram apresentadas concentracdes inferiores. O acido

propidnico, juntamente com o acido acético, tem efeito sinérgico, inibindo o

crescimento de leveduras e de fungos filamentosos (LI; NISHINO, 2011).
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Grafico 13 Concentragdes de acido propidnico no decorrer do processo
fermentativo, nas silagens controle e inoculada

O 4acido butirico esta relacionado a contamina¢do por clostridios,
atribuindo baixa palatabilidade ao alimento e sua recusa por parte do animal,
sendo o limite aceitdvel em silagem no maximo 0,1 g kg' MS
(DEMARQUILLY, 1998; OUDE ELFERINK et al, 2001; ROSSL
DELLAGLIO, 2007). No presente trabalho, a concentragio foi de 1,39 g kg
MS (Grafico 14). Mesmo a concentragdo sendo baixa, ndo estd dentro do

maximo aceito, o que implica em um ponto negativo.
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Grafico 14 Concentragdes de 4acido butirico no decorrer do processo
fermentativo, nas silagens controle e inoculada

3.3 Estabilidade aerdbica das silagens

O crescimento de microrganismos deterioradores nas silagens aumenta a
temperatura da massa, portanto, aferir a temperatura das silagens é uma medida
indireta de avaliar a deterioragdo na massa. A silagem permanece estavel até que
sua temperatura ultrapasse 2 °C acima da temperatura ambiente (TAYLOR;
KUNG JUNIOR, 2002).

As temperaturas da silagem inoculada com o L. hilgardii CCMA 0170
ndo apresentaram elevacdo durante todo o tempo exposto ao ar, sendo sempre
mais baixas que a temperatura ambiente, ao contrario da silagem controle que,
com trés dias de exposi¢do ao ar, apresentou 2 °C acima da temperatura
ambiente. A silagem controle chegou a uma temperatura maxima de 29 °C, 8 °C
acima da temperatura ambiente (Grafico 15).

O fato de a silagem inoculada ter mantido a estabilidade durante os sete

dias de avaliagdo pode ser atribuido ao fato de o L. hilgardii ser
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heterofermentador e produzir &cidos acético e propidnico que inibem o
crescimento de fungos filamentos e leveduras, os maiores deterioradores
aerdbios de silagens. Trabalhos em que foram utilizadas cepas
heterofermentativas, sozinhas ou combinadas, apresentaram periodo de
estabilidade maior que o obtido neste trabalho (JATKAUSKAS;
VROTNIAKIENE, 2011; REICH; KUNG JUNIOR, 2010).
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—m— AMBIENTE ---o--- INOCULANTE —e— CONTROLE

Grafico 15 Variagdo da temperatura durante a exposi¢do aerdbica das silagens
controle e inoculada

A populagdo média ao final do periodo de exposi¢do aerdbica, nas
silagens controle e inoculada, de BAL, foi de 7,18 log UFC g e 7,63 log UFCg’
' de levedura, de 5,6 log UFC g' e 1,06 log UFC g e de fungos filamentos, de
4,83 log UFC g' e 1,12 log UFC g", respectivamente (Grafico 16). Esses
resultados apontam que a silagem inoculada, mesmo apresentando populacdo

proxima a do controle, possuia microrganismos capazes de produzir metabolitos
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Grafico 16 Populagdo de BAL, levedura e fungos filamentosos nas silagens
inoculada e controle, apos sete dias de exposi¢do ao ar
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4 CONCLUSAO

A inoculagdo do Lactobacillus hilgardii CCMA 0170 melhorou a
qualidade da silagem de milho com baixa umidade, devido ao menor
metabolismo de carboidratos soliveis para atingir um pH mais acido que na
silagem controle. Além da producdo de acido acético e propidnico, que
sinergicamente contribuiram para a inibi¢do de leveduras e fungos filamentos,
proporcionando maior estabilidade aerdbica que nas silagens controle, ocorreu
alta liberagdo de 4cido latico, colaborando para a acidez.

O Lactobacillus hilgardii CCMA 0170, isolado de silagem de cana-de-
agucar, apresenta as qualidades basicas para um bom inoculante microbiologico
para a silagem de milho, sendo necessarios mais estudos para avaliar sua

performance em outros tipos de forragem.
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ARTIGO 2

EFEITO DA INOCULACAO DE Lactobacillus hilgardii CCMA 0170 NAS
CARACTERISTICAS QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS DA
SILAGEM DE CANA-DE-ACUCAR (Saccharum spp.)
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RESUMO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) tem caracteristicas favoraveis para a
producdo de silagem de boa qualidade, no entanto, ha alta produgdo de etanol.
Estudos iniciais apontam que Lactobacillus hilgardii CCMA 0170 tem aparente
capacidade para inoculante microbiano. Utilizou-se um delineamento
experimental inteiramente casualizado, com esquema fatorial tipo 3(doses do
inoculanete) x 4(tempos de abertura), com 4 repeti¢des. A populagdo vidvel de
L. hilgardii CCMA 0170 inoculada foi de 5 e 6 log UFC g de forragem. Foram
avaliados os teores de MS, CHO, FDN, PB, os valores de pH, as popula¢des de
BAL, leveduras e fungos filamentosos, as concentragdes de acido latico, acético
e propidnico, etanol e 1,2 propanodiol. O teor de MS na cana-de-agticar foi de
38493 g kg'l; de CHO, 160,82 g kg'1 MS; as fragdes de FDN foram de 523,32 g
kg' MS; PB apresentou teor de 31,97 g kg™ MS e o pH da forragem estava em
6,32. A contagem da microbiota epifita foi de 5 log UFC g de BAL, 5,38 log
UFC g de leveduras e 5,04 log UFC g' de fungos filamentosos. Nio foram
encontradas concentracdes de acidos latico, acético e propionico, etanol e 1,2
propanodiol. O teor de CHO na silagem controle reduziu 67,06%, na silagem
inoculada com 5 log UFC g 63,82% e, na silagem com 6 log UFC g™ ao teor de
CHO, a redugdo foi de 55,52%. Os valores de pH atingiram 3,56. O teor de MS
na silagem controle alcangou 315,45 g kg™ MS e, nas silagens inoculadas com 5
e 6 log UFC g, chegaram a 378,88 e 381,56 g kg, respectivamente As fracdes
de FDN na silagem controle alcangaram 713,03 g kg MS e, nas silagens
inoculadas com 5 e 6 log UFC g', alcangaram 594,38 e 598,66 kg MS. A
porcentagem de perda de MS na silagem controle chegou a 29,51%; a 5 log UFC
g chegou a 0,85% e a 6 log UFC g, 11,31%. A silagem controle, inoculada
com 5 e com 6 log UFC g'1 apresentou, respectivamente, 9,16, 9,54 ¢ 9,53 log
UFC g de BAL. A populagio de leveduras na silagem controle reduziu para
4,34 log UFC g'', enquanto na silagem inoculada com 5 e 6 log UFC g de BAL
atingiu 2,07 log UFC g"'. A populagio de fungo filamentoso chegou a zero. A
concentragdo de 4cido latico, independente da inoculagio, chegou a 48,62 g kg''
MS. A concentragio de acido acético na silagem controle atingiu 2,89 g kg™ MS
e, nas silagens inoculadas, 13,51 g kg MS (5 log UFC g™) ¢ 10,53 g kg MS (6
log UFC g). A silagem controle atingiu a concentragio maxima de 0,44 g kg™
MS de 4cido propidnico e nas silagens inoculadas com 5 ¢ 6 log UFC g de
BAL, de 1,04 ¢ 3,15 g kg1 MS, respectivamente. O 1,2 propanodiol nao foi
detectado na silagem controle e nas silagens tratadas com 5 e 6 log UFC g™ de
BAL as concentragdes foram de 0,006 e 0,005 g kg MS, respectivamente A
concentragdo de etanol na silagem controle atingiu 90,02 g kg"' MS e na silagem
inoculada, 25,19 g kg”' MS (5 log UFC g") e 5,69 g kg MS (6 log UFC g'). A
inoculagdo do Lactobacillus hilgardii CCMA 0170 melhorou a qualidade das



99

silagens de cana-de-agticar, independente das doses aplicadas, principalmente
pela menor concentracdo de etanol.

Palavras-chave: Cana-de-agucar, Lactobacillus hilgardii, leveduras.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-a¢uicar (Saccharum spp.) tem diversas caracteristicas
favoraveis para a producdo de silagem de boa qualidade, dentre elas o alto teor
de carboidratos soluveis (CHO), o baixo poder tampao e o teor de matéria seca
(MS) adequado (AVILA et al., 2014; CARVALHO et al., 2014b). No entanto, a
alta concentragdo de CHO, principalmente a sacarose, favorece a atividade
fermentativa de leveduras, resultando na produg@o de altas concentra¢des de
etanol que diminuem a palatabilidade da silagem, além de competir com as
bactérias do acido latico (BAL) por substrato ¢ desencadearem perdas de MS e
aumento do pH (PEDROSO et al., 2011; SCHMIDT et al., 2014).

As leveduras conseguem sobreviver em baixa concentra¢do de oxigénio
e pH 4cido, conferindo vantagens para que dominem o processo fermentativo.
Na tentativa de controlar a populagdo de leveduras ¢ apontado o uso de
inoculantes microbianos para o aumento da populacdo de BAL competidora,
produzindo metabolitos benéficos a silagem (PEDROSO et al., 2005;
SIQUEIRA et al., 2010).

O Lactobacillus hilgardii ¢ heterofermentador obrigatorio e pouco se
sabe sobre sua aplicagdo na conservacdo de forragens. Contudo, desde o
isolamento da cepa CCMA 0170 a partir de silagem de cana-de-agucar por Avila
et al. (2012), estudos iniciais estdo sendo feitos em silagens de cana-de-agucar,
por Avila et al. (2014) e Carvalho et al. (2014a, 2014b) e de milho, por Assis et
al. (2014). Os resultados apontam que esta cepa tem aparente capacidade para
inoculante microbiano, visto que as silagens apresentaram maiores teores de
acidos acético e propidnico e 1,2-propanodiol, maior populagio de BAL,
inversamente proporcional a de leveduras, e baixos teores de etanol durante toda

a fermentacao.
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Trabalhos feitos com L. hilgardii mostraram que cepas podem degradar
as aminas biogénicas histamina, tiramina e putrecina (GARCIA-RUIZ et al.,
2011) que, quando presentes em silagens, diminuem sua palatabilidade
(CARDOZO et al., 2013; REIS; TEIXEIRA; SIQUEIRA, 2006). O L. hilgardii é
capaz de degradar o aminoacido arginina e produzir amoénia, que podera ser
utilizada como energia adicional pela BAL e, apesar de ter efeito neutralizante
sobre 4acidos desejaveis (PEREIRA et al., 2007), tem controle sobre o
crescimento de leveduras e fungos filamentosos (SIQUEIRA et al., 2007) e pode
aumentar o consumo da silagem (PIRES et al., 2003). Alberto, Farias e Nadra
(2001) descreveram que o L. hilgardii degrada acido gélico, constituinte do
tanino, que ¢ responsavel por reduzir o consumo e a digestibilidade da silagem
(BOSSI et al., 2007; CAMPOS; COUTO; HOGG, 2003; REED, 1995).

Além dessas caracteristicas, Heinl et al. (2012) descreveram que o
metabolismo de L. hilgardii apresenta algumas semelhangas com o de L.
buchneri, dentre elas a classificagdo como heterofermentador obrigatdrio, a
capacidade de produzir 1,2-propanodiol e o genoma do L. buchneri codificar
cerca de 8 proteinas precursoras da camada S, que pode estar presente em
algumas cepas de L. hilgardii (DOHM et al., 2011).

Tais evidéncias proporcionam maiores interesses no efeito da inoculagio
do L. hilgardii em forragens, principalmente na conservagio de cana-de-agucar,
que apresenta alta perda de MS e contaminagio por leveduras deterioradoras e
produtoras de etanol. Com isso, o trabalho foi realizado o objetivo de, a partir
das analises quimica, bromatologica e microbioldgica, avaliar a qualidade da
silagem de cana-de-acucar inoculada com diferentes doses de L. hilgardii

CCMA 0170.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Reativagio da cepa de Lactobacillus hilgardiiCCMA 0170

A cepa Lactobacillus hilgardii CCMA 0170 estava armazenada a 80 °C
negativos. A reativacdo foi realizada em tubo contendo 5 mL de caldo Man
Rogosa Sharpe (MRS) (HYMEDIA®), incubado por 48 horas, a 35 °C. Em
seguida, uma aliquota de 0,1 mL da cultura foi espalhada em placa de Petri

contendo 20 mL de dgar MRS, para a verificagdo da pureza.

2.2 Avaliacio do perfil fermentativo das silagens

2.2.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) e o
esquema montado a partir do fatorial tipo 4 (tempo das aberturas) x 3 (doses do
inoculante), com 4 repeti¢cdes. Os tempos de abertura foram de zero (forragem),
5, 15 e 45 dias de fermentac¢do. Doze silos foram montados para cada tempo,
sendo quatro para as silagens inoculadas com o L. hilgardii CCMA 0170 a 5 log
UFC g, quatro para a concentragio de 6 log UFCg™' do inoculante e quatro para

os controles.
2.2.2 Condigdes da forragem, silos laboratoriais e inoculante
A cana foi colhida com, aproximadamente, 12 meses de crescimento,

sendo os colmos cortados manualmente e processados em picadeira estacionaria.

Os silos experimentais eram cilindros compostos de cloreto de polivinila (PVC)
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com capacidade para 3 kg de forragem e equipados com valvula para a liberagao
do gas formado na respirag@o.

O inoculante foi crescido em sucessivos cultivos, até atingir uma
populagdo vidvel de 5 ¢ 6 log UFC g de forragem, populagdes as quais foram
verificadas por meio de plaqueamento em superficie no meio MRS. Para que os
inoculantes estivessem na populagio de 5 e 6 log UFC g’ na forragem, no
momento da ensilagem, 33 mL da biomassa fresca dos inoculantes foram
homogeneizados com 80 mL de agua destilada e pulverizados sobre a forragem
a ser ensilada. O mesmo volume de agua destilada foi adicionado ao tratamento
controle, para garantir igual umidade nas silagens (SANTOS; AVILA;
SCHWAN, 2013.

2.2.3 Analises quimico-bromatologicas das silagens

Inicialmente, as amostras de 25 g da forragem de cada silagem foram
pré-secas em estufa de ventilacdo forcada, a 55 °C, por 72 horas e, em seguida,
foram moidas em moinho tipo Willey com malha de 1 mm (ASSOCIATION OF
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTIS - AOAC, 1990). A determinagdo dos
teores de proteina bruta (PB) e MS total foi feita conforme a AOAC (1990). A
quantificac@o das fibras de detergente neutro (FDN) foi realizada conforme Pell
e Schofield (1993). A andlise dos CHO foi feita pelo método colorimétrico,
conforme Dubois et al. (1956). A determinac¢do do pH foi realizada a partir do
mesmo extrato utilizado para o estudo microbiologico, por meio da leitura em
potencidmetro digital (Digimed Analitica, modelo 20®), conforme Cherney e
Cherney (2003). A determinagdo das perdas de MS foi feita a partir da equacio,
segundo Jobim et al. (2007), PMS= 100 — (MFab x MSab) / (MFfe x MSfe) x
100, em que PMS ¢é a porcentagem de perdas de MS, MFab ¢ a massa da
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forragem na abertura, MSab ¢ o teor de MS na abertura, MFfe ¢ a massa da

forragem no fechamento do silo e MSfe € o teor de MS no fechamento do silo.

2.2.4 Analise dos metabdlitos nas silagens

Na analise de metabdlitos da forragem e das silagens, amostras de 25g
foram diluidas em 225 mL de agua destilada estéril e homogeneizadas em
misturador orbital Tecnal — TE140, durante 20 minutos, a 150 rota¢des por
minuto (rpm). Em seguida, 2 mL do extrato foram retirados e acidificados com
0,01 mL de solugdo de acido sulfirico 50% (vol/vol), promovendo a parada total
do metabolismo microbiano na amostra (quenching), de acordo com
metodologia descrita por Fussell e McCalley (1987).

Os 4cidos latico, acético e propiodnico, etanol e 1,2 propanodiol foram
determinados por HPLC, de acordo com metodologias citadas por Duarte et al.
(2009). O cromatografo utilizado foi o Shimadzu, modelo LC-10Ai1 (Shimadzu
Corp. Japdo) e a identificagdo dos compostos foi determinada a partir das curvas
de calibragdo dos padrdes conhecidos. A coluna foi de exclusdo de ions modelo
Shim-pack SC-101H, de 30 cm de comprimento e¢ 7,9 mm de didmetro,
funcionando a 50 °C. A fase mdvel foi uma solugdo de 4cido perclérica com pH
2,1 e fluxo de 0,6 mL.min-1. A detecgdo do etanol e 1,2 propanodiol foi
realizada por indice de refraccdo (RID 10A) e a dos dcidos organicos por
radiag@o ultravioleta com comprimento de onda de 210 nm (UV — Vis/SPD -

10Ai).

2.2.5 Analise da microbiota das silagens

A analise da microbiota epifita e apds a ensilagem foi feita a partir de

amostras compostas de 25 g de silagem diluidas assepticamente em 225 mL de
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agua peptonada 0,1% estéril e agitadas em agitador orbital Tecnal — TE140,
durante 20 minutos a 120 rpm. O extrato obtido foi submetido a uma dilui¢ao
decimal seriada até 10°. A partir das dilui¢des, aliquotas de 0,1 mL foram
espalhadas, em triplicata, com o auxilio de alga de Drigalsk, nos meios de
cultivos.

A quantificagdo de BAL foi feita em meio MRS acrescido de nistatina
0,4% e incubado a 30 °C, por 48 horas. A contagem de leveduras e de fungos
filamentosos foi realizada no meio Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol
(DRBC) (HYMEDIA®), incubado a 30 °C, por 48 horas, para leveduras ¢ 120

horas para fungos filamentosos.

2.2.6 Analise estatistica

Os dados quimicos, bromatoldgicos e microbiologicos foram
comparados por andlise de variancia (ANAVA) e suas médias comparadas pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa Sistema de

Analise de Variancia (SISVAR).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas da planta de milho

O teor de MS na cana-de-acucar foi de 384,93 g kg™'; o de CHO, de
160,82 g kg MS; as fragdes de FDN foram de 523,32 g kg™ MS; PB apresentou
teor de 31,97 g kg”' MS e o pH da forragem estava em 6,32. Estes valores estio
divergindo dos encontrados na literatura, mostrando que a cana-de-agticar &
muito varidvel quanto a idade de corte, época de colheita, acumulo tardio de
sacarose e outros fatores ambientais (AVILA et al., 2012; CARVALHO et al.,
2014b; PEDROSO et al., 2011; ROTH et al., 2010; SCHIMIDT et al., 2014)
(TABELA 1).

A contagem da microbiota epifita foi de 5 log UFC g de BAL, 5,38 log
UFC g de leveduras e 5,04 log UFC g de fungos filamentosos (TABELA 1).
A populacgio epifita de BAL € muito varidvel com as caracteristicas da planta. A
populagdo de leveduras é em torno de 6 log UFC g e a populagio de fungo
filamentoso, normalmente, ¢ maior que a de bactérias laticas e leveduras
(CABRAL JUNIOR et al., 2009).

Na cana-de-agucar antes de ensilar ndo foram encontradas concentragdes
de 4cidos latico, acético e propidnico, etanol e 1,2 propanodiol. No trabalho de
Pedroso et al. (2011) também ndo foram registradas concentragdes para esses

metabolitos.
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Tabela 3 Caracteristicas quimico-bromatoldgicas, microbioldgicas e metabolicas

da cana-de-agucar, antes de ensilar

Variavel Forragem
Matéria seca 384,93
Ph 6,32
Teores em g kg” MS
Carboidratos soluveis 160,82
Fibra em detergente neutro 523,32
Proteina bruta 31,97
Populacées em log UFC g
Bactérias do acido latico 5
Leveduras 5,38
Fungos filamentosos 5,04
Concentracbes em g kg” MS
Acido latico 0
Acido acético 0
Acido propiénico 0
Etanol 0
1,2 propanodiol 0

3.2 Perfil fermentativo das silagens

Os teores de CHO, MS, FDN e a porcentagem de perda de MS das

silagens foram influenciados pela interagdo entre o tempo de ensilagem e as

dosagens do inoculante (p<0,05). Houve efeito significativo (p<0,04) do tempo

de ensilagem sobre os valores de pH. Nao foi observado efeito significante

(p<0,05) do tempo de ensilagem e das doses de inoculacdo do L. hilgardii

CCMA 0170 sobre o teor de PB (Tabela 2).
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Tabela 4 Probabilidade do efeito (P) dos fatores silagem e tempo de fermentacdo
na composic¢do das silagens de cana-de-agucar

.. y 4
Variavel Silagem Tempo Interacio
pH >0,05 <0.05 >0,05
Matéria seca (g kg™) <0,05 <0,05 <0,05
Perda de matéria seca (%) <0,05 <0,05 <0,05
Teores em g kg MS
Carboidratos soluveis em agua <0,05 <0,05 <0,05
Fibra em detergente neutro <0,05 <0,05 <0,05
Proteina bruta >0,05 >(0,05 >0,05
Populagdes em log UFC g
Bactérias do acido latico <0,05 <0,05 <0,05
Leveduras <0,05 <0,05 <0,05
Fungos filamentosos >0,05 <0,05 >0,05
Concentragdes em g kg MS
Acido latico >0,05 <0,05 >0,05
Acido acético <0,05 <0,05 <0,05
Acido propionico <0,05 <0,05 <0,05
Etanol <0,05 <0,05 <0,05
1,2 propanodiol <0,05 <0,05 <0,05

Os teores de CHO nas silagens controle e inoculadas reduziram
significativamente (p<0,05) em todos os tempos de abertura, porém, ndo foram
diferentes entre si (p>005). A silagem controle, com 5 dias de fermentagdo,
reduziu para 118,41 g kg MS; com 15 dias, para 55,18 g kg”' MS e, no final no
processo fermentativo, alcangou 52,98 g kg'1 MS, reduzindo 67,06% dos CHO.
A silagem inoculada com 5 log UFC g',a0s 5 dias de fermentagdo apresentava
123,51 g kg' MS de CHO; com 15 dias, 69,67 g kg MS e, aos 45 dias de
ensilagem, 58,18 g kg MS, totalizando uma perda de CHO de 63,82%. Na
silagem com 6 log UFC g, o teor de CHO, ao quinto dia de fermentago,
atingiu 124,23 g kg”' MS; com 15 dias, 109,09 g kg MS e, com 45 dias de
ensilagem, 71,53 g kg™ MS, totalizando 55,52% de perda (Grafico 1).
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Mesmo que os teores finais ndo sejam diferentes estatisticamente, ¢
possivel notar que a silagem controle apresentou maior redugio, seguida da
silagem inoculada com 5 e, depois, 6 log UFC g, mostrando que uma maior
quantidade de bactéria consumiu menos CHO e proporcionou pH acido
eficientemente. Os teores encontrados sdo superiores aos relados por Valeriano
et al. (2009) que estudaram a inoculagdo das cepas L. plantarum, L. paracaseli,
L. brevis, L. buchneri, L. buchneri (Pioneer 11A44TM), L. plantarum
(Biomax®) e L. buchneri (Lalsil C).
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Grafico 15 Teores de carboidratos soluveis durante o processo de fermentagio
das silagens de cana-de-agticar inoculadas e controle

Os valores de pH decairam significativamente (p<0,05) até¢ 15 dias de
fermentag@o, quando se estabilizou até o final da ensilagem. Apds o quinto dia
de ensilagem, foi observada uma queda significante do pH (p<0,05), partindo de
6,32 na forragem e atingindo 4,01, valor que jd se enquadra dentro da faixa

otima de inibi¢do de microrganismos deterioradores e conservagdo da forragem
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(KLEINSCHMIT; KUNG JUNIOR, 2006). Com 15 dias de fermentagédo, o pH
decaiu significativamente (p<0,05) para 3,73 e, a partir dai, se estabilizou. Ao
final da ensilagem, com 45 dias, atingiu 3,56 (Gréfico 2). Somente o baixo pH
final n3o garante que a atividade dos microrganismos indesejaveis seja
prevenida; € necessario que a reducdo do pH seja rapida. Em silagem de cana-
de-agucar, a estabilidade do pH ocorre, normalmente, antes do décimo dia de
ensilagem e no quarto dia ja ¢ possivel observar o pH préoximo de 4,0 (FREITAS

et al., 20006).
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Grafico 16 Valores médios do pH durante o processo de fermentagdo da silagem
de cana-de-agucar

O teor de MS na silagem controle manteve-se estabilizado até o quinto
dia de fermentacio, atingindo 364,91 g kg™'; com 15 dias de ensilagem ocorreu
reducio significativa (p<0,05) e o teor de MS chegou a 310,05 g kg,
estabilizando-se e alcangando 315,45 g kg no final do processo. As silagens
inoculadas com o L. hilgardii CCMA 0170, na concentragdo de 5 e 6 log UFC

g, ndo apresentaram redugdo e diferenca significativa entre elas (p>0,05),
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chegando ao quinto dia de ensilagem com 390,12 e 386,38 g kg,
respectivamente. Com 15 dias de fermentagdo, as silagens inoculadas com 5 e 6
log UFC g atingiram 379,18 e 387,27 g kg'' de MS. No final do processo
fermentativo, as silagens apresentaram teor de MS de 378,88 ¢ 381,56 g kg™,
para as silagens com 5 e 6 log UFC g, respectivamente (Gréfico 3). A redugdo
nos teores de MS, durante a fermentagdo de silagens, é decorrente da atividade
metabdlica de microrganismos durante o processo fermentativo, sendo
consensual na literatura. Contudo, a reducdo no pode ser elevada, pois indica
menor disponibilidade de nutrientes disponiveis para o animal (AVILA et al.,

2008; PEDROSO et al., 2005).
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Grafico 17 Teores de matéria seca durante o processo de fermentagdo das
silagens de cana-de-acucar inoculadas e controle

As fracdes de FDN na silagem controle mantiveram-se estaveis até o
quinto dia de fermenta¢io, chegando a 566,15 g kg' MS; com 15 dias de
ensilagem teve um aumento significativo (p<0,05) na fracdo fibrosa, atingindo
679,10 g kg' MS e estabilizando-se até o final do processo, quando alcangou

713,03 g kg™ MS. As silagens inoculadas com 5 e 6 log UFC g', no quinto dia
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de fermentacdo, tiveram aumento significativo (p<0,05) no teor da FDN,
atingindo 573,75 e 579,73 g kg MS e, entio, estabilizaram-se até o final da
ensilagem, quando alcangaram 594,38 e 598,66 kg MS. (GRAFICO 4). O
aumento da FDN pode ser explicado pelo consumo de CHO e perdas,
aumentando a concentracdo das fibras na MS e elevando, numericamente, o teor
de FDN (CUMMINS et al, 2007). Apenas a silagem controle diferiu
significativamente das demais (p<0,05) e seu alto valor pode ser explicado pelo
maior consumo de carboidratos por microrganismos indesejaveis, que aumenta a

propor¢ao das fibras na silagem (SCHMIDT et al., 2011).
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Grafico 18 Teores de fibra em detergente neutro durante o processo de
fermentacdo das silagens de cana-de-agucar inoculadas e controle

A porcentagem de perda de MS aumentou significativamente em todas
as silagens, tendo a silagem controle apresentado maior perda (29,51%) e
diferido significativamente das demais (p<0,05), que chegaram a 10,85% (5 log
UFC g e 11,31% (6 log UFC g"") (Gréfico 5). A porcentagem de perda mais

elevada na silagem controle pode ser em decorréncia do crescimento de
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leveduras que produzem etanol e CO, (VALERIANO et al., 2009). E importante
salientar que as silagens inoculadas apresentaram menores perdas que a silagem
controle, evidenciando a ac¢do benéfica do L. hilgardii CCMA 0170 em inibir o
crescimento de microrganismos indesejaveis e diminuir as perdas, acarretando

em silagens de melhor qualidade.
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Grafico 19 Porcentagem de perda de matéria seca durante o processo de
fermentag@o das silagens de cana-de-agticar inoculadas e controle

As populagdes de bactérias laticas e leveduras foram influenciadas pela
interacdo entre o tempo de ensilagem e as concentra¢des do inoculante (p<0,05).
Houve feito significativo (p<0,05) do tempo de fermentagdo sobre a populagdo
de fungos filamentosos (Tabela 2).

A populagdo de BAL, tanto para as silagens inoculadas quanto para a
silagem controle, aumentou significativamente (p<0,05) a partir do quinto dia de
fermentacdo, estabilizando-se até o final do processo. Até os 45 dias de
fermentacdo, as silagens inoculadas eram estatisticamente iguais (p>0,05)

quanto a populacdo de BAL, diferindo da silagem controle (p<0,05). Contudo,
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ao final da ensilagem, todas apresentaram a mesma populagdo estatisticamente,
ndo sendo diferentes entre si (p>0,05). A silagem controle, inoculada com 5 e
com 6 log UFC g'l, apresentaram, respectivamente,8,63, 9,40 e 9,42 log UFC g
' no quinto dia de fermentag¢io. Com 15 dias de ensilagem, as populagdes eram
de 8,72, 9,45 ¢ 9,47 log UFC g'l, para as silagens controle, inoculadas com 5 e 6
log UFC g, respectivamente. No final do processo fermentativo, a silagem
controle e as inoculadas com 5 e 6 log UFC g™ apresentaram, respectivamente,
9,16, 9,54 ¢ 9,53 log UFC g'l de BAL (Grafico 6). As contagens encontradas
neste trabalho sdo superiores as encontradas por Avila et al. (2008). A
estabilizagdo do crescimento é esperada e ocorre pela reducdo de substrato
utilizado como fonte de energia e pelo acumulo de metabdlitos toxicos
produzidos pelos proprios microrganismos envolvidos na fermentagdo
(DUARTE et al., 2009). A estabilizacdo da fermenta¢do em silagem de cana-de-
acucar ¢ comum e caracteristica (VALERIANO et al., 2009).
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Grafico 20 Populagdo de bactérias laticas durante o processo de fermentagéo das
silagens de cana-de-agucar inoculadas e controle
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A populagdo de levedura reduziu significativamente (p<0,05) em todas
as silagens, entretanto, a populac@o final na silagem controle foi maior que nas
silagens inoculadas e estatisticamente diferentes (p<0,05). A silagem controle
reduziu sua populagio para 4,34 log UFC g, enquanto a silagem inoculada com
5¢ 6 log UFC g de BAL atingiu 2,07 log UFC g”' (GRAFICO 7). Assim como
na populagdo de BAL, um decréscimo na populagdo de leveduras, mesmo na
silagem controle, era esperado, devido a redugdo de substratos e a presenga de
metabolitos toéxicos (DUARTE et al., 2009). A maior redug@o da populacdo de
leveduras nas silagens tratadas com o L. hilgardii CCMA 0170 sugere que essa
cepa foi benéfica, reduzindo a populacdo de levedura e, consequentemente, a
concentragdo de etanol nas silagens (SCHMIDT et al., 2014). Avila et al. (2008)
também relataram decréscimo na populagdo de leveduras ao longo do processo
fermentativo da silagem de cana-de-agucar, observando-se 6,34 log UFC g, aos

10 dias e 5,36 log UFC g”', apés 75 dias de fermentagio.
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Grafico 21 Popula¢do de leveduras durante o processo de fermentagdo das
silagens de cana-de-agucar inoculadas e controle
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A populagdo de fungo filamentoso reduziu significativamente (p<0,05)
até o quinto dia de ensilagem, quando atingiu 1,64 log UFC g''; com 15 dias
houve redugdo, porém, nio significativa, para 1,02 log UFC g'1 e, por fim, aos
45 dias, a populagdo reduziu significativamente e chegou a zero (p<0,05),
mostrando a eficiéncia da cepa inoculada em produzir metabolitos inibitorios ao

crescimento de fungos filamentosos deterioradores (Grafico 8).
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Graéfico 22 Populacdo de fungos filamentosos durante o processo de fermentagéo
das silagens de cana-de-agucar inoculadas e controle

As concentragdes de acido acético e propidnico, etanol e 1,2 propanodiol
foram influenciadas pela interacdo entre o tempo de fermentagdo e as doses de
inoculantes aplicadas (p<0,05). A concentragdo de acido latico sofreu efeito
apenas do tempo de ensilagem (p<0,05) (Tabela 2).

A concentragdo de acido latico, independente da inoculagdo das BAL,
teve um aumento significativo (p<0.05), partindo de zero g kg™ MS na forragem
e, no quinto dia de fermentagdo, com uma produ¢do mais intensa, chegou a

27,15 g kg MS; com 15 dias de fermentagdo, o acimulo chegou a 43,54 g kg™
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MS, estabilizando e atingindo 48,62 g kg™ MS no final da ensilagem (Grafico
9). A populagdo de BAL, até o quinto dia de fermentagdo, apresentou alta
atividade metabdlica e aumentou significativamente, portanto, o abaixamento
rapido no pH neste tempo, como consequéncia da alta produgao de lactato, ja era
esperado. As concentragdes de lactato relatadas neste trabalho sido superiores as
encontradas no trabalho de Schmidt et al. (2011), quando inocularam L.
buchneri em silagem de cana-de-agiicar. Contudo, quando inocularam a
combinagdo de L. brevis, Enterococcus faecium ¢ L. plantarum, as

concentragdes descritas sdo proximas a inoculagdo de L. hilgardii CCMA 0170.

Concentracao de Acido Latico
(g kg' MS)

0 T T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tempo (Dias)

Grafico 23 Concentrago de acido latico durante o processo de fermentagdo das
silagens de cana-de-agucar inoculadas e controle

A concentracdo de acido acético na silagem controle ndo aumentou
significativamente (p>0,05), talvez pelo fato de nfo apresentar BAL
heterofermentativas na microbiota epifita. Com 5 dias de fermentacdo foi
observado um aumento ndo significativo(p>0,05) (3,71 g kg’ MS) e, aos 15

dias, um decaimento (3,49 g kg MS), até atingir a concentragio final de 2,89 g
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kg MS, resultado proximo ao relatado por Schmidt et al. (2011). Nas silagens
inoculadas, em ambas as doses, o aumento significativo (p<0,05) na
concentragdo de 4acido cético ocorreu apenas com 15 dias de fermentacdo,
quando atingiram 9,26 g kg MS (5 log UFC g") ¢ 10,38 g kg™' MS (6 log UFC
g'). Em seguida, estabilizaram-se e, aos 45 dias do processo fermentativo,
aumentaram pouco (p>0,05), estatisticamente, suas concentragdes para 13,51 g
kg' MS (5 log UFC g"') e 10,53 g kg™ MS (6 log UFC g™) (Grafico 10). O
aumento tardio desse acido pode ser decorrente da utilizagdo do acido latico por
bactérias heterofermentativas, como o inoculante L. hilgardii utilizado, e sua
produgdo ¢ devido a falha na enzima acetaldeido desidrogenase, que impede que
o acetaldeido seja transformado em etanol, sendo convertido em acetato (OUDE
ELFERINK et al., 2001). A presenca desse acido na silagem exerce importante
papel antifungico, sendo um importante inibidor de leveduras e, portanto,
propicia menor concentragdo de etanol na silagem (DANNER et al., 2003). Os
teores de acido acético estdo de acordo com o estudo feitos por Zopollatoo et al.
(2009) que, fazendo uma revisao de trabalhos com silagem de cana-de-agucar,
observaram que os valores, maximo e minimo, encontrados eram de 9,3% e

1,6%.
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Grafico 24 Concentracdo de acido acético durante o processo de fermentagéo
das silagens de cana-de-agucar inoculadas e controle

A presenca de acido propidnico na silagem é devido ao metabolismo do
1,2 propanodiol ou do dcido latico. Em todas as silagens houve aumento
significativo desse acido (p<0,05), menos na silagem controle (p>0,05), que
atingiu a concentragio méaxima de 0,44 g kg™ MS. As silagens inoculadas com 5
e 6 log UFC g' de BAL apresentaram 1,04 e 3,15 g kg™ MS, respectivamente
(Gréfico 11). O 1,2 propanodiol ndo foi detectado na silagem controle,
provavelmente pela inexisténcia de bactérias capazes de converter o acido latico
em acético e 1,2 propanodiol. Nas silagens tratadas com 5 e 6 log UFC g de
BAL, a concentragio do 1,2 propanodiol foi de 0,006 e 0,005 g kg’ MS,

respectivamente (Grafico 12).
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Grafico 25 Concentragdo de acido propidnico durante o processo de fermentagao
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A concentragdo de etanol na silagem controle aumentou
significativamente (p<0,05) a partir do quinto dias de fermentagio (14,08 g kg™
MS), atingindo 90,02 g kg' MS ao final do processo fermentativo e sendo
estatisticamente diferente (p<0,05) das silagens inoculadas, que chegaram a
25,19 g kg' MS (5 log UFC g') e 5,69 g kg MS (6 log UFC g"), nio
aumentando e nem diferindo significativamente no decorrer do processo
fermentativo (p<0,05) (Grafico 13). Os valores observados mostram claramente
o efeito da adicdo do L. hilgardii CCMA 0170 nas silagens, indicando que sua
inoculacdo reduziu a populacio de leveduras e, consequentemente, a produgdo
de etanol, proporcionando uma silagem de melhor qualidade. Foi observada
baixa producdo de etanol, que pode ser explicada devido ao metabolismo do L.
hilgardii, assim como de L. buchneri, produzir quantidades trago de etanol como
subproduto (KLEINSCHMIT; KUNG JUNIOR, 2006).

Zopollatoo et al. (2009) realizaram uma revisdo bibliografica de artigos
cientificos publicados sobre diferentes forragens, mostrando que, na silagem de
cana-de-agiicar, de 1999 a 2009, nenhum trabalho publicado reduziu

significativamente a concentragdo de etanol.
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Grafico 27 Concentragdo de etanol durante o processo de fermentacdo das
silagens de cana-de-agucar inoculadas e controle

Observando-se os dados descritos neste trabalho, é importante relatar
que as duas doses de inoculantes aplicadas contribuiram significativamente
(p<0,05) para uma silagem de qualidade, e estatisticamente ndo foram

observadas diferencgas entre suas aplicagdes (p>0,05).
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4 CONCLUSAO

A inoculagdo do Lactobacillus hilgardii CCMA 0170 melhorou a
qualidade das silagens de cana-de-agucar, independente das doses aplicadas,
devido ao menor consumo de carboidratos soltiveis para atingir um pH mais
acido, producdo de metabolitos que sinergicamente inibiram o crescimento de
leveduras e, consequentemente, menor produgéo de etanol.

As doses de inoculante ndo foram estatisticamente diferentes, mas em
alguns parametros foram observados resultados melhores para a silagem
inoculada com a maior dose de inoculante.

O Lactobacillus hilgardii CCMA 0170, isolado de silagem de cana-de-
acucar, apresenta qualidades basicas para um bom inoculante microbioldgico e,
dessa forma, estudos para avaliar sua performance em outros tipos de forragem

S30 necessarios.
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