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RESUMO

Avaliaram-se as populacBGes microbianas, o pH e a composi¢cdo quimica de silagens de
milho produzidas ou ndo com inoculantes bacterianos, em seis periodos abertura dos
silos (1, 3, 7, 14, 28 e 56 dias). Foi usado um arranjo fatorial 6 x 3 (seis periodos de
fermentagdo x trés inoculantes), em um delineamento inteiramente casualizado, com
trés repeticBes. Avaliou-se os inoculantes microbianos Kera Sil® e Lacto Sil® e
tratamento controle (sem inoculante). Aos 56 dias de fermentacdo, as contagens de
bactérias acido lacticas ndo diferiram entre os tratamentos e o tratamento contendo o
inoculante Kera Sil® apresentou menores contagens de fungos e de aerdbios mesofilos.
Com relacédo aos valores de pH, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos.
Os teores de matéria seca, proteina bruta, matéria mineral, fibra em detergente neutro e
fibra em detergente acido ndo foram influenciados pelos periodos de fermentagéo.
Palavras-chaves: bactérias acido lacticas, bromatologia, mofos, silagem.

ABSTRACT
Microbial populations and chemical composition of corn silage

Microbial populations, pH and chemical composition of corn silage, produced or not
with bacterial inoculants, were examined in six periods of opening of the silos (1, 3, 7,
14, 28, and 56 days). Treatments were performed in a completely randomized block
design, in a 6 x 3 factorial arrangement (six fermentation periods x three inoculants),
with three replicates. The bacterial inoculants Kera Sil® and Lacto Sil®, as well as the
control treatment (without inoculation) were evaluated. At 56 days of fermentation, the
counts of lactic acid bacteria did not differ among treatments, and the treatment with
inoculant Kera Sil® had lower counts of fungi and mesophilic aerobes. The pH values
did not differ among treatments. The contents of dry matter (DM), crude protein (CP),
ash (A), neutral detergent fiber (NDF), and acid detergent fiber (ADF) were not affected
by the fermentation periods.
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Data do envio: 13/11/2010 Scientia Agraria Paranaenis
Data do aceite: 11/02/2011 Volume 10, nimero 1 - 2011, p 91-99.



92

INTRODUCAO

A silagem de milho é um alimento volumoso utilizado, durante todo o ano, na
maioria dos sistemas de producdo de leite que adotam o confinamento e, como
suplemento, nos sistemas de producdo a pasto. Cultivares destinadas a ensilagem,
devem apresentar elevada producdo de matéria seca/ha, ser ricos em carboidratos
sollveis, produzir silagem de bom valor nutritivo e permitir a maximizagdo do consumo
pelos animais (ROTH & UNDERSANDER,1995). A primeira caracteristica possibilita
menor custo por tonelada de material e as duas Ultimas, melhor desempenho animal e
reducdo no uso de concentrados.

O processo de ensilagem ndo melhora a qualidade do alimento, mas visa manter
a qualidade do material original (VAN SOEST, 1994). Assim, é de extrema importancia
que este processo seja realizado de forma correta, minimizando as perdas energéticas
inevitaveis (calor e CO,) do sistema, durante a fermentacdo dos carboidratos sollveis
em acido latico.

O estudo da flora epifitica ou flora original das plantas, segundo Pahlow (1989),
tem revelado resultados variaveis quanto a composicdo e ao numero de micro-
organismos, uma vez que estdo sujeitos aos elementos do clima, 0s quais s&o
influenciados pela localizacdo geogréafica onde os estudos sdo conduzidos. Desse modo,
os elementos do clima e a composicao das plantas irdo interferir diretamente nos varios
complexos bioguimicos e processos microbiologicos que transcorrem desde 0 momento
da colheita da forragem até o fornecimento da silagem ao animal. Dos fatores que
determinam o padrdo de fermentacdo durante a ensilagem, os intrinsecos a planta
forrageira séo representados pelo adequado teor de umidade, elevado teor de
carboidratos soluveis e o0 baixo poder tampédo (COSTA et al. 2001).

A qualidade da silagem depende, basicamente, do material ensilado e do tipo de
microrganismo que atuara durante o processo de fermentacéo e apos a abertura dos silos
(JOBIM et al. 1997). Segundo Muck (1996) o efeito esperado da inoculagdo microbiana
é a diminuicdo das perdas de nutrientes. Entretanto, o processo fermentativo promove
solubilizacdo parcial da hemicelulose, diminuindo a fragdo de fibra em detergente
neutro da silagem, podendo aumentar a digestibilidade da matéria seca. Outro efeito
esperado € a reducdo nas perdas do conteldo protéico da silagem, como consequéncia
da inibicdo da protedlise promovida por bactérias do género Clostridium e por
enterobacterias.

Aditivos estimulantes da fermentacdo durante a ensilagem sdo usados para
aumentar a probabilidade de obtencdo de fermentagdo satisfatoria e silagem de alto
valor nutritivo com minimas perdas na ensilagem (SHARP et al., 1994). Por outro lado,
na maioria dos estudos com inoculantes foi observada reducao na estabilidade aerdbica
das silagens inoculadas (SPOELSTRA, 1994). Entretanto sdo apontadas algumas
hipoteses para o insucesso da utilizacdo de inoculantes em silagens. Dentre elas
destacam se: a atividade competitiva de populacdo epifita da planta originada a partir de
cepas selvagens, o baixo teor de aglcares da forragem, os efeitos do antecedente
historico da cultura agricola utilizada como fonte de forragem, excesso de oxigénio,
extremos de atividade de agua na massa ensilada, problemas na aplicacdo do produto
(KUNG Jr. et al, 2003).

Os micro-organismos homofermentativos caracterizam-se pela taxa de
fermentagdo mais rapida, menor protedlise, maior concentragdo de acido latico, menores
teores de &cidos acético e butirico, menor teor de etanol, e maior recuperacao de energia
e matéria seca. Bactérias heterofermentativas utilizam &cido latico e glicose como
substrato para producao de acido acetico e propidnico, os quais sao efetivos no controle
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de fungos, sob baixo pH (ZOPOLLATTO et al. 2009). Estudos recentes mostraram que
algumas bactérias heterofermentativas (Lactobacillus buchneri, Lactobacillus brevis)
produzem ferulato-esterases, enzimas que aumentam a degradacdo da parede celular,
liberando mais carboidratos solUveis para a fermentacdo ou utilizacdo pelas bactérias do
ramen (NSEREKO et al., 2008).

A presenca de oxigénio pela entrada de ar durante o periodo de estocagem ou na
abertura do silo, favorece o crescimento de micro-organismos aerobicos. Esses micro-
organismos utilizam vérios substratos derivados diretamente da forragem ou
indiretamente da fermentacdo. O resultado dessa atividade é a perda de nutrientes, e
conseqiiente reducio no valor nutritivo da silagem (HONIG & WOOLFORD, 1980). E
importante ressaltar que as perdas ocorridas durante a deterioracdo aerobica sao
provocadas pela atividade microbiana, mas essa atividade é limitada, normalmente, por
fatores quimicos e fisicos, como fornecimento de oxigénio e alteracGes da temperatura
(WILLIANS et al., 1994).

Com base no exposto, objetivou-se avaliar os efeitos de dois inoculantes sobre o
desenvolvimento de populagbes microbianas como contagem total de aerobios
mesofilos, contagem de bactérias lacticas e de fungos, assim como avaliar a composicao
quimica, o pH e temperatura da silagem de milho planta inteira em diferentes tempos de
abertura dos silos.

MATERIAL E METODOS

A silagem de milho planta inteira foi obtida no municipio de Marechal Candido
Rondon (PR), regido oeste do Parana, que apresenta altitude média de 400 m, latitude
24°33°40” S, longitude 54° 04> 00” W. O clima ¢ subtropical com chuvas bem
distribuidas sendo o solo classificado como argissolo vermelho eutrdéfico (PVe)
(IAPAR, 2006). O experimento foi conduzido nos meses de julho a setembro de 2009
no laboratério de Microbiologia e Bioguimica da Universidade Estadual do Oeste do
Parana.

Como silos experimentais foram utilizados sacos de polietileno de 50L contendo
aproximadamente 6 kg de silagem por silo. Antes do enchimento, cada saco plastico foi
colocado dentro de um outro idéntico para melhor seguranca do processo de ensilagem.

O enchimento dos silos experimentais foi feito compactando-os manualmente,
tomando-se o cuidado de expulsar o0 maximo possivel de ar para evitar a proliferacéo de
fungos nos espacos vazios. Os sacos foram etiquetados para identificacdo dos
tratamentos e levados a um local seco para armazenamento, onde permaneceram por um
periodo de 56 dias.

Utilizou-se um arranjo fatorial 6 x 3, onde o fator A foi representado por seis
periodos de fermentacdo (1, 3, 7, 14, 28 e 56 dias) e o fator D pela utilizacdo de
inoculante [tratamento controle e dois inoculantes (Kera Sil® e Lacto Silo ®)], em um
delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticoes.

Os inoculantes comerciais avaliados foram: Kera Sil® , contendo os seguintes
niveis de garantia: Pediococcus acidilactici e Lactobacillus plantarum (80 X 10°
UFC/g) e Lacto Silo ® contendo Lactobacillus curvatus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sp e Pediococcus acidilactici. Os inoculantes
foram adicionados as silagens distribuidas sob uma lona plastica, sendo utilizada uma
lona para cada tratamento. Utilizou-se um pulverizador, com capacidade para 2 |,
respeitando-se as recomendacdes dos fabricantes, sendo Lacto silo® um frasco de 430
gr para 50 toneladas de silagem e Kera sil® um sachet de 200g para 40 toneladas de
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silagem. As silagens foram armazenadas em temperatura ambiente, até 0 momento da
abertura dos silos, compreendido pelos periodos de fermentacao.

As analises microbioldgicas foram realizadas no material apos a adicdo dos
inoculantes (Tempo 1) e nos diferentes periodos de fermentacdo (3, 7, 14, 21 e 56 dias).
Nas amostras (50 g) foram adicionados 450 mL de agua destilada estéril procedendo-se
as diluicBes que variaram de 10 a 10° (GONZALEZ e RODRIGUES, 2003), usando-
se garrafas para agua de diluicdo contendo 99,9 mL de agua destilada estéril. A
semeadura foi feita em triplicata para cada diluicdo e meio de cultura. Para contagem
total de aerdbios mesdfilos usou-se o Agar Nutriente (Himedia) com incubagdo a 35°C
por 48 horas; para contagem de bactérias lacticas (BAL) o agar MRS (De Man, Rogosa
e Sharpe) procedendo-se a incubacdo a 35° por 48 horas. Para avaliacdo da
contaminacdo por bolores e leveduras, placas contendo agar PDA (Potato dextrose
Agar- Himedia) glicosado acidificado com solucdo de &cido tartarico a 10% em pH 3,5
foram incubadas a 25°C + 2 °C por 5 dias. A determinacdo do pH das silagens foi
efetuada de acordo com Silva & Queiroz (2002) e a temperatura das amostras foi
medida com o uso de um termdmetro portétil.

As determinacdes de matéria seca (MS), extrato etéreo (EE), fibra em detergente
acido (FDA), proteina bruta (PB), foram realizadas segundo procedimentos descritos
por Silva e Queiroz (2002), utilizando amostras moidas em moinho do tipo Willey com
peneira de 1 milimetro.

Os dados foram submetidos as analises estatisticas utilizando o Programa
SISVAR (FERREIRA, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foram observadas interacdes significativas para as variaveis em estudo. As
contagens de bactérias lacticas diferiram entre os inoculantes avaliados e o tratamento
controle (p<0,05) nos primeiros sete dias de vedacdo dos silos, ndo diferindo
estatisticamente ap0s este periodo. Schaefer et al. (1989) estudaram a inoculacdo de
silagens da parte aérea e de grdos umidos de milho e verificaram maiores efeitos da
adicdo de inoculante sobre a contagem microbioldgica nas silagens de grdos umidos.
Segundo McDonald et al. (1991), o nimero de bactérias &cido lacticas necessario para
que ocorra acentuada queda de pH é de cerca de 8,0 log/g, sendo encontrado estes
valores apés 14 dias de fermentagdo e na silagem controle, apds o sétimo dia (Tabela 1).

Os maiores valores para contagem total de aerdbios meséfilos foram obtidos para
as silagens com adicao de inoculantes apds sete dias de armazenamento.

No presente trabalho, as menores contagens de fungos filamentosos e de leveduras
foram observadas aos 56 dias de armazenagem para a silagem com o inoculante Kera
Sil® (3,96). Woolford (1990) observou que silagens que apresentarem contagem de
leveduras superior a 5,0 log/g de silagem s&o mais susceptiveis a deterioracdo e Jobim
et al. (1999) constataram populacdo de leveduras, em silagem de grdo umido, na ordem
de 6,4 log/g de silagem. Segundo Arcuri et al. (2003) a presenca de fungos filamentosos
tem pronunciado efeito no valor nutritivo do material, pois degradam o mesmo e podem
produzir toxinas que afetam o metabolismo animal.

Em geral, os bolores séo aerobios, exigem pH étimo para crescimento entre 5-6 e
a sequéncia normal de reproducdo é: esporo; esporo com tubo germinativo; hifa;
micélio (conjunto de hifas); 6rgdos de frutificacdo; novos esporos. Para que o fungo
produza seus 6rgdos de frutificacdo, pode levar de 3 a 14 dias, variando em fun¢éo da
especie (RUIZ, 1992). Neste experimento, pode-se inferir que a contagem de fungos
filamentosos na abertura dos silos (T1- Tempo 1), dada a auséncia de O, foi de esporos.
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Tabela 1. Populagdes microbianas (logio) da silagem de milho planta inteira para os
diferentes periodos de fermentagdo e inoculantes bacterianos

Inoculante Periodo de fermentacdo (dias)
1 3 7 14 28 56
Bactérias lacticas (log/g)
Controle  6,80° 9,142 8,612 8,612 8,432 9,062
KeraSil® 7,412 7,25° 7,56° 8,562 8,512 8,752
Lacto Silo®  6,68° 8,49" 7,51° 8,51° 8,33° 9,28
Contagem total de aerdbios mesofilos (log/g)
Controle 7,77 8,952 8,83" 8,402 8,22° 8,34°
KeraSil® 7,728 5,76° 8,562 8,372 8,652 8,13°
Lacto Silo® 7,54° 6,73° 9,19° 8,48° 8,03° 9,112
Bolores/Leveduras (log/g)
Controle  6,00° 6,362 7,542 7,67c 5,66° 4772
KeraSil® 5,82 6,262 6,04 8,18" 6,102 3,96°
Lacto Silo®  3,00° 6,432 7,17° 8,832 5,48° 4,922
Temperatura (°C)
Controle 22 22 19 23 22 21
Kera Sil® 24 24 19 23 23 21
Lacto Silo® 22 23 20 23 23 21

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si (p<0,05) pelo teste de
SNK.

A inoculagdo com bactérias homofermentativas produtoras de acido lactico
pode melhorar a qualidade da silagem promovendo rapida e eficiente producéo de acido
lactico e reducdo do pH (GIMENES et al. 2005). Entretanto, isto parece ndo reduzir a
quantidade de leveduras, pois estas podem crescer em pH baixo (LINDGREN et al.,
1985).

Com relacdo aos valores de pH ndo houve diferenca significativa entre 0s
tratamentos; constatando-se maiores valores médios (5,55) para o Tempo 1 de abertura
dos silos. Segundo Lindgren (1985), o pH ainda é usado como um critério de qualidade
importante no julgamento da qualidade de fermentacdo das silagens. O pH da silagem
de milho avaliada mostrou-se adequado (<4,2) podendo-se dizer que as silagens em
estudo, foram bem conservadas durante o periodo de armazenamento, pois na abertura
dos silos apresentaram valores satisfatorios de pH. As maiores temperaturas observadas
foram verificadas no 3° dia de fermentacéo, sendo encontrados os valores de 24°C.

Com relagdo a qualidade nutricional, as médias obtidas de matéria seca (MS),
proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA)
e Matéria Mineral (MM) estdo apresentadas na Tabela 2.
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Figura 1. Valores médios, dos trés tratamentos, de pH e de contagem de bactérias acido
lacticas (BAL) (log/g) em funcdo dos dias de armazenamento do material ensilado
avaliado periodicamente.

Tabela 2. Médias de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), matéria mineral (MM) e
fibra em detergente neutro (FDN) observados na silagem de milho nos 6 periodos de
fermentacao.

Inoculante Periodo de fermentacdo (dias)

1 3 Il 14 28 56

MS (%)

Controle 32,028% 35,76° 35,348 33,89° 37,172 33,43°
KeraSil® 32,912 35,22° 35,00 35,18" 34,21° 34,002
Lacto Silo® 32,932 36,342 35,34 36,132 36,78" 34,242

PB (%)
Controle 7,572 8,23 7,752 7,27° 7,85% 7,76
Kera Sil 7,412 7,788 7,902 7,90% 6,81° 7,543
Lacto Silo 7,722 7,952 7,30 8,40% 7,31% 7,582
MM (%)
Controle 4,76 4,06 4,10 4,772 3,53" 4,27
Kera Sil 4,75 4,612 4,492 4,56" 4,362 4,67
Lacto Silo 4,75 3,81° 3,83 3,61° 3,61° 4,05°
FDN (%)
Controle 52,93 47,01° 47,01° 53,912 44,95° 49,162
Kera Sil 52,932 51,032 51,032 48,68° 48,722 48,83

Lacto Silo 52,692 45,34° 45,34° 47,77° 49,872 46,882

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si (p<0,05) pelo teste de
SNK.

Os teores de MS foram acima dos 25% preconizados por McDonald et al. (1991)
e entre os valores citados como adequados por Jobim (2010) cujos teores devem estar
entre 28 a 40%; como condicao necessaria para que as perdas de efluentes dentro do silo
sejam minimizadas e, conseqlentemente, ocorra a manutencdo dos nutrientes do
material ensilado. Os valores de MS acima de 40% estdo relacionados com a baixa
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compactacdo ocasionando uma série de fendmenos indesejaveis provocados pela
entrada de ar no silo, favorecendo o desenvolvimento de micro-organismos aerobios e
anaerobios facultativos.

Os teores médios de PB foram de 7,67 %; sendo pouco alterados ao longo do
periodo de fermentacdo. Resultados semelhantes foram constatados por Pereira et al
(2007) e por Silva (2001). Ao final do periodo de fermentagdo, os valores de matéria
mineral foram maiores para o tratamento Kera Sil®; porém ndo houve diferenca com
entre os tratamentos com relacdo a percentagem de FDN.

CONCLUSAO

As silagens produzidas podem ser consideradas de boa qualidade fermentativa e
0 uso do inoculante Kera Sil® reduziu a contagem de fungos.
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