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Resumo  

A silagem de milho é o volumoso conservado mais utilizado em todo o mundo, devido aos altos 

índices de produtividade da cultura, do valor nutritivo e da concentração de energia. Porém, 

tanto a silagem da planta, quanto de grãos úmidos de milho são ricas em carboidratos solúveis e 

ácido lático, o que as tornam susceptíveis a deterioração aeróbia no pós-abertura dos silos. 

Assim, para diminuir as perdas decorrentes da ensilagem, otimizar o processo fermentativo, 

reduzir a deterioração aeróbia e manter o valor nutritivo, tem se estudado o uso de inoculantes 

microbianos na silagem, adicionados ou não de enzimas como a celulase, hemicelulase e 

amilase como aditivos. E para diminuir os custos da produção de enzimas, resíduos 

agroindustriais como palha de arroz e de trigo, farelos de trigo, milho e bagaços de cana de 

açúcar são utilizados como substrato alternativo e barato para a fermentação, além da redução 

dos problemas ambientais causados pela sua disposição inadequada no meio ambiente. Neste 

contexto, o objetivo do trabalho foi a produção da enzima β-glicosidase e avaliação dos efeitos 

de inoculantes bacterianos e bacterianos enzimáticos sobre a composição químico-

bromatológica, microbiológica e na estabilidade aeróbia das silagens de milho após 30 e 60 dias 

de ensilagem. A produção da  β-glicosidase foi realizada por Bacillus subtilis em fermentação 

submersa utilizando polpa de café como fonte de carbono e indutor enzimático. Os tratamentos 

inoculados nos silos foram: silagem sem inoculante (SC), silagem com B. subtilis 1,0 x 10
8 

UFC/g forragem (SB1), silagem com B. subtilis 1,0 x 10
9 
UFC/g forragem (SB2) e silagem com 

B. subtilis 7,0 x 10
9 

UFC/g forragem + enzima β-glicosidase (SBE). Utilizou-se delineamento 

experimental inteiramente casualizado, com quatro tratamentos, dois tempos de abertura e três 

repetições. O valor de atividade específica para β-glicosidase encontrado no extrato bruto foi de 

1,3170 IU mL
-1

. Independentemente do tipo de tratamento utilizado, todas as silagens avaliadas 

foram bem preservadas, pois apresentaram pH abaixo de 4.2, demostrando boa qualidade de 

fermentação para silagem de milho. No tempo de 60 dias, melhoram significativamente os 

teores de carboidratos solúveis na silagem: SB1 (0.96%), SB2 (0.96%) e SBE (0.88%) quando 

comparadas à SC (0.63%). Para bactérias do ácido lático, as maiores populações foram 

encontradas nos tratamentos SB1 (6.86 log UFC/ml) e SBE (6.84 UFC/ml), seguido pela SC e 

SB1, que não apresentaram diferenças entre si (6.22 UFC/ml). O tratamento SB2 melhorou 

significativamente a estabilidade aeróbia (247.75 horas) e o tempo para que o pico de 

temperatura fosse atingido (297.50 horas), sendo que SC e SB1 apresentaram valores 

intermediários e SBE apresentou os menores valores. 

 

 

Palavras chave: β-glicosidase; bactéria; estabilidade aeróbia; inóculo bacteriano. 



Abstract 

Corn silage is the world most widely used preserved crop because of high crop productivity, 

nutrient value and energy concentration. However, both plant silage and wet corn grains are rich 

in soluble carbohydrates and lactic acid, which makes them susceptible to aerobic deterioration 

in post-opening silos. In order to reduce silage losses, optimize the fermentation process, reduce 

aerobic deterioration and maintain nutritional value, we have studied the use of microbial 

inoculants in silage, with or without enzymes such as cellulase, hemicellulase and amylase as 

additives . And to reduce the costs of producing enzymes, agroindustrial residues such as rice 

and wheat straw, wheat bran, maize and sugarcane bagasse are used as an alternative and 

inexpensive substrate for fermentation, in addition to reducing environmental problems caused 

by Inadequate disposal in the environment. In this context, the objective of the work was the 

production of β-glucosidase enzyme and evaluation of the effects of bacterial and bacterial 

enzymatic inoculants on the chemical-bromatological, microbiological and aerobic stability of 

corn silages after 30 and 60 days of silage. The production of β-glucosidase was carried out by 

Bacillus subtilis in submerged fermentation using coffee pulp as carbon source and enzyme 

inducer. The treatments inoculated in the silos were: silage without inoculant (SC), silage with 

B. subtilis 1.0 x 10
8
 CFU / g forage (SB1), silage with B. subtilis 1.0 x 10

9
 CFU / g forage (SB2) 

and Silage with B. subtilis 7.0 x 10
9
 CFU / g forage + β-glucosidase enzyme (SBE). A 

completely randomized experimental design was used, with four treatments, two opening times 

and three replications. The specific activity value for β-glycosidase found in the crude extract 

was 1.3170 IU mL
-1

. Regardless of the type of treatment used, all evaluated silages were well 

preserved, as they presented pH below 4.2, showing good fermentation quality for corn silage. 

In the 60-day period, the levels of soluble carbohydrates in the silage improved significantly: 

SB1 (0.96%), SB2 (0.96%) and SBE (0.88%) when compared to SC (0.63%). For lactic acid 

bacteria, the highest populations were found in SB1 (6.86 log CFU / ml) and SBE (6.84 CFU / 

ml) treatments, followed by SC and SB1, which showed no differences between them (6.22 

CFU / ml). The SB2 treatment significantly improved the aerobic stability (247.75 hours) and 

the time for the peak temperature to be reached (297.50 hours), and SC and SB1 presented 

intermediate values and SBE presented the lowest values. 

 

 

Keywords: aerobic stability, β-glucosidase; bacterium; bacterial inoculum. 
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CAPITULO 1 

 

1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

O processo de ensilagem visa preservar a qualidade da forragem com intuito de 

ser utilizada durante o período de baixa produção de pastagem, sendo a silagem de 

milho o volumoso conservado mais utilizado em todo o mundo, devido aos seus altos 

índices de produtividade da cultura, do valor nutritivo e da concentração de energia. 

Porém, tanto a silagem da planta, quanto de grãos úmidos de milho são ricas em 

carboidratos solúveis e ácido lático, o que as tornam susceptíveis a deterioração aeróbia 

no pós-abertura dos silos.  

Assim, para diminuir as perdas de nutrientes na fermentação da silagem, manter 

o valor nutritivo, otimizar o processo fermentativo, reduzir a deterioração aeróbia e 

aumentar a estabilidade aeróbia durante o fornecimento no cocho  tem se estudo o uso 

de aditivos biológicos classificados como produtos estimulantes da fermentação da 

silagem, contendo culturas de bactérias específicas e/ou enzimas, como as celulases, 

hemicelulases, amilases e pectinases. Desta forma, as enzimas atuariam na função de 

quebrar a parede celular e o amido dos grãos, transformando-os em carboidratos mais 

simples, que podem ser utilizados pelas bactérias láticas, aumentando a fermentação da 

silagem e eficiência de utilização animal. Outra vantagem seria a redução dos teores de 

fibra em detergente neutro e de fibra em detergente ácido da forragem ensilada, 

diminuindo assim, os componentes fibrosos indigestíveis do alimento, promovendo uma 

eficiência na digestão de matéria seca, quando oferecida aos ruminantes. 

Diante da possibilidade de se utilizar enzimas como inoculantes biológicos, tem 

sido proposta a utilização de resíduos agroindustriais como fonte de carbono e indutor 

enzimático em processos fermentativos. Estes resíduos promovem um substrato 

alternativo e barato para a fermentação, além da redução dos problemas ambientais 

causados pela sua disposição inadequada no meio ambiente. Muitos subprodutos das 

atividades agrícolas podem ser utilizados no meio de fermentação, dentre eles a palha de 

arroz e de trigo, farelos de trigo, milho e arroz; bagaços de cana-de-açúcar e laranja, 

resíduo de banana e espiga de milho, soro de queijo, melaço e água da maceração de 

milho e polpa e casca de café.  
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A estabilidade aeróbia após a abertura dos silos é um dos fatores mais 

importantes para qualidade da silagem e pode ser afetada negativamente por 

microrganismos deteriorantes que se desenvolvem nesse substrato rico em nutrientes e 

carboidratos solúveis residuais do processo fermentativo. Dessa forma, é interessante a 

utilização da bactéria Bacillus subtillis como inoculante nas silagens, pois esta espécie é 

uma das mais importantes produtoras de metabólitos com atividade antifúngica e 

antibacteriana do gênero Bacillus, o que possibilita sua utilização no controle biológico 

dos microrganismos indesejáveis, promovendo assim, o aumento da estabilidade aeróbia 

nas silagens de milho.  

Logo, neste trabalho, visou-se a produção da enzima β-glicosidase pela bactéria 

Bacillus subtilis, utilizando como substrato resíduos agrícolas da indústria de café 

(polpa e casca), com posterior aplicação tanto do extrato bruto enzimático quanto do 

microrganismo em silagens de milho, na qual pretendeu-se avaliar o efeito do aditivo 

biológico sobre características microbiológicas, químico-bromatológicas e na 

estabilidade aeróbia das silagens de milho. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Silagem de milho 

 

O processo de ensilagem visa preservar a qualidade da forragem com intuito de 

ser utilizada durante o período de baixa produção de pastagem Consiste na preservação 

de forragens úmidas, recém-colhidas, por meio de um processo fermentativo, baseado 

na produção de ácidos orgânicos, principalmente o ácido lático, a partir de açúcares 

solúveis, o que promove redução do pH e, consequentemente, inibição de micro-

organismos deteriorantes  indesejáveis (KUNG Jr., 2001) 

O processo fermentativo é realizado principalmente pelas bactérias do ácido 

láticas homofermentativas, sendo o ácido lático o produto final da fermentação e o 

responsável pela preservação da energia do alimento. Assim, quanto mais ácido lático 

for produzido em relação aos ácidos acético e butírico, menor é a energia dispendida 

para a produção de calor, menores são as perdas por descarboxilação e formação de 

gases e mais palatável se torna a silagem (LUIS et al., 1992). 

O termo qualidade da silagem deve ser medida pela resposta do animal que está 

consumindo este volumoso (JOBIM & BRANCO, 2002). São vários os fatores que 

determinam a qualidade da silagem, desde a escolha do híbrido, estádio de maturação na 

colheita, tipo de solo e clima (SILVA et al., 1999). Para COSTA et al. (2001), os fatores 

que determinam o padrão de fermentação durante a ensilagem, intrínsecos à planta 

forrageira, são representados pelo teor de umidade no momento do corte, teor de 

carboidratos solúveis e poder tampão. Dessa forma, relata-se que os carboidratos 

solúveis da planta afetem a qualidade da silagem, influenciando diretamente o processo 

de fermentação, enquanto que o conjunto de carboidratos estruturais e não estruturais 

tem marcante influência no processo digestivo do animal. Com relação aos fatores do 

meio, uma fermentação adequada só é garantida em ambiente de anaerobiose, pela 

adoção correta das técnicas da ensilagem, tais como o ponto de colheita, tamanho da 

partícula, rápido carregamento do silo, compactação adequada para expulsão de 

oxigênio, uso de aditivos, tipo de silo e eficiência de drenagem de efluentes (COSTA et 

al. 2001). Outro fator determinante na avaliação da qualidade da silagem é a 
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estabilidade aeróbia, que é definida como o tempo necessário para se verificar 

mudanças mensuráveis da temperatura, sendo altamente variável de poucas horas a 

semanas (KUNG Jr. et al., 2001).  

A silagem de milho é o volumoso conservado mais utilizado em todo o mundo, 

devido aos seus altos índices de produtividade da cultura, do valor nutritivo e da 

concentração de energia (NEUMANN, 2007). Porém, tanto a silagem da planta, quanto 

de grãos úmidos de milho são ricas em carboidratos solúveis e ácido lático, o que as 

tornam susceptíveis a deterioração aeróbia no pós-abertura dos silos. Assim, para 

diminuir as perdas decorrentes da ensilagem, otimizar o processo fermentativo, reduzir 

a deterioração aeróbia, manter o valor nutritivo e aumentar a estabilidade aeróbia 

durante o fornecimento no cocho (GIMENES et al., 2006) tem se estudado o uso de 

inoculantes microbianos na silagem, adicionados ou não de enzimas como as celulases, 

hemicelulases, amilases e pectinases (ZANETTE et al., 2012) como aditivos de 

silagens. As enzimas atuariam na função de quebrar a parede celular e o amido dos 

grãos, transformando-os em carboidratos mais simples, que podem ser utilizados pelas 

bactérias láticas, aumentando a fermentação da silagem e eficiência de utilização animal 

(Mc DONALD et al., 1991). 

Outra alternativa para otimizar o processo fermentativo no silo está na inclusão 

de materiais ricos em carboidratos, como açúcar,  melaço,  cereais,  polpa  de  beterraba,  

polpa  cítrica  e  batata (Mc  DONALD, 1981), com a finalidade de aumentar o teor de 

carboidratos solúveis da massa ensilada, que aumentam a proporção de energia 

disponível para o crescimento e multiplicação das bactérias ácido láticas e, com isso, 

otimizar a produção de ácido lático (CORRÊA & POTT, 2001). 

 

2.2 Inoculantes microbianos 

 

Os inoculantes microbianos são empregados por meio da adição de culturas 

bacterianas e são classificados como estimulantes da fermentação e não-nutritivos 

(Vilela 1998). A grande variedade desses aditivos biológicos tem sido recomendada 

com a finalidade de se garantir melhor qualidade das silagens. Atualmente, os 

inoculantes bacterianos são compostos, em sua maioria, pelas bactérias: Lactobacillus 
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plantarum, Lactobacillus casei, Enterococcus faecium, Pediococcus spp., Streptococcus 

faecium, Streptococcus faecalis, Lactobacillus sp., Lactobacilus buchneri e 

propionibactérias, enquanto os complexos enzimáticos são compostos por 

hemicelulase, celulase, amilase, α-galactosidase, β-mananase e pectinases (JOBIM et 

al., 2003; RODRIGUES et al., 2004; BERNARDES et al., 2005; KUNG Jr. et al., 2007; 

ZANETTE et al., 2012). 

 O princípio básico da atuação dos inoculantes consiste no aumento da 

disponibilidade de açúcares simples, via complexo enzimático, para que as bactérias 

tenham acesso a esses açúcares, incrementando, dessa forma, a produção de ácido lático 

e promovendo a queda brusca do pH (LAVEZZO, 1993). Entre os fatores que 

determinam o sucesso da aplicação de microrganismos nas silagens, destacam-se a 

compatibilidade entre a planta forrageira e o microrganismo, a habilidade de 

crescimento da bactéria na massa de forragem e a inoculação de uma população 

suficiente em relação à epífita da forragem (MUCK 2008; ZOPOLLATO et. al., 2009). 

Após a abertura dos silos, o pH tende a aumentar, ocorre acúmulo de amônia e o 

nível de ácidos orgânicos (láctico e acético) tende a declinar (KUNG E RANJIT, 2001). 

A deterioração aeróbia da silagem está relacionada com o aumento da temperatura e do 

pH devido ao metabolismo de açúcares e ácidos orgânicos causado por leveduras e 

bactérias, reduzindo a qualidade do material ensilado. Normalmente, decresce a 

concentração de ácido láctico e carboidratos não estruturais, pois são usados como 

substrato pelos microrganismos aeróbios (KUNG Jr., 2001). Portanto, é interessante a 

utilização de cepas de microrganismos que promovam o aumento da estabilidade 

aeróbia das silagens. Neste contexto, o uso de Bacillus subtillis como inoculante 

microbiano torna-se promissor, pois esta espécie é uma das mais importantes produtoras 

de metabólitos com atividade antifúngica e antibacteriana do gênero Bacillus 

(TODOVORA & KOZHUHAROVA 2009), o que possibilita sua utilização no controle 

biológico dos microrganismos indesejáveis (LANNA FILHO et al., 2010). 
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2.3 Enzimas celulolíticas como aditivos de silagem 

 

Os tipos de enzima mais utilizados no processo de ensilagem incluem as 

celulases, hemicelulases, amilases e pectinases (ZANETTE et al., 2012); assim, as 

enzimas atuariam na função de quebrar a parede celular e o amido dos grãos, 

transformando-os em carboidratos mais simples, que podem ser utilizados pelas 

bactérias láticas, aumentando a fermentação da silagem e eficiência de utilização animal 

(Mc DONALD et al., 1991). Outra vantagem seria a redução dos teores de fibra em 

detergente neutro e de fibra em detergente ácido da forragem ensilada, diminuindo 

assim, os componentes fibrosos indigestíveis do alimento, promovendo uma eficiência 

na digestão de matéria seca, quando oferecida aos ruminantes (CYSNEIROS et al., 

2006).  

As celulases são um conjunto de enzimas, representadas por endoglucanases, 

exoglucanases e β-glicosidases que hidrolisam de maneira coordenada e eficiente a 

celulose (LYND et al., 2002). Estas enzimas pertencem à classe das hidrolases e são 

biocatalizadoras altamente específicas que atuam em sinergia sobre materiais 

celulósicos, promovendo sua hidrólise para a liberação de açúcares. 

Endoglucanases são responsáveis por iniciar a hidrólise da celulose. Elas 

hidrolisam aleatoriamente as regiões internas da estrutura amorfa da fibra celulósica, 

clivando ligações β-1,4 na região central da molécula, liberando açúcares e 

oligossacarídeos de vários tamanhos e, por consequência, novas cadeias terminais 

(ZHANG; LYND, 2004). 

O grupo das exoglucanases atua nas extremidades redutoras e não redutoras da 

cadeia de celulose produzindo principalmente celobiose e glicose. Participam da 

hidrólise primária da fibra e são responsáveis pela amorfogênese, que promove 

aumentos na taxa de hidrólise da celulose, por tornar as regiões cristalinas mais 

expostas às celulases. Atuando sobre a celulose cristalina produzindo uma redução lenta 

e gradual do seu grau de polimerização (ZHANG; LYND, 2004). São enzimas 

estratégicas na hidrólise da fibra celulósica, pois são capazes de liberar glicose 

diretamente do polímero (LYND  et al  2002). 
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As enzimas β-glicosidases hidrolisam a celobiose e alguns oligossacaríeos 

solúveis à glicose (LYND et al., 2002), promovendo um aumento do rendimento total 

dos açúcares fermentescíveis (WILSON, 2008). Assim, quando estas enzimas atuam em 

conjunto, fenômeno denominado sinergia, elas apresentam um rendimento muito 

melhor do que quando atuam isoladamente umas das outras. Todas as três enzimas do 

complexo enzimático celulolítico sofrem repressão catabólica pelo produto final de 

hidrólise. Desta forma, por prevenir o acúmulo de celobiose, a β-glicosidase é 

responsável pelo controle da velocidade global da reação de hidrólise, desempenhando 

consequentemente, um efeito essencial na hidrólise enzimática da celulose (PARRY et 

al., 2002).  

 

2.4 Microrganismos produtores de celulases 

 

Os microrganismos celulolíticos são encontrados em grupos taxonômicos 

variados, sendo a maioria pertencente às eubactérias e aos fungos. Os organismos 

celulolíticos ocorrem em todas as biotas onde há acúmulo de resíduos de celulose. 

Usualmente, ocorrem em populações mistas, compreendendo espécies celulolíticas e 

não celulolíticas que interagem sinergicamente. Estas interações levam à completa 

hidrólise da celulose que é convertida em glicose, e esta em dióxido de carbono e água, 

em condições aeróbicas, e em dióxido de carbono, metano e água em condições de 

anaerobiose (Béguin & Aubert, 1994). 

Em bactérias, existe a presença de microrganismos decompositores da celulose 

tanto aeróbios como anaeróbios. Dentre as bactérias celulolíticas aeróbias, as mais 

comumente relatadas como produtoras de celulases são as bactérias do gênero 

Cellulomonas, espécies de Bacillus, como Bacillus subtilis, Bacillus polymyxa, Bacillus 

brevis, Bacillus licheniformis e Bacillus cereus (SINGH & HAYASHI, 1995). Entre as 

bactérias anaeróbias estão os gêneros Acetivibrio, Clostridium e Ruminococcus (LYND 

et al., 2002; DESVAUX, 2005).   
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Há uma particular diferença na estratégia celulolítica entre as bactérias aeróbias 

das anaeróbias. Nas bactérias aeróbias e nos fungos, as várias enzimas que constituem 

as celulases ocorrem como unidades separadas, cada qual tendo uma ação específica. Já 

as bactérias anaeróbicas, com algumas exceções, apresentam complexos celulolíticos 

extracelulares multienzimáticos, denominados celulossomos, que atuam de modo 

agrupado, podendo tanto ficar aderido à superfície das células, quanto distribuído no 

meio, quando este for aquoso (RAINEY et al., 1994; ROGERS E GOTTSCHALK, 

1993; SCHWARZ, 2001). Estes complexos apresentam- se como protuberâncias na 

parede bacteriana com uma variedade de enzimas, não somente celulolíticas, mas 

também xilanases, manases e quitinases estão presentes (BIOSSET ET AL., 1999; 

SHOHAM ET AL., 1999; SCHWARZ, 2001).  

A degradação anaeróbia da celulose pode ocorrer em uma variedade de biotas, 

incluindo esterco, lagoas de tratamento de resíduos, em sedimentos marinhos, entre 

outros. Microrganismos como Fibrobacter spp., Butyvibrio fibriosolvens, 

Rumonococcus albus, R. flavefaciens, no rúmen e no trato gastrointestinal 

desempenham um importante papel na nutrição de animais herbívoros (Bisaria & 

Ghose, 1981; Weimer et al., 1991). 

 

2.4.1 Bacillus subtilis 

 

Bactérias do gênero Bacillus são conhecidas por produzir uma variedade de 

enzimas extracelulares importantes tais como amilases, proteases, pectinases e 

celulases. Estas bactérias são capazes de crescer sob condições extremas de temperatura 

e pH e originar produtos estáveis em uma ampla faixa de ambientes adversos (Wang et 

al., 2007). A maior parte das bactérias pertencentes ao gênero Bacillus sp. apresenta 

uma variedade de sistemas de enzimas hidrolíticas e são capazes de utilizar substâncias 

orgânicas consistindo de misturas complexas típicas de resíduos. Uma característica 

interessante do gênero é sua capacidade bem caracterizada para degradar substratos 

amorfos, tais como carboximetilcelulose (Makky, 2000). 

A espécie Bacillus subtilis têm como habitat natural o solo, podem ocupar 

nichos ecológicos distintos em associação com plantas, toleram altas temperaturas 

devido a formação de esporos resistentes, apresentam um rápido crescimento em meio 

líquido e não são patogênicos (SHODA 2000). Os B. subtilis podem utilizar vários 

sistemas de transporte para assimilação de açúcares, em particular, o transporte de 
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glicose é realizado através do sistema de fosfotransferase, onde esta é simultaneamente 

transportada e fosforilada através de um sistema de fosforilação em cadeia, composto 

por proteínas gerais e proteínas específicas para a glicose (DEUTSCHER et al., 2002). 

Os Bacillus subtilis tem sido utilizado para o biocontrole de doenças de plantas 

(LANNA FILHO et al., 2010) devido à sua atividade contra bactérias fitopatogênicas e 

fungos, atribuída, em grande parte à sua produção de antibióticos peptídicos, entre eles 

o grupo dos lipopeptídeos, das famílias da surfactina, iturina e fengicina, se destaca 

como um dos mais eficientes (ONGENA et al., 2005). Devido à sua ação como agente 

de biocontrole, B. subtilis também tem sido utilizado como aditivo inoculante 

microbiano para silagens, atuando no controle do crescimento de microrganismos 

deteriorantes indesejáveis, diminuindo a deterioração aeróbia na pós-abertura dos silos. 

Tal fato foi observado nos trabalhos de PHILLIP & FELLNER (1992) e BASSO et.al 

(2012), no qual ambos tiveram um efeito positivo sobre a estabilidade aeróbia das 

silagens de milho quando inoculadas com  B. subtilis. Assim, a utilização deste 

microrganismo torna-se mais uma alternativa no controle da estabilidade aeróbia de 

silagens. 

 

2.5 Resíduos agroindustriais como substratos para a produção de celulases 

 

As matérias-primas lignocelulósicas são as fontes renováveis mais 

abundantemente encontradas na natureza (SZENGYEL, 2000), sendo compostas, 

principalmente, pelos resíduos agroindustriais, pelos resíduos urbanos e pelas madeiras 

de angiospermas e gimnospermas. Possuem como principal vantagem o seu baixo custo 

como matéria- prima para outros processos, além de poderem ser adquiridas em regiões 

próximas aos locais de processamento do material (THOMSEN, 2005).   

Os resíduos agroindustriais, provenientes de diversas atividades econômicas, são 

gerados em grandes quantidades a cada ano (HECK et al., 2006), sendo comumente 

utilizados como ração animal, fertilizantes ou condicionadores de solo (FERRER et 

al., 2001; SCHIEBER et al., 2001; YANG et al., 2001), na produção de energia, 

matérias de construção e na manufatura do papel, por exemplo (MORAIS et al., 2002). 

Entretanto, com a tecnologia apropriada de bioconversão, estes resíduos 
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lignocelulósicos podem ser transformados em produtos com alto valor agregado, 

como álcool, enzimas, proteínas, ácidos orgânicos, aminoácidos, compostos de aroma, 

entre outros (PANDEY et al., 2000; UENOJO e PASTORE, 2007; MEDEIROS et al., 

2000; SOCCOL E VANDENBERGHE, 2003). 

A conversão biológica dos resíduos agroindustriais em compostos de interesse 

também se faz importante, uma vez que quando indevidamente descartados, es t es  

podem tornar-se fontes de poluição, pois se acumulam em áreas agroindustriais, não 

apresentando significativo valor industrial ou comercial (CORREIA et al., 2004). 

O acúmulo dos resíduos agroindustriais promove a deterioração do meio 

ambiente e perda de recursos naturais, com contribuição significativa para o problema 

da reciclagem e conservação da biomassa (PANDEY  et  al.,  2000). Logo, os 

procedimentos geralmente realizados no manejo destes resíduos são a disposição e a 

incineração. Estas não são medidas adequadas, pois podem causar problemas 

ambientais. A disposição dos resíduos no ambiente sem tratamento pode permitir o 

desenvolvimento de parasitas prejudiciais para futuros cultivos, e a incineração, além 

da poluição ambiental, pode dar origem a incêndios indesejáveis e incontroláveis 

(DIBLASI et al., 1997; YANG et al., 2001; SUN & CHENG, 2002). Assim, a 

biodegradação e a bioconversão de materiais lignocelulósicos presentes nos resíduos 

agroindustriais em produtos de alto valor agregado, diminuem a poluição ambiental 

causada por estes materiais (PANAGIOTOU et al., 2003; MTUI & NAKAMURA, 

2005). 

São muitos os estudos voltados para a triagem de fontes de carbono de baixo 

custo para a biossíntese das enzimas do complexo celulósico por microrganismos, de 

maneira a substituir os substratos celulósicos altamente purificados que são 

normalmente utilizados (YANG  et al., 2001). Por exemplo, soro de queijo, melaço e 

bagaço de cana de açúcar e água de maceração de milho são resíduos provenientes da 

agroindústria que apresentam grande potencial de reuso devido a sua composição e 

características físico-químicas, além dos benefícios ambientais (LADEIRA  et al., 

2010). Assim, devido à capacidade dos microrganismos em produzir diferentes 

enzimas celulolíticas com diversos modos de ação e especificidade, isso permite a 

exploração de substratos heterogêneos. 

Logo, a produção de enzimas celulolíticas microbianas, é altamente 
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dependente da natureza do substrato, e a eficiência na produção destas enzimas 

depende também de outros fatores relacionados à composição química da matéria-

prima, como a acessibilidade e suscetibilidade de vários componentes, bem como suas 

associações químicas ou físicas (KANG et al., 2004). Portanto, é importante a escolha 

do substrato indutor apropriado para a produção das enzimas celulolíticas. O 

substrato lignocelulósico ideal deve ser barato, facilmente processável, disponível 

em grandes quantidades e sua composição deve enquadrar-se para a produção de 

enzimas celulolíticas, assim como para uma possível hidrólise comercial posterior 

(JUHÁSZ et al., 2005). 

 

2.6 Resíduos da indústria cafeeira 

 

A polpa de café e as águas residuárias da desmucilagem do fruto são os 

principais resíduos do processamento semi-seco do café. A polpa é geralmente 

depositada em pilhas para permitir sua secagem para depois ser usada como adubo 

orgânico na lavoura, mas com o uso contínuo destas áreas como depósito, os lixiviados 

produzidos por este material são uma fonte de poluição para o solo e águas 

subterrâneas, provocando alterações químicas e físicas. Devido à sua umidade elevada, 

a polpa é propensa à decomposição e fermentação, gerando odores desagradáveis e 

proliferação de mosquitos, o que dificulta a sua manipulação (ASOCIACIÓN 

NACIONAL DEL CAFÉ, 2005), além dos compostos considerados tóxicos e 

antinutricionais, como a cafeína, taninos e compostos fenólicos presentes em sua 

composição (PANDEY et al., 2000) que podem afetar a fauna e a flora (ULLOA et al.,  

2003). 

A polpa representa cerca de 40% do peso seco do grão de café, é composta pela 

casca (epicarpo) e parte da mucilagem (mesocarpo), sendo essencialmente rica em 

carboidratos, proteínas e minerais como nitrogênio, fósforo e principalmente potássio. 

Também contém grandes quantidades de lignina, celulose e hemicelulose, além de 

compostos considerados tóxicos e antinutricionais, como a cafeína, taninos e compostos 

fenólicos (PANDEY et al., 2000).  

Devido à sua composição, a polpa de café tem um grande potencial para ser 

utilizada na produção de diferentes compostos de valor agregado, como: compostagem, 
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alimentação animal, cultivo de cogumelos, produção de enzimas, compostos fenólicos, 

biogás, ácidos orgânicos, pectina, metabólitos secundários (sustâncias de aroma e 

sabor), proteína unicelular (single cell protein SCP), processos de ensilagem e 

preparação de meios de cultivo (PANDEY et al.,  2000). Assim, o aproveitamento dos 

resíduos do processamento do café minimizam seus efeitos negativos no ambiente, 

dando-lhes um destino mais rentável. (NAVIA et al., 2011).  
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CAPÍTULO 2 

 

INOCULAÇÃO DE Bacillus subtilis E SEUS METABÓLITOS  

EM SILAGEM DE MILHO 
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Resumo 
O objetivo do trabalho foi a avaliação dos efeitos de inoculantes bacterianos e bacterianos 

enzimáticos sobre a composição químico-bromatológica, microbiológica e na estabilidade 

aeróbia das silagens de milho após 30 e 60 dias de ensilagem. A produção da  β-glicosidase foi 

realizada por Bacillus subtilis em fermentação submersa utilizando polpa e casca de café como 

fonte de carbono e indutor enzimático. Os tratamentos inoculados nos silos foram: silagem sem 

inoculante (SC), silagem com B. subtilis 1,0 x 10
8 

UFC/g forragem (SB1), silagem com B. 

subtilis 1,0 x 10
9 

UFC/g forragem (SB2) e silagem com B. subtilis 7,0 x 10
9 

UFC/g forragem + 

enzima β-glicosidase (SBE). Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado, 

com quatro tratamentos, dois tempos de abertura e três repetições.  O valor de atividade 

específica para β-glicosidase encontrado no extrato bruto foi de 1,3170 IU mL
-1

. 

Independentemente do tipo de tratamento utilizado, todas as silagens avaliadas foram bem 

preservadas, pois apresentaram pH abaixo de 4.2, demostrando boa qualidade de fermentação 

para silagem de milho. No tempo de 60 dias, melhoram significativamente os teores de 

carboidratos solúveis na silagem: SB1 (0.96%), SB2 (0.96%) e SBE (0.88%) quando 

comparadas à SC (0.63%). Para bactérias do ácido lático, as maiores populações foram 

encontradas nos tratamentos SB1 (6.86 log UFC/ml) e SBE (6.84 UFC/ml), seguido pela SC e 

SB1, que não apresentaram diferenças entre si (6.22 UFC/ml). O tratamento SB2 melhorou 

significativamente a estabilidade aeróbia (247.75 horas) e o tempo para que o pico de 

temperatura fosse atingido (297.50 horas), sendo que SC e SB1 apresentaram valores 

intermediários e SBE apresentou os menores valores. 

 

Palavras chave: β-glicosidase; bactéria; estabilidade aeróbia; inóculo bacteriano. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O processo de ensilagem visa preservar a qualidade da forragem com intuito de 

ser utilizada durante o período de baixa produção da pastagem. Consiste na preservação 

de forragens úmidas, recém-colhidas, por meio de um processo fermentativo, baseado 

na produção de ácidos orgânicos, principalmente o ácido lático, a partir de açúcares 

solúveis, o que promove redução do pH e, consequentemente, inibição de micro-

organismos deteriorantes  indesejáveis (KUNG Jr., 2003). A silagem de milho é o 

volumoso conservado mais utilizado em todo o mundo, devido aos seus altos índices de 

produtividade da cultura, do valor nutritivo e da concentração de energia (NEUMANN 

et al, 2007).  

Porém, tanto a silagem da planta, quanto de grãos úmidos de milho são ricas em 

carboidratos solúveis e ácido lático, o que as tornam susceptíveis a deterioração aeróbia 

no pós-abertura dos silos. Para diminuir as perdas de nutrientes na fermentação da 

silagem, manter o valor nutritivo (ZANETTE et al., 2012), otimizar o processo 

fermentativo, reduzir a deterioração aeróbia e aumentar a estabilidade aeróbia durante o 

fornecimento no cocho (GIMENES et al., 2006) tem se estudado o uso de aditivos 

biológicos classificados como produtos estimulantes da fermentação da silagem, 

contendo culturas de bactérias específicas e/ou enzimas (CORRÊA & POTT, 2001).  

Os tipos de enzima mais utilizados incluem as celulases, hemicelulases, amilases 

e pectinases (ZANETTE et al., 2012); assim, as enzimas atuariam na função de quebrar 

a parede celular e o amido dos grãos, transformando-os em carboidratos mais simples, 

que podem ser utilizados pelas bactérias láticas, aumentando a fermentação da silagem e 

eficiência de utilização animal (Mc DONALD et al., 1991). Outra vantagem seria a 

redução dos teores de fibra em detergente neutro e de fibra em detergente ácido da 

forragem ensilada, diminuindo assim, os componentes fibrosos indigestíveis do 

alimento, promovendo uma eficiência na digestão de matéria seca, quando oferecida aos 

ruminantes (CYSNEIROS et al., 2006).  

Diante da possibilidade de se utilizar enzimas como inoculantes biológicos, faz-

se necessária a utilização de substratos de baixo custo e facilmente disponíveis para que 

o processo de produção não seja oneroso. Dessa forma, tem se estudado o uso de 
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resíduos agroindústriais como fonte de carbono e indutor enzimático em processos 

fermentativos. Muitos subprodutos das atividades agrícolas podem ser utilizados no 

meio de fermentação, dentre eles a palha de arroz e de trigo, farelos de trigo, milho e 

arroz; bagaços de cana-de-açúcar e laranja, resíduo de banana e espiga de milho, 

(GRAMINHA et al., 2008; MARTINS, 2006), soro de queijo, melaço e água da 

maceração de milho (LADEIRA  et al., 2010) e  polpa e casca de café (DIAS et al., 

2014).  

A polpa do café é resíduo do processamento semi-seco do café e geralmente é 

usada como adubo orgânico na lavoura, mas com o uso contínuo destas áreas como 

depósito, os lixiviados produzidos por este material são uma fonte de poluição para o 

solo e águas subterrâneas, provocando alterações químicas e físicas (ASOCIACIÓN 

NACIONAL DEL CAFÉ, 2005). A polpa é composta pela casca (epicarpo) e parte da 

mucilagem (mesocarpo), sendo rica em carboidratos, proteínas e minerais (PANDEY et 

al., 2000). Assim, devido à sua composição, estes resíduos tem um grande potencial 

para ser utilizado na produção de diferentes compostos de valor agregado, como: 

compostagem, alimentação animal, cultivo de cogumelos, produção de enzimas, 

compostos fenólicos, biogás, ácidos orgânicos, pectina, metabólitos secundários e 

preparação de meios de cultivo (PANDEY et al., 2000).  

Logo, neste trabalho, visou-se a produção da enzima β-glicosidase pela bactéria 

Bacillus subtilis, utilizando como substrato resíduos agrícolas da indústria de café 

(polpa e casca), com posterior aplicação tanto do extrato bruto enzimático quanto do 

microrganismo em silagens de milho, na qual pretendeu-se avaliar o efeito destes 

aditivos biológicos sobre características químico-bromatológicas, microbiológicas e na 

estabilidade aeróbia das silagens. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1 Preparo dos inoculantes bacterianos e bacterianos enzimáticos  

 

Os inoculantes foram previamente preparados no Laboratório de Microbiologia 

Ambiental e Industrial do Departamento de Biologia da UFLA. Para os inoculantes 

bacterianos, foi utilizada a bactéria Bacillus subtilis CCMA 0087 pertencente à Coleção 
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de Culturas da Microbiologia Agrícola da Universidade Federal de Lavras - UFLA, 

Brasil. Esta cepa foi isolada da fruta Marolo (Annona crassiflora), coletada na região do 

Cerrado brasileiro, como descrito por Dias et al. (2014). O isolado estava preservado     

a -80 °C em glicerol a 20% e foi reativado em meio caldo nutriente e através de 

transferências sucessivas, a população desejada foi obtida, conforme metodologia de 

ÁVILA (2009). 

O outro tratamento foi composto pela bactéria Bacillus subtilis CCMA 0087 

mais a enzima celulolítica β-glicosidase produzida por fermentação submersa utilizando 

polpa de café como fonte de carbono e indutor enzimático. Para isto, o microrganismo 

foi reativado em meio caldo nutriente e crescido até 10
8
 UFC ml

−1
. O meio foi 

centrifugado e a biomassa inoculada no meio de fermentação. Para o preparo deste 

meio, primeiramente foram adicionados 36,8g de polpa de café seca e triturada, 0,6g 

KOH e 1000 ml de água destilada. A mistura foi autoclavada por 15 minutos a 121°C e, 

posteriormente, filtrada duas vezes em papel filtro. Neste extrato aquoso obtido foram 

adicionados: (%) 0.2 NaNO3, 0.1 K2HPO4, 0.05 MgSO4 e 0.05 KCl. E o  pH foi 

ajustado para 3,64. A fermentação ocorreu por 24 horas, na temperatura de 36,6 °C e 

140 rpm (DIAS et al., 2014). 

 

2.1.1 Atividade enzimática 

 

Para quantificação da atividade enzimática de β-glicosidase, a mistura de reação 

foi composta de 300 μL de ρ- nitrofenil glucopiranosídio, como substrato e 200 μL do 

extrato enzimático bruto. A mistura de reação foi incubada a 50°C por 30 minutos e 

paralisada pela adição de 1ml de Na2CO3 1M. De forma que os resultados da atividade 

foram obtidos subtraindo-se os valores das absorbâncias das amostras e controle obtidos 

em leitura a 405nm. Os resultados foram correlacionados com a curva analítica 

preparada utilizando-se ρ- nitrofenol como padrão para o cálculo da glicose liberada 

pela enzima, representando a produção em atividade específica. A atividade enzimática 

(U/ml) de β-glicosidase foi definida como a quantidade de enzima necessária para 

liberar um ug de  ρ- nitrofenol por minuto por ml de reação. 
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2.2 Preparo do silos e inoculação dos aditivos 

 

A segunda parte do experimento visou a inoculação da bactéria Bacillus subtilis 

em duas diferentes concentrações e do extrato bruto enzimático obtido através da 

fermentação mais Bacillus subtilis em silagens de milho. O experimento foi conduzido 

nos Departamentos de Zootecnia e Biologia da Universidade Federal de Lavras, Estado 

de Minas Gerais, Brasil. A planta de milho utilizada foi colhida em uma fazenda na 

cidade de Ijaci, Minas Gerais, e picada em máquina estacionária regulada para 

partículas de 10mm. 

A planta fresca picada foi separada sobre um filme plástico e os inoculantes 

foram aplicados por meio de um borrifador manual, tomando-se o cuidado de ter um 

filme plástico e um borrifador para cada tratamento. A forragem picada foi compactada 

manualmente com o auxílio de uma barra de ferro em silos de PVC com diâmetro de 10 

cm e altura de 50 cm, adaptados com válvula tipo Bunsen, com capacidade para 2,0 a 

2,5 kg de forragem utilizando-se densidade de aproximadamente 600 kg de forragem 

por m
3
. Sendo armazenados em temperatura ambiente, sob a proteção de luz solar e 

chuvas. 

Os tratamentos utilizados foram: SC, silagem controle; SB1, silagem com 

inoculante bacteriano (Bacillus subtilis) 1,0 x 10
8
 unidades formadoras de colônia/g 

forragem; SB2, silagem com inoculante bacteriano (Bacillus subtilis) 1,0 x 10
9
 unidades 

formadoras de colônia/g forragem e SBE, silagem com inoculante bacteriano e 

enzimático (Bacillus subtilis 7,0 x 10
9
 unidades formadoras de colônia/g forragem + 

enzima celulolítica). Para o tratamento controle, foram adicionados apenas água 

destilada estéril, no volume de 80 ml; já para o SB1, foram inoculados 3 ml do caldo 

nutriente, homogeneizados com 77 ml de água destilada estéril; para SB2, 30 ml de 

caldo nutriente com 50 de água destilada. E para SBE foi inoculado um volume de 80 

ml do extrato bruto.  

Para a avaliação da fermentação das silagens, os silos foram abertos com 30 e 60 

dias de ensilagem.  Após abertura dos silos, foram retiras duas amostras de cada silo, 

tomando-se o cuidado de desprezar as silagens das extremidades dos silos (cerca de 10 

cm). Destas amostras, uma foi pesada e seca em estufa de ventilação forçada a 55°C 

para análises bromatológicas e a outra foi encaminhada ao Laboratório de 

Microbiologia para determinação do pH, contagem da população de microrganismos e 

da atividade enzimática de β-glicosidase. 
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2.3 Análises bromatológicas da forragem fresca e das silagens após o tratamento 

com os aditivos 

 

As análises bromatológicas da forragem fresca e das silagens foram realizadas 

no Laboratório de Pesquisa Animal do DZO-UFLA. As amostras secas foram trituradas 

em moinho do tipo Willey com peneira de 1 mm e armazenadas em sacos plásticos, 

devidamente identificados. A determinação dos teores de matéria seca (MS) e de 

proteína bruta (PB) foi realizada conforme os métodos recomendados pela AOAC 

(1990). A fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente ácido (FDA), 

segundo as técnicas descritas SILVA & QUEIROZ (2002). E os teores de carboidratos 

solúveis pelo método colorimétrico utilizando fenol- ácido sulfúrico, adaptado de 

DUBOIS (1956).  

Após 60 dias de ensilagem, todo o conteúdo da silagem restante (cerca de 1,5 

kg) foi acondicionado em baldes plásticos de 5 L, onde permaneceu por 15 dias para 

avaliação da estabilidade aeróbia das silagens. Essas amostras foram mantidas em sala 

fechada onde foi monitorada a temperatura de cada amostra diariamente. Para isso, um 

Data Logger (Impac, model MI-IN-D-2-L; São Paulo, Brazil) foi inserido na massa 

ensilada, na profundidade 10 cm, permitindo a tomada de temperatura a cada 15 

minutos. A temperatura ambiente também foi mensurada com Data Logger localizado 

próximo aos baldes, de forma que a variação da temperatura da silagem ao longo do 

tempo foi avaliada com base na temperatura ambiental. A estabilidade aeróbia foi 

definida pelo número de horas em que a silagem se manteve estável antes de atingir 2ºC 

acima da temperatura ambiente (Kung Jr. et al., 2001). 

 

2.4 Análises microbiológicas da forragem fresca e das silagens após o tratamento 

com os aditivos 

 

As análises microbiológicas da forragem fresca e das silagens foram realizadas 

no Laboratório de Microbiologia Ambiental e Industrial da UFLA considerando 

contagem de bactérias totais, bactérias esporulantes e do ácido-lático, leveduras e 

fungos filamentosos em todos os tempos de abertura dos silos. 

Para tal, amostras de 25 g da forragem e das silagens nos tempos de abertura 30 e 60 

dias foram colocadas, assepticamente, em frascos contendo 225 mL de água peptonada 

estéril (1%) e agitada durante 20 minutos a 180 rpm. Deste extrato aquoso obtido, foram 
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realizadas diluições seriadas e plaqueamento em superfície em meios de cultura 

específicos para contagem dos diferentes microrganismos. 

Para contagem das bactérias totais e esporulantes, foi usado o meio ágar 

nutriente, acrescido de nistatina a 0,4%, com a diferença que para a contagem de 

bactérias esporulantes, antes do plaqueamento, as diluições sofreram prévia 

pasteurização em banho-maria a 80 °C por 10 minutos. Para a contagem de bactérias do 

ácido lático, foi utilizado o meio MRS (De Man Rogosa Sharpe, Difco) com nistatina a 

0,4%. Para leveduras e fungos filamentos, o meio de cultura utilizado foi o DRBC 

(Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol). A contagem dos microrganismos foi realizada 

após 48 horas de incubação a 28 °C, exceto para os fungos filamentosos, cuja contagem 

foi depois de 5 dias de incubação a 30 °C. 

 

2.5 Análises da atividade enzimática e do pH da forragem fresca e das silagens 

após o tratamento com os aditivos 

 

Para avaliar a atividade enzimática de β-glicosidase e do pH, amostra de  25 g da 

forragem e das silagens nos tempos de abertura de 30 e 60 dais foram colocadas, 

assepticamente, em frascos contendo 225 mL de água destilada estéril e agitada durante 

20 minutos a 180 rpm. Desde extrato aquoso, 5ml foram coletados e armazenados no 

freezer a -20°C para posterior quantificação enzimática conforme descrito no item 2.1.1 

No restante do extrato aquoso foi avaliado os valores de pH por meio da leitura em 

potenciômetro digital (Digimed Analítica, modelo 20®), conforme CHERNEY E 

CHERNEY (2003). 

 

2.6 Análise estatística 

 

Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado. Em um arranjo 

fatorial do tipo 4x2x3, sendo quatro tratamentos, dois tempos de abertura e três 

repetições. Os dados foram analisados estatisticamente pelos procedimentos de análise 

de variância, de acordo com o software SISVAR (FERREIRA, 2008). Na comparação 

de médias entre os tratamentos, foi utilizado o teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A atividade do extrato bruto inoculado no momento da ensilagem (tratamento 

SBE) foi quantificado, e o valor encontrado de atividade específica foi de 1,3170 IU 

mL
-1

. A atividade do extrato aquoso das silagens após 30 e 60 dias dos quatro 

tratamentos também foram mensuradas: C (8,7216 IU mL
-1

); SB1 (9,8500 IU mL
-1

); 

SB2 (8,6450 IU mL
-1

) e SBE (9,2816 IU mL
-1

).  Em todos os tratamentos houve 

aumento da atividade enzimática, entretanto, não houve diferença significativa entre os 

tratamentos e nem entre os tempos de abertura.  

As três enzimas que compõem as celulases – endoglucanases, exoglucanases e  

β-glicosidases - atuam em sinergia, sendo que as β-glicosidases representam a última 

etapa na produção de monossacarídeos a partir da hidrólise enzimática da celulose.  As 

enzimas celulolíticas são enzimas induzíveis, ou seja, sua produção é desencadeada 

quando o microrganismo é exposto à celulose. Esse fato explica o aumento da atividade 

enzimática durante a ensilagem, pois houve a interação sinérgica de microrganismos 

celulolíticos naturalmente encontrados na planta de milho, sendo que estas interações 

levam à completa hidrólise da celulose que é convertida em glicose.  

 

 

Tabela 1. Composição químico-bromatológica e microbiológica do milho utilizado na 

ensilagem. 
Variáveis analisadas

1 

 
   

  pH    MS      PB        CHOs   BT       BE       BAL    Lev     FF        

 

6,10      39,98        7,67          1,91        8,51      < 2      7,70      7,15      4,53  

1 pH: potencial hidrogeniônico; MS: matéria seca total (%); PB: proteína bruta (%); 

CHOs: carboidratos solúveis em água (%); BT: bactérias totais (log UFC/ml);                         

BE: bactérias esporulantes (log UFC/ml); BAL: bactérias do ácido láticas (log UFC/ml); 

LEV: leveduras (log UFC/ml); FF: fungos filamentosos (log UFC/ml). 
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Tabela 2. Probabilidade dos efeitos (p) dos fatores tratamento e tempo de fermentação 

sobre características da silagem de milho.  

Variável     Valor p 

             Trat  Tempo  Trat*Tempo 

pH    0,0076  0,5979  0,0233     

CHOs    0,0018  0,0000  0,0317 

MS    0,5746  0,0886  0,1037 

PB    0,0673  0,6206  0,3143 

BT    0,8270  0,9604  0,5654 

BE    0,0000  0,0001  0,0002 

BAL    0,0542  0,0000  0,0303 

Lev    0,0000  0,0419  0,0000 

Atividade enzimática  0,1989  0,7475  0,8697 

1 Variáveis Analisadas: pH: potencial hidrogeniônico; CHOs: carboidratos solúveis em água(%); 

MS: matéria seca total (%);PB: proteína bruta (%); BT: bactérias totais (log UFC/ml); BE: 

bactérias esporulantes (log UFC/ml); BAL: bactérias do ácido láticas (log UFC/ml); LEV: 

leveduras (log UFC/ml); FF: fungos filamentosos (log UFC/ml) e atividade enzimática do 

extrato aquoso (IU mL
-1

). 

 

 

Tabela 3. Composição químico-bromatológica das silagens de milho em função dos 

tratamentos inoculados após 30 e 60 dias de ensilagem. 

VA
1   

pH
       

        CHOs    

  T
2
             30    60      30               60 

Trat
3
    

SC  4,11aA  3,91aB   0,50aA            0,63bA  

SB1  3,78bB  3,94aA   0,60aB            0,96aA 

SB2  4,04aA  4,04aA   0,56aB            0,96aA 

SBE  4,05aA  4,02aA   0,40aB            0,88aA 

*Médias com letras minúsculas diferentes nas colunas diferem significativamente pelo teste de 

Scott-Knott (P<0,05) entre tratamentos quanto à mesma variável analisada. 

*Médias com letras maiúsculas diferentes nas linhas diferem significativamente pelo teste de 

Scott-Knott (P<0,05) entre tratamentos quanto à mesma variável analisada. 

1 Variáveis Analisadas: pH: potencial hidrogeniônico e CHOs: carboidratos solúveis em água (%). 

2 Tempo de abertura dos silos: 30 e 60 dias de ensilagem 

3 Tratamentos inoculados no silo: SC: silagem controle; SB1, silagem com inoculante 

bacteriano (Bacillus subtilis) 1,0x10
8
 UFC/g forragem; SB2: silagem com inoculante bacteriano 

(Bacillus subtilis) 1,0x10
9
 UFC/g forragem; SBE: silagem com inoculante bacteriano e 

enzimático (Bacillus subtilis 7,0x10
9
 UFC/g forragem + enzima celulolítica).   

 

 

 

O valor encontrado para MS (39,98%) do milho utilizado ficou entre o 

recomendado por KUNG Jr. & SHAVER (2001) para que se tenha uma boa qualidade 

da silagem de milho, visto que, silagens acima de 42% MS são extremamente secas, que 
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são excessivamente maduras ou foram atingidas pela seca, o que restringe a 

fermentação e abaixo dos 30% provocam uma fermentação clostridial.  

A adição dos inoculantes após 30 e 60 dias de ensilagem, não promoveu efeito 

significativo (p > 0,05) sobre a composição da MS e da PB, apresentando os valores  

médios de 39,97% e 6,87, respectivamente. Sendo que ambos os resultados encontrados 

se enquadram nos teores recomendados para uma silagem de boa qualidade (KUNG Jr. 

& SHAVER 2001).  

Os valores de pH variaram pouco em ambos os tempos de abertura avaliados, 

sendo que independentemente do tipo de tratamento utilizado, todas as silagens 

avaliadas, nos dois tempos avaliados, foram bem preservadas, pois se enquadram na 

faixa de pH que representa adequado processo fermentativo em silagem de milho: 3.7 a 

4.2, segundo KUNG Jr. & SHAVER (2001), indicando uma boa conservação da massa 

ensilada.  

Elevado pH, acima de 4.2, é indicador de silagem de baixa qualidade, 

apresentando fermentação indesejável por Clostridium (KUNG Jr. & SHAVER 2001),  

Entretanto, se o pH estiver elevado pelo fato da silagem ter sido confeccionada com 

uma forragem de alta MS (>45-50%) não é indicativo de que seja de má qualidade, mas 

é geralmente instável quando exposta ao ar devido à pequenas quantidades de ácidos 

produzidos durante a ensilagem que inibem o crescimento de microrganismos 

indesejáveis (KUNG Jr. & SHAVER 2001). Sendo assim, podemos afirmar que as 

silagens confeccionadas neste trabalho são de boa qualidade, pois foram produzidas 

com teor de matéria seca da forragem dentro do recomendado, apresentando também 

adequado padrão de fermentação, ou seja, pH abaixo de 4.2. 

Para carboidratos solúveis em água, todos os tratamentos com inoculantes 

biológicos levaram a um aumento no teor dos CHOs após a abertura do silo com 60 dias 

de ensilagem. Porém, não alterou o teor dos CHOs após 30 dias de ensilagem. Os 

carboidratos solúveis são os principais substratos para que as bactérias do ácido láticas 

possam produzir os ácidos e reduzir o pH, fazendo com que o processo fermentativo 

ocorra de maneira eficiente durante o período de ensilagem, permitindo uma boa 

conservação do material ensilado (BOLSEN, 1995; VILELA, 1997).  
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Tabela 4. Composição microbiológica das silagens de milho em função dos tratamentos 

inoculados após 30 e 60 dias de ensilagem. 

VA
1    

BE            BAL                         LEV   

 T
2
      30         60              30             60       30             60  

Trat
3
    

SC 5,27cA      5,31aA  7,68aA      6,22bB  3,07aA      2,84aA 

   

SB1 5,40cA      5,35aA  7,67aA      6,86aB  2,31aB      3,20aA 

   

SB2 5,82bA     5,46aB  7,61aA      6,22bB  2,46aA      < 2bB 

   

SBE 6,46aA      5,51aB  7,55aA      6,84aB  2,76aA      2,97aA  

*Médias com letras minúsculas diferentes nas colunas diferem significativamente pelo teste de 

Scott-Knott (P<0,05) entre tratamentos quanto à mesma variável analisada. 

*Médias com letras maiúsculas diferentes nas linhas diferem significativamente pelo teste de 

Scott-Knott (P<0,05) entre tratamentos quanto à mesma variável analisada. 

1 Variáveis Analisadas: BE: bactérias esporulantes (log UFC/ml); BAL: bactérias do ácido 

láticas (log UFC/ml); LEV: leveduras (log UFC/ml). 

2 Tempo de abertura dos silos: após 30 e 60 dias de ensilagem. 

3 Tratamentos inoculados no silo: SC: silagem controle; SB1, silagem com inoculante 

bacteriano (Bacillus subtilis) 10
8
 UFC/g forragem; SB2: silagem com inoculante bacteriano 

(Bacillus subtilis) 10
9
 UFC/g forragem; SBE: silagem com inoculante bacteriano e enzimático 

(Bacillus subtilis 7,0x10
9
 UFC/g forragem + enzima celulolítica).  

 

 

Na avaliação da composição microbiológica das silagens, observou-se que não 

houve efeito (p > 0,05) dos inoculantes sobre a composição das bactérias totais em 

nenhum dos tempos de abertura dos silos; apresentando média de contagem de 5.8 log 

UFC/ml.  

A contagem de bactérias esporulantes foi maior no tratamento SBE no tempo de 

30 dias após a ensilagem. Entretanto, não houve diferença entre os tratamentos após 60 

dias de ensilagem. A presença destas bactérias ocorre naturalmente nos solos, fato este 

que explica a contagem também no tratamento controle.  

Para os dados referentes às bactérias do ácido lático, o maior número foi 

encontrado com 30 dias de ensilagem, porém não houve diferença entre os tratamentos. 

No tempo de 60 dias, os maiores valores encontrados foram nos tratamentos SB1 (6.86 

log UFC/ml) e SBE (6.84 log UFC/ml). As BAL fazem parte do principal grupo de 

microrganismos que atua na fermentação do material ensilado, promovem rápida e 

eficiente produção de ácido láctico e redução do pH da silagem (RODRIGUES et al., 
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2004), menor crescimento de fungos, diminuindo a deterioração aeróbia quando as 

silagens são expostas ao ar (FILYA et al., 2003).  

 

Em relação à contagem de leveduras, com 30 dias não houve diferença 

significativa entre os tratamentos. E após 60 dias de ensilagem, o melhor tratamento foi 

o SB2, na qual a contagem do microrganismo foi abaixo de 2 log UFC/ ml. De maneira 

geral, a presença de leveduras encontrada nesse trabalho foi baixa (< 3 log UFC/ ml). As 

leveduras são os principais microrganismos envolvidos na deterioração das silagens 

após abertura dos silos, sendo que para WOOLFORD (1990), silagens com contagem 

de leveduras superiores a 5.0 log UFC/ml são altamente susceptíveis à deterioração.  

A contagem de fungos filamentosos só foi possível no tratamento SBE após 60 

dias de ensilagem, apresentando média de contagem de 2.97 log ufc/g, nos demais 

tratamentos não houve crescimento. No tempo de 30 dias após a ensilagem, também não 

houve crescimento de fungos filamentosos, não havendo diferença significativa entre os 

tratamentos e o controle. Os fungos mais comuns encontrados na silagem pertencem aos 

gêneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium, estes microrganismos são indesejáveis nas 

silagens, pois sua presença altera a concentração de nutrientes, principalmente em 

relação à concentração de carboidratos solúveis e vitaminas (SILVA et. al., 2010), além 

de produzirem micotoxinas que causam muitas doenças e vários efeitos tóxicos aos 

animais (GIMENES et. al., 2006). 

 

Tabela 5.  Efeito dos inoculantes sobre a temperatura das silagens de milho nos 

diferentes tratamentos quando expostas ao ar após 60 dias de ensilagem. 

                                                        Tratamentos
1 

                                                                 SC  SB1  SB2  SBE 

Pico de temperatura (°C)       26.5b 26.33b  25.50b  28.83a  

Tempo para alcançar o    149.00b 163.25b 297.50a 47.75c 

 pico de temperatura (h) 

Estabilidade aeróbia (h)
2
                       160.83b 161.25b 247.75a 48.83c 

*Médias com letras diferentes nas linhas diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott 

 (1) SC: silagem controle; SB1, silagem com inoculante bacteriano (Bacillus subtilis) 10
8
 UFC/g 

forragem; SB2: silagem com inoculante bacteriano (Bacillus subtilis) 10
9
 UFC/g forragem; 

SBE: silagem com inoculante bacteriano e enzimático (Bacillus subtilis 7,0x10
9
 UFC/g 

forragem + enzima celulolítica).   

 (2) tempo em horas que a silagem se manteve estável antes de atingir 2 ºC acima da 

temperatura ambiente. 
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O aumento da temperatura do material ensilado está relacionado com a 

proliferação de microrganismos indesejáveis, causando a deterioração aeróbia das 

silagens de milho após abertura dos silos, reduzindo a qualidade do material ensilado 

(KUNG E STOKES, 2002). Desta forma, pode-se assegurar que o tratamento SB2 

conservou melhor o material após a exposição ao ar, uma vez que, o material apresentou 

menor pico de temperatura (25,5°C) e também demorou mais tempo para que esse pico 

fosse atingido (297,50 horas); além de não apresentar a proliferação de leveduras e 

fungos filamentosos.   

Da mesma forma, as silagens tratadas com este inoculante apresentaram a maior 

estabilidade aeróbia, mantendo-se estável por 247,75 horas antes de atingir 2 °C acima 

da temperatura ambiente. De modo prático, esses resultados permitem afirmar que as 

silagens que apresentam maior estabilidade aeróbia associada à menor ocorrência de 

leveduras e fungos filamentosos, mantem por mais tempo os valores nutricionais e boas 

qualidades sanitárias observadas na fase de pós abertura dos silos. (BASSO et al., 

2012). 

Os tratamentos SC (149,0 h) e SB1 (163,25 h) apresentaram valores 

intermediários para que o pico de temperatura fosse alcançado. Sendo também 

intermediários em relação à estabilidade aeróbia, mantendo-se estável por 160,83 e 

161,25 horas, respectivamente. Em contrapartida, o tratamento SBE apresentou o maior 

pico de temperatura do material ensilado (28,83°C), o menor tempo para que tal pico de 

temperatura fosse atingido (47,75 horas) e baixa estabilidade aeróbia (48,83 horas). 

Esses resultados podem estar relacionados com a presença de leveduras e fungos 

filamentosos, os quais utilizam ácido lático para se desenvolverem aerobicamente, 

elevando o pH da silagem e permitindo o crescimento de outros microrganismos 

indesejáveis (REIS et al., 2008; MUCK, 2010), resultando assim, em silagens menos 

estáveis à deterioração aeróbia quando expostas ao ar.  

 

4 Conclusão 

 

Os melhores resultados foram encontrados nas silagens tratadas com o 

inoculante bacteriano Bcillus subtilis (CCMA 0087) 1,0x10
9
 UFC/ g forragem. Sendo 

que estas silagens apresentaram uma maior estabilidade aeróbia quando expostas ar e as 
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que demoraram mais tempo para que o pico de temperatura fosse atingido, uma vez que 

neste tratamento não houve a proliferação de leveduras e fungos filamentosos.  
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