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‘Se vocé pensa que é um derrotado,

Vocé serd derrotado.

Se ndo pensar ‘quero a qualquer custo’,

Ndo consequird nada.

Mesmo que vocé queira vencer, mas se pensa que ndo vai consequir,

A vitoria ndo sorrird para voce.

Se vocé fizer as coisas pela metade,

Vocé serd um fracassado.

N0s descobrimos neste mundo

Que o sucesso comega pela nossa intengdo

E tudo se determina pelo nosso espirito.

Se vocé pensa que é um malogrado,

Vocé o serd.

Se vocé almeja atingir uma posi¢do mais elevada
Deve, antes de obter a vitdria,

Dotar-se da convic¢do de que conseguird

Infalivelmente.

A luta pela vida, nem sempre é vantajosa;

Nem aos fortes, nem aos espertos.

Mais cedo ou mais tarde,

Quem cativa a vitoria é aquele que cré plenamente:

Eu conseguiret.”

Napoleon Hill
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ESTABILIDADE AEROBIA DE SILAGENS DE PLANTA E DE GRAOS UMIDOS DE
MILHO.

RESUMO - objetivou-se avaliar a estabilidade aerdbia de silagens de planta e de
graos umidos de milho com a utilizagdo de inoculante microbiano, bem como o uso de
filme plastico de baixa permeabilidade ao oxigénio associado ao filme convencional.
Para tanto foram conduzidos trés experimentos. No primeiro e segundo experimentos
os objetivos foram avaliar os efeitos de doses de Lactobacillus buchneri (5x10*, 1x10°,
5x10° e 1x10° UFC/ g) sobre as caracteristicas fermentativas, a dinamica
microbioldgica, a estabilidade aerdbia e o valor nutricional de silagens de planta e de
graos umidos de milho. No terceiro experimento, objetivou-se avaliar o efeito do filme
plastico de baixa permeabilidade ao oxigénio associado ao filme convencional sobre a
perdas na armazenagem e a estabilidade aerdbia de silagem de planta de milho, em
silo tipo superficie. O L. buchneri & eficiente no controle de leveduras e fungos
filamentosos, assim como melhora a estabilidade aerdbia da silagem de planta e de
graos umidos de milho e nédo afeta o valor nutricional. O filme de baixa permeabilidade
ao oxigénio associado ao filme convencional é eficiente na manutencdo das
caracteristicas fermentativas, no controle da populacdo de leveduras e na redugao de
perdas, principalmente quando a fatia de retirada € menor.

Palavras-chave: caracteristicas fermentativas, deterioracdo aerébia, filme plastico,

inoculante microbiano, perdas
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AEROBIC STABILITY OF PLANT AND OF HIGH MOISTURE CORN SILAGE.

SUMMARY - aimed to evaluate the aerobic stability of plant and of high moisture
corn silage with the use of microbial inoculant and oxygen barrier film associated with
conventional film. Therefore, three experiments were conducted. In the first and second
experiments the objectives were to evaluate the effects of Lactobacillus buchneri doses
(5x10*, 1x10° 5x10° and 1x10° CFU/g) on the fermentation characteristics, microbial
dynamics, aerobic stability and nutritional value of plant and of grain moisture corn
silage. The third experiment aimed to evaluate the effect of oxygen barrier film
associated with conventional film under the storage losses and aerobic stability of plant
corn silage in a horizontal silo. The L. buchneri is effective in control of yeasts and
molds, and improve the aerobic stability of plant and of high moisture corn silage and do
not affect nutritional value. The oxygen barrier film is effective in maintaining the
fermentation characteristics, in yeasts population control and loss reduction, mainly

when the feedout rate is lower.

Keywords: aerobic deterioration, fermentation characteristics, microbial inoculant,
losses, plastic film



CAPITULO 1 — CONSIDERAGCOES GERAIS

1. INTRODUCAO

O processo de ensilagem é muito importante para preservar a qualidade da
forragem com vistas a utilizacdo durante o periodo de baixa oferta de pasto. Apesar da
fermentacdo da silagem ocorrer naturalmente sob condi¢ées de anaerobiose, devido
aos microrganismos epifitas, a fermentacao rapida e eficiente é variavel e depende do
numero e tipos de bactérias 4cido laticas da cultura. Além disto, outros fatores como o
teor de matéria seca, a capacidade tamponante da cultura a ser ensilada e o conteudo
de acucares fermentaveis disponiveis afetam intensamente o processo fermentativo
(KUNG JR., 2008).

A silagem de milho é o volumoso conservado mais utilizado em todo o mundo e a
silagem de graos Umidos de milho estd sendo cada vez mais utilizada no Brasil.
Entretanto, essas silagens sao ricas em carboidratos sollveis e acido latico, o que as
tornam susceptiveis a deterioragdo aerdbia no pods-abertura dos silos. Contudo,
silagens de graos umidos de milho, em geral, fermentam menos extensivamente que
silagem de planta de milho (HOFFMAN & MUCK, 1999). No entanto, especialmente nos
meses de clima quente, esses dois tipos de silagens sdo comumente deteriorados
durante a retirada da silagem para fornecimento aos animais.

Com a entrada de oxigénio no silo, ocorre a deterioracdo da massa devido a
presenca de &acido latico e a alta concentragdo de nutrientes, que servem como
substrato para leveduras. Por sua vez as leveduras fazem o meio propicio ao
crescimento de fungos filamentosos (Fusarium, Penicilium e Aspergillus) e de bactérias
indesejaveis (Acetobacter e Bacillus), acarretando perdas no valor nutritivo e
deteriorando a silagem, consequentemente diminuindo o consumo e afetando o
desempenho animal.

Visando sanar este problema, pesquisadores buscaram formas de mitigar essas
perdas, por meio do uso de inoculantes microbianos heterolaticos (MUCK, 1996), que

sdo de facil utilizacdo, ndo sdo corrosivos ao maquinario € ndo poluem o ambiente



(CONTRERAS-GOUVEIA & MUCK, 2006) e da utilizagdo do filme plastico de baixa
permeabilidade ao oxigénio (DEGANO, 1999) na vedacao de silos horizontais.

Contudo, poucos estudos tem sido realizados com inoculantes heterolaticos em
silagens de planta e de grédos umidos de milho no Brasil (ZOPOLLATTO et al., 2009) e
com o filme de baixa permeabilidade ao oxigénio na vedacao de silos horizontais.

Neste contexto, objetivaram-se avaliar os efeitos das doses de Lactobacillus
buchneri e o do filme de baixa permeabilidade ao oxigénio associado ao filme
convencional sobre a estabilidade aerdbia de silagens de planta e de graos Umidos de

milho.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Qualidade da Silagem

De acordo com JOBIM & BRANCO (2002), o termo qualidade da silagem deve
ser medida pela resposta do animal que estd consumindo este volumoso, sendo
invariavelmente empregado para definir o padrdo de fermentagdo e a qualidade

nutricional do material.

Segundo COSTA et al. (2001), os fatores que determinam o padrao de
fermentacdo durante a ensilagem, intrinsecos a planta forrageira, sdo representados
pelo teor de umidade, teor de carboidratos sollveis e poder tampao. Com relagao aos
fatores do meio, uma fermentacdo adequada sO6 € garantida em ambiente de
anaerobiose, pela adogao correta das técnicas da ensilagem, tais como o ponto de
colheita, tamanho da particula, rapido carregamento do silo, compactacdo adequada
para expulsdo de oxigénio, uso de aditivos, tipo de silo e eficiéncia de drenagem de
efluentes.

No entanto, para SIQUEIRA et al. (2005) um dos pontos que normalmente nao
sdo observados é a fase de exposicdo aerdbia. Segundo esses autores, quando as
silagens sdo expostas ao ar, microrganismos oportunistas iniciam atividade metabdlica
produzindo calor e consumindo nutrientes, alguns produtos da fermentacado passam a

ser substrato, assim microrganismos outrora latentes podem comecar a se desenvolver.



Nesse sentido, o desabastecimento do silo e o fornecimento da silagem aos animais se

revelam como um importante dreno de massa seca e energia.

2.2. Estabilidade aerdbia

O termo estabilidade aerdbia é definido como o tempo necessario para se
verificar mudangas mensuraveis da temperatura, sendo altamente variavel de poucas
horas a semanas (SIQUEIRA et al., 2005). Normalmente, a quebra da estabilidade
aer6bia é definida como o tempo necessario para que a silagem ultrapasse a
temperatura ambiente de 1°C (DRIHEUIS et al., 2001) a 2°C (KUNG JR. et al., 2003).
Além da temperatura, de acordo com PITT et al. (1991) e PHILLIP & FELLNER (1992),
a concentracao de carboidratos sollveis, a populagdo de fungos e a concentracao de
acidos organicos em interagdo com o pH sdo os parametros que mais afetam a
estabilidade das silagens.

PHILLIP & FELLNER (1992) afirmaram que o aumento do pH apds a exposicao
da silagem ao ar, a queda no teor de carboidratos solUveis e a baixa concentragao de
acido latico sdo importantes indicadores da deterioracdo da massa ensilada.

Neste contexto, as silagens de milho, tanto as de planta como as de graos
umidos, representam um substrato de alto valor nutricional para o desenvolvimento dos
microrganismos oportunistas, responsaveis pela deterioracdo aerdbia, sendo
caracterizadas como silagens de alta degradacao aerébia (JOBIM & BRANCO, 2002).

2.3. Deterioracao aerobia

O processo de deterioracdo aerdbia € essencialmente microbiano e o
crescimento dos microrganismos € condicionado por condigbes fisicas e quimicas das
silagens (PAHLOW et al., 2003), ou seja, presenca de oxigénio e substrato sao
fundamentais para que esse processo se inicie.

A deterioracdo aer6bia da silagem esta associada, principalmente ao
desenvolvimento de leveduras e fungos (MUCK et al., 1991). As leveduras (Candida e
Hansenula) provocam grande liberagdo de didéxido de carbono pelo metabolismo dos

acucares, resultando em perdas de massa seca, ainda podem consumir acido latico,



sendo a causa da elevacao do pH criando condi¢cbes para o crescimento de fungos e
bactérias indesejaveis durante a fase de utilizagao da silagem.

Principalmente, espécies dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillum,
crescem em silagens onde ha penetragdo de oxigénio, sendo indesejaveis pela
formacgao de toxinas, as quais podem acarretar prejuizos aos animais quando ingeridas
(MUCK, 1988; MAHANNA, 1994).

O assunto deterioragdo aerdbia nao se limita as questbes relacionadas com as
perdas, pois, além das leveduras e fungos filamentosos, algumas espécies de bactérias
como clostrideos, bacilos e listeria podem influenciar nos aspectos ligados a sanidade
da silagem (LINDGREN et al., 2002).

Portanto, estratégias como utilizagdo de inoculantes bacterianos heterolaticos e
de filmes plasticos de baixa permeabilidade ao oxigénio associado ao filme
convencional tém sido estudadas como alternativas para controlar a estabilidade
aerdbia das silagens.

2.4. Inoculantes bacterianos

A maioria dos inoculantes bacterianos aplicados em silagens, tem como principal
funcdo, estimular a producdo de &cido latico durante o processo de fermentacdo. As
bactérias homofermentativas, mais comuns, usadas em inoculantes para silagens sao:
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, Pediococcus cerevisiae, entre
outras. Estes organismos fazem com que o pH durante a fermentacdo diminua
rapidamente, bem como as perdas da matéria seca, € em alguns casos melhoram o
desempenho animal. Entretanto, os produtos da fermentacdo das silagens produzidos
por inoculantes bacterianos homofermentativos, as vezes podem resultar em silagens
menos estaveis quando expostas ao ar, comparadas as ndo inoculadas. Isto ocorre
porque o acido latico produzido por estas bactérias pode prontamente ser metabolizado
por microrganismos indesejaveis que atuam nas silagens quando expostas ao ar
(PAHLOW et al., 2003).

Até a metade da década de 90 o principal enfoque das industrias era
desenvolver tecnologias a base de bactérias homofermentativas, entretanto, o meio

cientifico iniciou pesquisas com uma cepa heterofermentativa (Lactobacillus buchneri),



como alternativa para controlar a deterioragdo aerdbia durante a exposicao da silagem
ao ar (DRIEHUIS et al., 1996; WEINBERG & MUCK, 1996).

2.4.1. Inoculante bacteriano heterofermentativo: Lactobacillus buchneri

Na literatura sdo mencionadas duas vias de degradacao pelas bactérias acidos
laticas heterofermentativas, mais especificamente pela Lactobacillus buchneri, a qual
nao contém a enzima acetaldeido desidrogenase que converte o acetaldeido em etanol,
sendo a primeira via proposta por McDONALD et al. (1991) onde estas bactérias
degradam carboidratos soluveis (glicose e frutose) em lactato, acetato, manitol, diéxido
de carbono e 4gua; e a segunda via proposta mais recentemente por OUDE ELFERINK
et al. (2001), onde estes microrganismos degradam &cido latico em acido acético, 1,2-
propanodiol, didéxido de carbono e tragos de etanol.

Apesar do acetato ser considerado um acido pouco eficiente, quanto a funcéo de
reduzir o pH da silagem, observa-se agao eficiente sobre o metabolismo de leveduras e
fungos filamentosos (MOON, 1983). Segundo DAVIDSON (1997) este acido em pH
inferior ao seu pKa (4,73) permanece na forma ndo dissociada, onde a membrana dos
microrganismos se torna permedvel a ele, ocorrendo a entrada do &cido na célula via
transporte passivo. Dentro da célula, o acido é dissociado (RCOO™ + H*) devido ao pH
ser proximo de 7,0, liberando ions H*, o que reduz o pH intracelular. Para manter o pH
intracelular constante o microrganismo deve eliminar os ions H*, perdendo energia
neste processo e retardando o seu crescimento e podendo chegar a morte da célula
(Figura 1).

O Lactobacillus buchneri é usado em silagens de capins, milho, leguminosas e
grdos umidos. Este inoculante foi testado com o intuito de melhorar a estabilidade
aerobia das silagens reduzindo o crescimento de microrganismos indesejaveis como
mofos e leveduras (COMBS & HOFFMAN, 2001). Usando a estirpe L. buchneri como
inoculante atuante na estabilidade aerébia das silagens, DRIEHUIS et al. (1999)
observaram o acumulo de acido acético com consumo de acido latico em silagens de
milho e conseqientemente inibicado do desenvolvimento de leveduras durante a fase de

anaerobiose.



A melhora na estabilidade aerdbia de silagem de milho tem sido relatada em
estudos como o de RANJIT & KUNG JR. (2000) que avaliaram concentracdes de L.
buchneri e observaram que durante a exposicdo aerdbia, as silagens inoculadas
apresentaram menores elevagdes de pH, reduzidas perdas de carboidratos soluveis e
de acido latico. FILYA et al. (2006) também estudaram concentracées de L. buchneri
em silagem de milho e observaram que doses acima de 5x10° UFC/g de silagem
resultaram em diminuigdo das leveduras e melhorou a estabilidade aerdbia.

TAYLOR & KUNG JR (2002) verificaram que o L. buchneri 40788 pode aumentar
a estabilidade aerdbia de silagem de graos umidos de milho quando aplicado a uma
concentragdo > 5x10° UFC/g, em silos de laboratério. REIS et al. (2008) verificaram o
efeito de doses de L. buchneri em silagens de graos umidos de milho e observaram que
doses maiores que 1x10° UFC/g de silagem foram eficazes no controle de fungos

filamentosos e leveduras fazendo com que a estabilidade da silagem aumentasse.

RCOO + H*

\L Exterior
T pH=4,0

RCOOH

RCOOH

Intracelular

\L A pH=7,0
RCOO + H*
ATP \l/ ADP + Pi

\\ ATPase .7

Célula
microbiana

Figura 1 — Destino do acido organico em ambiente de baixo pH e na presenca da célula microbiana
Fonte: Modificado de DAVIDSON (1997)



2.5. Filme de baixa permeabilidade ao oxigénio.

De maneira geral, nas condigbes brasileiras, as silagens s&o armazenadas,
principalmente em silos horizontais. Nestes silos, h4 alta propensao a deterioracao
aerobia na fase de utilizacao, devido a grande area de superficie exposta ao ar.

Os efeitos danosos do ar na qualidade da silagem sdo manifestados por dois
caminhos. O primeiro ocorre na camada superficial durante o armazenamento pela
penetracao de oxigénio através do filme plastico de cobertura (SAVOIE & JOFRIET,
2003). O segundo efeito danoso do ar esta relacionado a estabilidade aerébia no painel
do silo durante o periodo de remogao da silagem, usualmente manifestado pelo
aparecimento de fungos, alteracdes no valor nutritivo e aquecimento da massa
(PAHLOW et al., 2003).

No silo, as zonas mais porosas estdo localizadas nas camadas superficiais e
laterais, devido principalmente a dificuldade de compactagdo durante o enchimento.
Quanto mais a massa é porosa, mais facilmente o ar podera penetrar no seu interior,
portanto, a reducao da porosidade é a prerrogativa principal para conter a deterioracao
aerobia (BERNARDES et al., 2009).

O material mais comum utilizado na vedacao dos silos horizontais é o filme de
polietiieno (BORREANI et al., 2007), pelas suas caracteristicas de mecénicas e de
baixo custo (BORREANI & TABACCO, 2008), contudo, o polietileno apresenta elevada
permeabilidade ao oxigénio (SNELL et al., 2002).

Segundo KUZIN & SAVOIE (2001) as perdas nas areas periféricas do silo séo
influenciadas pela espessura do filme plastico que deve ser proporcional ao tempo de
estocagem da silagem. De acordo com SAVOIE (1988), as espessuras do filme de
polietileno indicadas para confecgao de silos de superficie sdo de 100, 150 e 200 um e
devem ser usadas por 3, 7 e 12 meses, respectivamente.

Além da espessura do filme plastico, a permeabilidade ao oxigénio pode ser
alterada pela sua coloracdo e pela temperatura ambiental. As flutuagcdes da
temperatura durante os dias determinam diferencas de pressao entre o gas no interior
do silo e aquele da atmosfera circundante (TABACCO & BORREANI, 2002), e tais

diferencas causam fluxo de gas, do exterior para o interior e vice-versa. Assim, quanto



maior for a permeabilidade do filme plastico, maior sera o fluxo de gas (SAVOIE, 1988;
TABACCO & BORREANI, 2002).

Entre as moléculas plasticas utilizaveis, a poliamida é um polimero que tem
menor permeabilidade ao oxigénio, cerca de 90 vezes inferior a do polietileno. Segundo
a American Society for Testing and Materials Standards (ASTM D3985-81) a
permeabilidade do polietileno ao O, a temperatura de 23 °C e umidade relativa de 85%
é de 178.000 cm®m?/24h/bar/um de espessura, enquanto a poliamida apresenta 2000
cm®m?/24h/bar/um de espessura. Estes valores aumentam notavelmente quando a
temperatura é elevada a 50°C (534.000 e 10.000, respectivamente). Isto significa que
durante o0 verdo os riscos de deterioracdo aer6bia de silagens se elevam,
principalmente nos paises de clima tropical, pelo aumento da permeabilidade dos filmes
plasticos (BERNARDES et.al, 2009).

DEGANO (1999) na 122 Conferencia Internacional sobre Silagem sugeriu uma
nova estratégia de vedacdo, envolvendo a utilizagdo de um filme de baixa
permeabilidade ao oxigénio como alternativa ao filme padrdo de polietileno. Este filme
de baixa permeabilidade possui uma camada de poliamida entre duas camadas de
polietileno (WILKINSON & RIMINI, 2002).

Existem dois tipos de filme de baixa permeabilidade, um preto e branco com
125um de espessura e outro translicido com 45um de espessura que € utilizado na
Europa e Estados Unidos em combinacdo com um sombrite. Entretanto, no Brasil tém
sido conduzidos estudos com este filme de 45um de espessura associado com o filme
convencional de polietiieno (BERNARDES et al., 2009).

3. REFERENCIAS

BERNARDES, T.F.; AMARAL, R.C.; NUSSIO, L.G. Sealing strategies to control the top
losses in horizontal silos. In: The International Symposium on Forage Quality and
Conservation, 2009, Sao Pedro. Proceedings... Sao Pedro, 2009, p. 190-209.

BORREANI, G.; TABACCO, E.; CAVALLARIN, L. A new oxygen barrier film reduces
aerobic deterioration in farm-scale corn silage. Agronomy Journal, v.100, n.4, p.942-
948, 2008.



BORREANI, G.; TABACCO, E. A new oxygen barrier stretch enhances quality alfalfa
wrapped silage. Journal of Dairy Science, v.90, n.10, p.4701-4706, 2008.

COMBS, D.K; HOFFMAN, P.C. Lactobacillus buchneri of the aerobic stability in the
silage. Focus on Forage. University of Wisconsin Board of Regents, v.3, n.14, 2001.

CONTRERAS-GOUVEIA, F.; MUCK, R. Microbial inoculants for silage. University of
Wisconsin Board of Regents, v.8, n.4, 2006.

COSTA, C.; MONTEIRO, A.L.G.; BERTO, D.A.; ALMEIDA JR, G.A.; LOPES, A.B.R.C.
Impacto do uso de aditivos e/ou inoculantes comerciais na qualidade de conservagao e
no valor alimenticio de silagens. In: Simpésio sobre producgéo e utilizacao de forragens
conservadas. 1, 2001, Maringa. Anais... Maringa: UEM, 2001, p. 87-126.

DAVIDSON, P. M. Chemical preservatives and natural antimicrobial compounds. In:
DOYLE, M. P.; BEUCHAT, L. R.; MONTEVILLE, T. J. (Eds) Food Microbiology:
Fundamentals and Frontiers. Washington: ASM Press, 1997, p. 520-556.

DEGANO, L. Improvement of silage quality by innovative covering system. In: The
International Silage Conference, 12th, 1999, Uppsala. Proceedings... Uppsala, 1999, p.
296-297.

DRIEHUIS, F.; SPOLESTRA, S.F.; COLE, S.C.J.; MORGAN, R. Improving aerobic
stability by inoculation with Lactobacillus buchneri. In: The International Silage
Conference, 11th, 1996, Aberystwyth. Proceedings... Aberystwyth, 1996, p.106-107.

DRIEHUIS, F., OUDE ELFERINK, W.H., SPOELSTRA, S.F. Anaerobic lactic acid
degradation during ensilage of whole crop maize inoculated with Lactobacillus buchneri
inhibits yeast growth and improves aerobic stability. Journal of Applied Microbiology,
v.87, p. 583-594, 1999.

DRIEHUIS, F.; OUDE ELFERINK, W.H.; Van WIKSELAAR, P.G. Fermentation
characteristics and aerobic stability of grass silage inoculant with Lactobacillus buchneri,
with or without homofermentative lactic acid bacteria. Grass and Forage Science, v.
56, p. 330-343, 2001.



10

FILYA, I.; SUCU, E.; KARABULUT, A. The effects of Lactobacillus buchneri on the
fermentation, aerobic stability and ruminal degradability of maize silage. Journal of
Applied Microbiology, v.101, p. 1216-1223, 2006.

HOFFMAN, P.; MUCK, R. Inoculanting high moisture corn. University of Wisconsin
Board of Regents, v.8, n.4, 1999.

JOBIM, C.C.; BRANCO, A.F. Qualidade de forragens conservada versus produgao e
qualidade do leite de vacas. In: Il Sul-Leite - Sustentabilidade da Pecuaria Leiteira na
Regido Sul do Brasil. 1, 2002, Maringa. Anais... Maringa: UEM, 2002, p. 98-122.

LINDGREN, S.; OLDENBURG, E.; PAHLOW, G. Influence of microbes and their
metabolites on feed and food quality. In: General meeting of the European Grassland
Federation. 19th, 2002, La Rochelle. Proceedings... La Rochelle, 2002, p.503-511.

KUNG JR., L.; TAYLOR, C.C.; LYNCH, M.P.; NEYLON, J.M. The effects of treating
alfalfa with Lactobacillus buchneri 40788 on silage fermentation, aerobic stability, and
nutritive value for lactating dairy cows. Journal of Dairy Science, v.86, n. 1, p.336-343,
2003.

KUNG JR., L. The aerobic stability of silages. In: 2nd International Symposium on
Animal Production under Grazing, 2008, Vicosa, Brazil. Proceedings ... Vicosa, 2008.
p. 233-248.

KUZIN, V.; SAVOIE, P. Modeling air infiltration in bunker silos to optimize the cover. In:
Annual International Meeting Sponsored. Sacramento: ASAE. 2001, 10p.

MAHANNA, B. Proper management assures high-quality silage, rains. Feedstuffs,
v.10, p.12-59, 1994.

McDONALD, P.; HENDERSON, A .R.; HERON, S. J. E. The biochemistry of silage.
2.ed. Marlow: Chalcomb Publications, 1991. 340 p.

MOON, N.J. Inhibition of the growth of acid tolerant yeasts by acetato, lactate and
propionate and their synergistic mixtures. Journal of Applied Bacteriology, v.55,
p.453-460, 1983.



11

MUCK, R.E. Factors influencing silage quality and they implications for management.
Journal of Dairy Science, v. 71, n. 11, p. 2992-3002, 1988.

MUCK, R.E.; PITT, R.E.; LEIBENSPERGER, R.Y. A model of aerobic fungal growth in
silage. Microbial characteristics. Grass Forage Science, v. 46, n. 3, p. 283-290, 1991.

MUCK, R. E. A lactic acid bacteria strain to improve aerobic stability of silages. In
U.S. Dairy Forage Research Center. Madison, WI. p. 46-47, 1996.

OUDE ELFERINK, S.J.W.H.; KROONEMAN, J.; GOTTSCHAL, J.C. SPOELSTRA, S.
F.; FOLKERT, F.; DRIEHUIS, F. Anaerobic conversion of lactic acid to acetic acid and
1,2-propanediol by Lactobacillus buchneri. Applied and Environmental Microbiology,
v. 67, p. 125-132, 2001.

PAHLOW, G; MUCK, R.E.; DRIEHUIS, F.; OUDE ELFERINK, S.J.W.H.; SPOELSTRA,
S. Microbiology of ensiling. In: BUXTON, D.R.; MUCK, R.E.; HARRISON, J.H (Eds).
Silage Science and Technology. 1 ed. Madison: American Society of Agronomy, 2003.
p. 31-94.

PHILLIP, L.E.; FELLNER, V. Effects of bacterial inoculation of high-moisture ear corn on
its aerobic stability, digestion, and utilization for growth by beef steers. Journal of
Animal Science, Champaign, v.70, n.10, p.3178-3187, 1992.

PITT, R.E.; MUCK, R.E.; PICKERING, N.B. A model of aerobic fungal growth in
silage.2.Aerobic stability. Grass and Forage Science, Oxford, v.46, n.3, p.301-312,
1991.

RANJIT, N.K.; KUNG JR. L. The effect of Lactobacillus buchneri, Lactobacillus
plantarum, or a chemical preservative on the fermentation and stability of corn silage.
Journal of Dairy Science, v.83, p.526-535, 2000.

REIS, R.A.; SCHOCKEN-ITURRINO, R.P.; ALMEIDA, E.O.; JANUSCKIEWICZ, E.R;
BERNARDES, T.F.; ROTH, A.P.T.P. Efeito de doses de Lactobacillus buchneri “cepa
ncimb 40788” sobre as perdas nos periodos de fermentagao e pds-abertura da silagem
de graos umidos de milho. Ciéncia Animal Brasileira, v. 9, n. 4, p. 923-934, 2008.



12

SAVOIE, P. Optimization of plastic covers for stack silos. Journal of Agricultural
Engineering Research, v. 41, p. 65-73, 1988.

SAVOIE, P.; JOFRIET, J.C. Silage Storage. I/n: BUXTON, D.R.; MUCK, R.E;
HARRISON, J.H (Eds). Silage Science and Technology. 1 ed. Madison: American
Society of Agronomy, 2003. p. 405-468.

SIQUEIRA, G.R.; BERNARDES, T.F.; REIS, R.A. Instabilidade aerdbia de silagens:
efeitos e possibilidades de prevencao. In: Simpdsio sobre volumosos na producao de
ruminantes, 10, 2005, Jaboticabal. Anais... Jaboticabal: Funep, 2005, p.25-60.

SNELL, H.G.J; OBERNDORFER, C; LUCKE, W; VAN DEN WEGHE, H.F.A. Effects of
the colour and thickness of polyethylene film on ensiling conditions and silage quality of
chopped maize, as investigated under ambient conditions and mini-silos. Grass and
Forage Science, v. 57, p. 342-350, 2002.

TABACCO, E.; BORREANI, G. Extent of aerobic deterioration in farm maize silage as
affected by silo management. In: The International Silage Conference, 13" 2002,
Auchincruive. Proceedings... Auchincruive, 2002, p.178-179.

TAYLOR, C.C.; KUNG JR., L. The effect of Lactobacillus buchneri 40788 on the
fermentation and aerobic stability of high moisture corn in laboratory silos. Journal of
Dairy Science, v.85, n. 6, p.1526-1532, 2002.

ZOPOLLATTO, M.; DANIEL, J.L.P.; NUSSIO, L.G. Aditivos microbiol6gicos em silagens
no Brasil: revisdo dos aspectos da ensilagem e do desempenho de animais. Revista
Brasileira de Zootecnia, v. 38, suplemento, p. 170-189, 1999.

WEINBERG, Z.G.; MUCK, R.E. New trends and opportunities in the development and
use of inoculants for silage. FEMS Microbiology. v. 19, p. 53-68, 1996.

WILKINSON, J.M.; RIMINI, R. Effect of triple co-extruded film (TCF) on losses during the
ensilage of ryegrass. p. 168—169. In: The International Silage Conference, 13", 2002,
Auchincruive. Proceedings... Auchincruive, 2002, p.178-179.



13

CAPITULO 2 —-ESTABILIDADE AEROBIA DE SILAGENS DE PLANTA DE MILHO
INOCULADA COM Lactobacillus buchneri.

RESUMO - O Lactobacillus buchneri tem sido testado com o intuito de melhorar
a estabilidade aerdbia das silagens reduzindo o crescimento de fungos. Assim,
objetivou-se avaliar os efeitos das doses de L. buchneri sobre as caracteristicas
fermentativas, a dindmica microbiol6gica, a estabilidade aerdbia e o valor nutricional de
silagens de planta de milho. Os tratamentos foram controle (sem L. buchneri - SLB),
5x10* (LB1), 1x10° (LB2), 5x10° (LB3) e 1x10° (LB4) UFC/g de forragem, avaliados nos
0, 4, 8 e 12 dias de exposicao aerdbia. Apdés 130 dias de ensilagem, os silos foram
abertos, retiradas amostras da silagem para avaliagdo dos valores de pH; os teores de
MS, é&cidos organicos, nitrogénio amoniacal; desenvolvimento de leveduras e fungos
filamentosos e valor nutricional, além da avaliacdo da temperatura para caracterizar a
estabilidade aerdbia. Foram observadas diferencas entre os teores de MS. Os valores
de pH nao diferiram significativamente entre as silagens na fase de fermentacgéo,
todavia durante a exposicdo aerdbia, os valores de pH aumentaram. As silagens
inoculadas apresentaram-se estaveis até o quarto dia de exposi¢do aerébia, exceto as
doses a partir de 5x10° UFC /g apresentaram menores valores de pH até o oitavo dia.
As concentragdes de acido acético foram maiores nas silagens inoculadas. Os teores
de acido latico nao diferiram entre as silagens. As contagens dos fungos foram menores
nas silagens inoculadas. A estabilidade aerdbia foi melhorada com a adicdo do
inoculante. O L. buchneri é eficiente na protecdo contra leveduras e fungos
filamentosos em silagem de milho, melhorando a estabilidade aerdbia da silagem, em
condi¢des de laboratério. O valor nutricional da silagem de milho ndo é afetado pela
adicdo do inoculante.
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1. INTRODUCAO

O processo de ensilagem é muito importante para preservar a qualidade da
forragem com vistas a utilizacdo durante o periodo de baixa oferta de pasto. Apesar da
fermentacdo da silagem ocorrer naturalmente sob condi¢des de anaerobiose, devido
aos microrganismos epifitas, a fermentacao rapida e eficiente é variavel e depende do
namero e dos tipos de bactérias acido laticas da cultura. Além disto, outros fatores
como teor de matéria seca, capacidade tamponante da cultura e conteudo de agucares
fermentaveis disponiveis afetam intensamente o processo fermentativo (KUNG JR.,
2008).

A cultura do milho atende os requisitos para uma ensilabilidade adequada,
contudo no pés-abertura dos silos, a silagem de milho torna-se susceptivel a
deterioracéo, devido a presencga de &cido latico e a alta concentragdo de nutrientes.
Estes servem como substrato para leveduras, que por sua vez tornam o meio propicio
ao crescimento de fungos filamentosos (Aspergillus, Fusarium e Penicilum) e bactérias
indesejaveis (Acetobacter e Bacillus), deteriorando a forragem, conseqlentemente
diminuindo o consumo e afetando o desempenho animal.

A maior parte dos substratos oxidados sdo agucares e acido latico, sugerindo que
silagens ricas em agucares residuais e/ou inoculadas com bactérias homofermentativas
sdo susceptiveis a deterioracao aerdbia (McDONALD et al. 1991).

Com o objetivo de sanar este problema, pesquisadores buscaram formas de se
mitigar essas perdas, pelo do uso de inoculantes microbianos heterolaticos, que sao de
facil utilizacdo, ndo sao corrosivos ao maquinario, bem como nao poluem o ambiente.
Esses inoculantes, pela fermentagdo dos carboidratos solluveis, produzem &cidos
organicos volateis, que tem efeito antifingico.

Até a metade da década de 90, o principal enfoque das industrias era
desenvolver tecnologias a base de bactérias homofermentativas, entretanto, o meio
cientifico iniciou pesquisas com uma cepa heterofermentativa, o Lactobacillus buchneri,
como alternativa para controlar a deterioragdo aerdbia durante a exposi¢do da silagem
ao ar (DRIEHUIS et al., 1996; WEINBERG & MUCK, 1996).

O Lactobacillus buchneri € usado em silagens de capins, leguminosas, milho,

sorgo e graos umidos. Entretanto, silagens de planta e de grédos umidos de milho sdo
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mais susceptiveis a deterioracao aerdbia do que as de leguminosas e capim, portanto a
inoculacdo com L. buchneri pode propiciar um beneficio (COMBS & HOFFMAN, 2001).
Assim, este inoculante tem sido testado com o intuito de melhorar a estabilidade
aerodbia das silagens reduzindo o crescimento de fungos.

A melhora na estabilidade aerdbia de silagem de milho foi relatada em estudos
como o de RANJIT & KUNG JR. (2000) que avaliaram concentra¢des de L. buchneri e
observaram que durante a exposicdo aerdbia, as silagens inoculadas apresentaram
menores elevacoes de pH, reduzidas perdas de carboidratos soluveis e de acido latico.
FILYA et al. (2006) também estudaram concentra¢des de L. buchneri em silagem de
milho e observaram que doses acima de 500.000 UFC/g de silagem resultaram em
diminuicao das leveduras e melhorou a estabilidade aerébia.

Neste contexto, objetivou-se avaliar os efeitos das doses de Lactobacillus
buchneri sobre as caracteristicas fermentativas, a dinamica microbiologica, a

estabilidade aerdbia e o valor nutricional de silagens de planta de milho.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no setor de Forragicultura da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinaria (FCAV) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de
Jaboticabal - SP, localizada a 21°15'22” de latitude sul, 48°18°58” de longitude oeste e
595 metros de altitude, onde o clima na regido € subtropical do tipo AWA de acordo
com a classificagdo de Kdppen.

O hibrido de milho utilizado foi 0 Maximus (Syngenta), de ciclo precoce, grao
semi duro, semeado em 13 de novembro de 2007 em Latossolo Vermelho eutroférrico.
Para adubacdo de semeadura foi utilizado 300 kg ha™' da férmula 8-20-20 e para a
adubacdo de cobertura utilizou-se 400 kg ha™ da férmula 20-0-20. A forragem foi
colhida em 26 de fevereiro de 2008, quando os graos apresentaram de um a dois ter¢os
da linha do leite (aproximadamente 32% de MS). Utilizou-se maquina colhedora
forrageira Menta regulada para altura de corte de 20 cm e tamanho de particula de 5
mm.

A forragem foi ensilada apés a aplicacdao das doses do inoculante, sendo este

diluido em agua destilada, pulverizado com auxilio de borrifador manual sobre a massa
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e posteriormente homogeneizados. Na silagem controle (sem inoculante) foi pulverizado
apenas o0 mesmo volume de agua destilada.

Os tratamentos foram diferentes concentragdes do inoculante bacteriano
Lactobacillus buchneri (Cepa NCIMB 40788), encontrado comercialmente como
LalsilCana®, apresentado na forma de pdé e embalado em saché (100 gramas de

produto, contendo 2,5 x 10° UFC/ g de produto) recomendado para inocular 50
toneladas de forragem.
Os tratamentos utilizados foram os seguintes:
SLB - planta de milho sem L. buchneri (controle);
LB1 - planta de milho inoculada com 5x10* UFC de L. buchneri/ g de forragem:;
LB2- planta de milho inoculada com 1x10° UFC de L. buchneri/ g de forragem;
LB3 - planta de milho inoculada com 5x10° UFC de L. buchneri/ g de forragem;

LB4 - planta de milho inoculada com 1x10° UFC de L. buchneril g de forragem.

2.1. ENSILAGEM

Como silos experimentais foram utilizados baldes plasticos, com capacidade de
7L. A ensilagem foi realizada com auxilio de bastdes de ferro, visando a atingir uma
massa especifica de 500 kg/m®. Apés a compactacgdo, os silos foram fechados com
tampa pléstica, lacrados com fita adesiva, pesados e armazenados em temperatura
ambiente durante 130 dias.

Na ensilagem apds a aplicagdo do inoculante foram retiradas trés amostras de
cada repeticdo para determinagdo quimica (pH), microbiolégica (leveduras e fungos
filamentosos) e valor nutricional.

2.2. ABERTURA

Apéds 130 dias de fermentacdo, anteriormente a abertura, os silos experimentais
foram pesados para determinacao das perdas por gases, bem como a recuperagao de
matéria seca. ApOs a abertura, descartou-se o material deteriorado, o restante

(aproximadamente 2 kg de silagem) foi homogeneizado, amostrado e colocado em
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baldes plasticos (7 L) acondicionados em uma sala fechada em temperatura ambiente
(média de 24°C) para avaliacao da estabilidade aerdbia por 12 dias (288 horas).

Nos dias 0 (momento da abertura), 4, 8 € 12 apds a abertura foram retiradas trés
amostras de cada repeticdo para determinagdo quimica (pH, acidos graxos volateis e
acido latico) e microbiolégica (leveduras e fungos filamentosos), sendo a determinagéo
do nitrogénio amoniacal em relacdao ao nitrogénio total (NHs/NT) e do valor nutricional

realizado somente com as amostras do dia 0.

2.3. PERDAS POR GASES

A quantificacado de perda por gases foi calculada pela equacao descrita por MARI
(2003):

PG (%)= [(PSI — PSF)/ MSI] x 100, sendo,

PG: perdas por gases;

PSI: peso do silo no momento da ensilagem (kg);

PSF: peso do silo no momento da abertura (kg);

MSI: matéria seca ensilada (quantidade de forragem (kg) x % matéria seca).

2.4. RECUPERAGCAO DE MATERIA SECA
Para a determinacédo da recuperacdo da matéria seca foi utilizado a equacgéao
descrita por JOBIM et al. (2007):

RMS (%) = Agj X100

RMS: recuperacao da matéria seca;
MSF: matéria seca no momento da abertura (quantidade de forragem (kg) x %
matéria seca);

MSI: matéria seca ensilada (quantidade de forragem (kg) x % matéria seca).

2.5. ANALISES QUIMICO-BROMATOLOGICAS

Das amostras frescas de silagem foi elaborado extrato aquoso segundo KUNG
JR. et al. (1984) para determinar os valores de pH com uso de um peagametro digital, a
concentracdo de N amoniacal em relagdo ao nitrogénio total (NHs/NT) mediante a

destilacdo com hidroxido de potassio 2N conforme técnica descrita por FENNER (1965)
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adaptada por VIEIRA (1980), os teores dos acidos organicos volateis por meio de
cromatografia gasosa (WILSON, 1971) e os teores de acido latico por meio de
espectrofotometria colorimétrica (SILVA & QUEIROZ, 2002).

Outra amostra foi utilizada para determinagcado do valor nutricional da silagem.
Para tanto, esta amostra foi colocada em saco de papel, pesada e levada para estufa
de ventilacdo forcada a 55°C durante 72 horas. Apds esse periodo foi pesada
novamente, moida em moinho de faca até o tamanho das particulas atingirem menos
de 1 mm e armazenadas em potes de plastico.

Os teores de matéria seca (MS), matéria mineral (MM), nitrogénio total (NT) e
extrato etéreo (EE) foram determinados conforme método descrito por SILVA &
QUEIROZ (2002), sendo a proteina bruta (PB) obtida pelo produto entre o nitrogénio
total e o fator 6,25.

Os teores de fibra em detergente neutro (FDN) foram obtidos de acordo com
MERTENS (2002), sem o uso de sulfito de sodio e utilizando-se amilase termoestavel.
Do residuo da FDN foi obtido o nitrogénio insoluvel em detergente neutro (NIDN)
determinado pelo método Kjeldahl. A fibora em detergente &cido (FDA) e a lignina
(solubilizacao da celulose (CEL) em &cido sulfurico 72%) foram obtidos pelo método
sequencial de VAN SOEST & ROBERTSON (1985). A hemicelulose (HEM) foi
calculada pela diferenca entre FDN e FDA. Nas analises de FDN as amostras foram
corrigidas para cinzas e proteina (FDNcp) para quantificacdo dos carboidratos nao
fibrosos (CNF) de acordo com WEISS (1993): CNF = CHOT — FDNCcp.

Os carboidratos totais (CHOT) foram obtidos por intermédio da equacao descrita
por SNIFFEN et al. (1992): CHOT = 100 - (%PB + %EE + %CZ).

A digestibilidade in vitro da matéria organica (DIVMO) e os teores de nutrientes
digestiveis totais (NDT) foram determinados pela técnica da producdo de gases, de
acordo com a metodologia descrita por MENKE & STEINGASS (1988) modificada por
MAURICIO et al. (1999), em que o valor energético € predito através do gas produzido
durante a incubacgdo in vitro de amostras de alimentos juntamente com fluido ruminal.
Cerca de 200 mg de amostra de silagem foram incubadas em frascos de vidro (115
mL). Frascos contendo somente liquido ruminal e meio de cultura (tampao) foram

usados como branco. Em cada frasco, foram adicionados 30 mL de meio de incubagéo.
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O liquido ruminal foi obtido de um novilho mestigo fistulado, recebendo dieta a base de
capim braquiéria e concentrado. Os frascos foram vedados com tampas de borracha e
selados com lacres de aluminio e colocados em banho-maria 39°C. A pressao originada
pelos gases acumulados na parte superior dos frascos foi medida por um transdutor de
pressao conectado a um leitor digital. As leituras foram efetuadas com maior freqtiéncia
durante o periodo inicial de fermentacao e reduzidas posteriormente (2, 4, 6, 8, 10, 12,
24, 26, 28, 30, 32, 36, 48, 52, 56, 60 e 72 horas). A pressado formada no interior dos
frascos foi medida através da insercao de uma agulha acoplada ao transdutor a tampa
de borracha e posteriormente transformada em volume, segundo a seguinte equagao
obtida em ensaio laboratorial y = 5,5452x - 0,1569 (r* = 0,9997), em que Y é o volume
de gas (mL) e X é a pressao (psi).
Foram utilizadas as seguintes equacgdes para estimativa da DIVMO e NDT:
DIVMO (%) = 14,88 + ((0,889*gas24)+(0,045*PB)+(0,065*MM))
EM (MJ/kg MS) = 2.20 + (0,136*gas24) + (0,0057*PB) + (0,00029*EE)

Onde, EM é a energia metabolizavel; gas24 é a producao de gas in vitro em 24h
(ml/0,2 g de MS) e os valores de PB, MM e EE séo expressos em g/kg de MS.
Posteriormente, esses valores foram convertidos em NDT por meio dos seguintes
fatores:

ED (Mcal/kg MS) = EM/0,82
NDT (%) = ED/4,409 * 100 (NRC, 2001).

2.6. ANALISES MICROBIOLOGICAS

Foram pesados 25 g de forragem fresca, adicionado 225 mL de solucao
peptonada 0,1% (0,1 g de peptona por litro de agua destilada). Apds agitacao manual
foi retirado 1 mL do extrato para as diluicdes (102 a 10®) em tubos de ensaio contendo
9 mL de solucao salina estéril (8,5 g de NaCl/litro de agua destilada). Foi semeado 0,1
mL das diluicbes em placas de Petri descartaveis contendo o meio agar batata
acidificado (Difco) em duplicata (PARKER, 1979). As placas foram incubadas em
aerobiose a 28°C por 48 e 96 horas, conforme HIGGINBOTHAM et al (1998), quando

entdo foi procedida a contagem das coldnias de leveduras e fungos, respectivamente.
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Os numeros de microrganismos foram contados como unidade formadora de colénias
(UFC) e transformados em logaritmo na base 10.

2.7.ESTABILIDADE AEROBIA

Nos baldes destinados a avaliacdo da estabilidade aerébia foi realizada a leitura
da temperatura, registrada a cada meia hora por meio de um data logger inserido no
centro da massa. A temperatura ambiente foi medida por meio de data logger
distribuidos proximo aos baldes. A quebra da estabilidade aerdbia foi calculada como o
tempo gasto em horas, para que a temperatura da silagem se eleve em 2°C acima da
temperatura do ambiente (KUNG JR. et al., 2003).

2.8. ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com cinco
tratamentos e quatro repeticées. Para o estudo da estabilidade aerdbia utilizou-se o
modelo de medidas repetidas no tempo com trés repeticdes por tratamento.

Modelo: Yix = p + Ti + Hj + TixH; + Re(Ti) + Eix

Onde:

e U = média geral;

e Ti = efeito fixo do tratamento;

¢ Hj = efeito fixo do tempo de exposicao aerodbia;

e TixH;= efeito da interagao tratamento x tempo de exposicdo aerdbia;

¢ Rk(Ti) = Repeticdo aninhada com tratamento e;

¢ Ejx = efeito residual.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias dos tratamentos
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. CARACTERIZAGAO INICIAL DA PLANTA DE MILHO

A caracterizacao inicial das plantas de milho na pré-ensilagem em funcdo dos
tratamentos esta apresentada na Tabela 1. Os teores de MS, MM e EE, expressos em
percentagem, da planta de milho estdo dentro do limite encontrado por VALADARES
FILHO et al. (2006). Por outro lado, os componentes da fracao fibrosa e o teor de PB
apresentaram valores inferiores e superiores, respectivamente, aos encontrados pelos
referidos autores. Tal fato pode estar relacionado a alta quantidade de graos produzidos
pelo hibrido Maximus.

Os valores de pH foram inferiores aos encontrados por FILYA et al. (2006) de
5,94, por FILYA (2003) de 5,86 e por DRIEHUIS et al. (1999) de 5,87 em planta inteira
de milho.

As contagens de leveduras e fungos filamentos foram maiores as encontradas
por FILYA et al. (2006) e por FILYA (2003).

Tabela 1. Caracterizagéo inicial das plantas de milho na pré-ensilagem em fungdo dos tratamentos.

Variaveis' Tratamentos®
SLB LB1 LB2 LB3 LB4
MS (%) 29,73+0,88 32,21+0,49 28,73%0,20 29,08+0,69 29,73+0,52
MM (%) 4,19+0,12 3,79+0,41 3,74+0,22 3,54+0,49 3,48+0,30
PB (%) 12,27+0,24 11,75+0,47 11,79+0,81 10,63+1,11 10,11+0,40
EE (%) 3,21+0,15 3,29+0,21 2,92+0,30 2,81+0,85 2,33+0,14
FDN (%)3 50,61+2,56 50,93+2,33 50,52+1,00 55,09+6,21 61,98+0,08
FDA (%) 21,18+1,08 20,01+0,80 20,76x1,72 24,61+1,19 24,01+1,07
HEM (%) 30,42+3,43 30,91+3,04 29,75%1,14 30,74+4,99 37,81+1,71
CEL (%) 17,88+0,77 17,05+0,95 18,20+1,75 20,23+1,27 19,63+0,74
LIG (%) 2,78+0,29 2,34+0,41 2,14+0,30 3,48+0,75 3,62+0,78
pH 4,86+0,25 4,86+0,11 4,56+0,31 4,78+0,07 4,81+0,08
Leveduras (Log UFC/qg) 7,05+0,04 7,0940,07 6,96+0,18 6,88+0,90 6,85+0,11
Fungos Filamentosos (Log UFC/qg) 5,21+0,25 5,29+0,43 5,43+0,28 5,39+0,27 5,07+0,42

'MS: matéria seca total; MM: matéria mineral; PB: proteina bruta; EE: extrato etéreo; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em
detergente acido; HEM: hemicelulose; CEL: celulose; LIG.: lignina; pH: potencial hidrogenibnico.

*Tratamentos: SLB - controle; LB1 - 5x10%, LB2 - 1x10°, LB3 - 5x10°, LB4 - 1x10° UFC de L. buchneri /g de forragem.

®0s teores de FDN nao foram corrigidos para cinzas e proteina.
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3.2. PERDAS POR GASES E RECUPERACAO DE MATERIA SECA

Os resultados referentes as perdas por gases na fermentagéo sao apresentados
na Figura 1. Segundo McDONALD et al. (1991), a fermentagdo heterolatica promove
maiores perdas de MS pela producado de gases. Entretanto, na presente pesquisa, ndo
se verificou diferenga significativa nas perdas por gases entre silagens (P>0,05; CV=
47,89%). Resultado relevante a ser considerado, uma vez que maiores perdas por
gases em silagens inoculadas com L. buchneri é um aspecto negativo. Contudo, outros
autores como MIYAZAKI (2008) e FILYA et al. (2006) encontraram maiores (P<0,05)
perdas por gases nas silagens de milho inoculadas com L. buchneri.

MIYAZAKI (2008) em estudo das concentragdes: 1x10% 5x10% 1x10° 5x10°,
1x10® UFC de L. buchneri/ g de silagem de milho encontrou 8,06; 9,01; 9,69; 12,69 e
12,96% de perdas por gases, respectivamente, contra 8,70% da silagem controle
(P<0,05). FILYA et al. (2006) encontraram baixas perdas por gases (P<0,05) de 0,72;
0,92; 1,21 e 1,53% quando estudaram doses crescentes de L. buchneri (0, 1x10°, 5x10°

e 1x10° UFC/g, respectivamente) em silagem de milho.
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Tratamentos’

Figura 1. Efeito de doses de L. buchneri nas perdas por gases das silagens de milho, expressas em
percentagem. Médias seguidas de letras iguais nao diferem pelo teste Tukey (P>0,05).
'"Tratamentos: SLB - controle; LB1 - 5x10, LB2 - 1x10°, LB3 - 5x10°, LB4 - 1x10° UFC de L. buchneri /g de forragem.

O efeito das doses de L. buchneri sobre a recuperagdo de MS (RMS) das
silagens de milho apds a fermentagéo esta apresentado na Figura 2. Segundo Woolford

(1975), a fermentacado homolatica, teoricamente, proporciona maior recuperagao de MS
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comparado com a fermentacdo heterolatica. Entretanto, ndo se verificou diferenca
significativa (P>0,05) na RMS entre as silagens inoculadas. Apesar da silagem controle
ter apresentado maior porcentagem numérica de RMS. Contudo, os percentuais de
RMS das silagens inoculadas apresentados na presente pesquisa estdo dentro do limite
encontrado por KLEINSCHMIT & KUNG JR (2006) em estudo de meta-analise sobre a
utilizacao de L. buchneri em silagens de milho.

Semelhante aos resultados obtidos nesta pesquisa, RANJIT et al. (2002) néo
verificaram diferencgas significativas na RMS com o aumento de doses de L. buchneri (0,
1x10°, 2,5x10°%; 5x10° e 1x10 UFC/g) em silagem de milho, sendo as recuperagdes de
MS das silagens inoculadas numericamente inferiores a silagem controle (99,9; 97,9;
98,5; 97,9 e 99,8%, respectivamente).

100,0 1 99,252
99,0 -
98,0 - 97,51a

97,0 96,62a

96,0 -

95,0 -

94,0 1

93,0 -

92,0 -

91,0

94,96a

RMS (%)

94,28a

SLB LB1 LB2 LB3 LB4

Tratamentos'

Figura 2. Efeito de doses de L. buchneri sobre recuperacdo da matéria seca (RMS) das silagens de milho
expressa em percentagem da matéria seca ensilada. Médias seguidas de letras iguais nao
diferem pelo Teste Tukey (P>0,05).

'"Tratamentos: SLB - controle; LB1 - 5x10*, LB2 - 1x10°, LB3 - 5x10°, LB4 - 1x10® UFC de L. buchneri/g de forragem.

3.3. CARACTERISTICAS FERMENTATIVAS E VALOR NUTRICIONAL DA SILAGEM

As caracteristicas fermentativas da silagem de milho ap6s 130 dias de ensilagem,
em fungao dos tratamentos, estdo apresentadas na Tabela 2.

Verificou-se que ap6s 130 dias de ensilagem os teores de MS foram inferiores
(P<0,05) nas silagens inoculadas com doses a partir de 100.000 UFC de L. buchneri /g

de forragem (tratamentos LB2, LB3 e LB4), quando comparadas com o tratamento
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controle (SLB) e o LB1 (Tabela 2). Esta inferioridade nos teores de MS nas silagens
inoculadas com doses mais elevadas foi observada possivelmente por causa da
conversao heterofermentativa dos carboidratos solluveis, onde ocorre formacao de
diéxido de carbono e agua diminuido o teor de MS da silagem. Tais resultados diferem
dos encontrados por FILYA et al. (2006) e RANJIT et al. (2002) que nao verificaram
diferengas significativas entre os teores de MS com o aumento das doses de L.

buchneri em silagem de milho.

Tabela 2. Caracteristicas fermentativas da silagem de milho apés 130 dias de ensilagem.

o Tratamentos’ o s
Variaveis Média CV (%)
SLB LB1 LB2 LB3 LB4

MS (%) 32,04° 32,03* 29,08 2950° 2962° 30,45 2,67
pH 3,90° 4,000 3,95%  400°  4,00° 397 1,45
NHa/NT? 331° 515 521* 5758 598 513 14,44
Acido latico (%MS) 6,62° 6,70° 650° 688  647° 6,63 20,33
Acido acético (%MS) 0,80° 1,06  1,24° 1,18 1,34 1,12 16,73
Acido propidnico (%MS) 0,022 0,03% 0,012 0,05% 0,03% 0,03 2,20
Acido butirico (%MS) 0,07* 0,13 0,16° 0,16% 0,172 0,14 41,15

e oo B e B R AL TR LB - 110F UFC de L. bucrmert g ds orage
ig\)/n(éig.gg?edgenc;?gzgg amoniacal em relagdo ao nitrogénio total (NHa/NT).

Os valores de pH nao diferiram entre as silagens (média 3,97) permanecendo
dentro do limite de 3,7 a 4,2 estabelecido por KUNG & SHAVER (2001) para silagem de
milho, sendo considerado valor de pH adequado (Tabela 2). Os resultados encontrados
corroboram com os de RANJIT & KUNG JR (2000) que verificaram valores de pH de
3,66; 3,67 e 3,72, quando utilizaram silagem de milho: sem inoculante, com 1x10° e
com 1x10° UFC de L. buchneri/ g, respectivamente. Entretanto, FILYA et al. (2006),
RANJIT et al. (2002) e DRIEHUIS et al. (1999) observaram valores mais altos de pH em
silagem de milho com o0 aumento das doses de L. buchneri (P<0,05).

A concentracao de nitrogénio amoniacal em relagdo ao nitrogénio total (NHs/NT)
foi maior (P<0,05) nas silagens tratadas em comparacdo com a silagem sem a
aplicacdo de L. buchneri (Tabela 2). FILYA (2003) observou maior concentracdo de
NHa/NT em silagem de milho quando aplicou 1x10° UFC de L. buchneri /g. DRIEHUIS et
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al. (1999) verificaram aumento nas concentragcées de NHz/NT em silagem de milho (9,0;
9,2;9,2; 9,9 e 11,2%MS) com o incremento das doses de L. buchneri (0, 1x 10°, 1x10%,
1x10° e 1x10® UFC de L. buchneril g, respectivamente), porém, os autores observaram
diferenca significativa apenas na maior dose. Por outro lado, FILYA et al. (2006) nao
encontraram diferencga significativa nas concentracdes de NHs/NT em silagem de milho
(0,276; 0,268; 0,270 e 0,273%MS) com o aumento das doses de L. buchneri (0, 1x 10°,
5x10° e 1x10° UFC de L. buchneri /g, respectivamente).

Com relagdo aos acidos organicos, verificou-se aumento nos teores de acido
acético nas silagens tratadas, porém este incremento foi significativo (P<0,05) quando
se inoculou dose a partir de 100.000 UFC de L. buchneri /g de silagem de milho (LB2),
nao diferindo entre os tratamentos LB3 e LB4 (Tabela 2). FILYA et al. (2006), RANJIT et
al. (2002) e DRIEHUIS et al. (1999) também observaram aumento significativo (P<0,05)
nos teores de acido acético com o incremento das doses de L. buchneri em silagem de
milho. FILYA (2003) verificou aumento de 1,27 para 3,89%MS e RANJIT & KUNG JR
(2000) encontraram aumento de 1,82 para 3,60%MS nos teores de acido acético em
silagem de milho quando utilizaram 1x10° UFC de L. buchneril g de forragem.

Nao foi observada diferenga significativa nos teores de &cido latico entre as
silagens (Tabela 2). NISHINO et al. (2003) quando inocularam 4,4x10° UFC de L.
buchneri /g de forragem verificaram reducao do teor de acido latico da silagem de milho
inoculada comparada com a silagem controle (3,47 vs 6,41). FILYA (2003) encontrou
declinio de 4,04 para 2,76%MS e RANJIT & KUNG (2000) observaram redugéo de 7,72
para 6,35%MS no teor de acido latico na silagem de milho, quando utilizaram 1x10°
UFC de L. buchneril g de forragem. DRIEHUIS et al. (1999) verificaram decréscimo
significativo (P<0,05) no teor de &cido latico em silagem de milho (880, 831, 716, 358 e
126 mmol kg™') para cada dose de L. buchneri utilizada (1x10%, 1x10°, 1x10° UFC de L.
buchneri/ g de forragem, respectivamente).

KLEINSCHMIT et al. (2005) estudaram durante dois anos o efeito da inoculagao
de duas diferentes cepas de L. buchneri (40788 da Lallemand Animal Nutrition e 11A44
da Pionner) em silagem de milho e observaram que no primeiro ano ndo houve
diferenca significativa entre teores de &cido latico nas silagens inoculadas com as
diferentes cepas (40778 — 7,73%MS e 11A44 — 7,0%MS) e a silagem controle (8,21
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%MS). Todavia no segundo ano experimental um decréscimo significativo (P<0,05) foi
observado da silagem controle (7,90%MS) para as tratadas (40778 — 6,75 e 11A44 —
5,57%MS), nado diferindo entre as cepas. De acordo os mesmos autores, muitos fatores
como maturidade e estagdo de crescimento podem interferir no resultado das silagens
influenciando no efeito dos inoculantes de um ano para o outro.

Na literatura sdo mencionadas duas vias de degradagao pelas bactérias acidos
laticas heterofermentativas, mais especificamente pela Lactobacillus buchneri que nao
contém a enzima acetaldeido desidrogenase que converte o acetaldeido em etanol,
sendo a primeira proposta por McDONALD et al. (1991) onde estas bactérias degradam
carboidratos soluveis (glicose e frutose) em lactato, acetato, manitol, diéxido de carbono
e agua; e a segunda proposta mais recentemente por OUDE ELFERINK et al. (2001),
onde estes microrganismos degradam acido latico em &cido acético, 1,2-propanodiol,
tracos de etanol e didéxido de carbono.

Dos resultados obtidos, na presente pesquisa, a respeito das caracteristicas
fermentativas pode-se inferir que, possivelmente, a via de degradagdo predominante
pela bactéria L. buchneri foi a proposta por McDONALD et al. (1991), uma vez que o
teor de &cido latico nao foi alterado pela adicao do inoculante. Sendo o acido latico um
acido forte, com o seu pKa inferior ao do &cido acético (3,86 vs 4,75), ndo houve
influencia sobre o pH mesmo ocorrendo incremento do acido acético com o aumento
das doses utilizadas, tal fato explica o baixo valor de pH nas silagens tratadas,

Os teores de acido propiénico nao diferiram significativamente (P>0,05) entre as
silagens (Tabela 2). Tais resultados foram semelhantes aos obtidos por KLEINSCHMIT
& KUNG JR (2006) os quais ndo observaram diferencga significativa (P>0,05) nos teores
de acido propibdnico (0,08; 0,06 e 0,11%MS) em silagem de milho inoculada com L.
buchneri (controle, doses menores de 100.000 e doses maiores que 100.000,
respectivamente). RANJIT & KUNG (2000) também néo verificaram incremento no teor
de acido propidnico em silagem de milho quando utilizaram 1x10° e 1x10° UFC de L.
buchneril g de forragem. Por outro lado, DRIEHUIS et al. (1999) encontraram aumento
significativo (P<0,05) no teor de acido propidnico da silagem de milho controle de 9
mmol kg para 43 e 106 mmol kg quando utilizaram doses de 1x10°e 1x10° UFC de L.
buchneri/ g de forragem, respectivamente.
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Nao se verificou diferenca significativa (P>0,05) nos teores de &cido butirico as
silagens (Tabela 2). Tais resultados corroboram com os obtidos por RANJIT & KUNG
JR (2000), os quais nao observaram diferenca significativa (P>0,05) nos teores de &cido
butirico em silagem de milho inoculada com L. buchneri.

As caracteristicas fermentativas das silagens inoculadas e controle (Tabela 2)
permaneceram dentro dos limites proposto por KUNG JR & SHAVER (2001), sendo
considerado que uma fermentacado adequada foi obtida, exceto quanto ao teor de acido
butirico que se apresentou levemente acima do desejado. Mesmo a concentragao de
nitrogénio amoniacal (NH3/NT) apresentando-se superior nas silagens tratadas, esses
valores sao considerados baixos. Segundo DRIEHUIS et al. (2001), o incremento nas
concentragcées de nitrogénio amoniacal nas silagens tratadas com L. buchneri seria
associado ao maior pH durante a fase de armazenamento como resultado da atividade
metabdlica deste microrganismo. Contudo, na presente pesquisa, os valores de pH nao
foram influenciados durante a fermentagédo, sendo assim a resposta para as maiores
concentracées de NH3/NT na silagem de milho inoculada, neste caso, ainda sao
inconsistentes.

Na Tabela 3 estdo apresentados os dados do valor nutritivo das silagens de
milho em fungéo dos tratamentos.

Nos teores de PB, houve efeito significativo (P<0,05) apenas no tratamento LB4
(1x10° UFC de L. buchneri/ g), apresentando o menor teor desse nutriente, quando
comparado aos demais tratamentos (Tabela 3). Este resultado pode estar relacionado a
maior concentracdo de NH3/NT encontrada neste tratamento (LB4). KLEINSCHMIT et
al. (2005) e RANJIT & KUNG JR (2000) nao verificaram diferencas significativas nos
teores de PB de silagem de milho, quando utilizaram 1x10° e 1x10° UFC de L. buchneril
g de forragem.

Os teores de EE nas silagens inoculadas com as doses 1x10° e 1x10° UFC de L.
buchneril g de forragem foram significativamente maiores (P<0,05) que o teor de EE
encontrado na silagem controle, ndo diferindo das demais (Tabela 3).

Com relagdo aos constituintes da parede celular (FDN, FDA, HEM e CEL) das
silagens, de modo geral, os teores apresentaram-se mais elevados, quando se aplicou

o inoculante. Por outro lado, o teor de CNF foi numericamente inferior em todas as
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silagens inoculadas, verificando efeito significativo (P<0,05) nas silagens tratadas com
1x10° e 1x10° UFC de L. buchneri/ g (Tabela 3). Os maiores teores dos componentes
fibrosos das silagens inoculadas, assim como os menores teores do CNF, podem estar
relacionados a fermentacdo dos carboidratos soluveis (glicose e frutose) pelo L.
buchneri na formacao de lactato, acetato, manitol, diéxido de carbono, agua e ATP
(McDONALD et al., 1991), uma vez que os carboidratos soluveis estédo inseridos dentro
dos carboidratos n&o fibrosos (HALL, 2007).

Tabela 3. Valor nutritivo das silagens de milho em fungéo dos tratamentos.

Variaveis® Tratamentos' Média  CV (%)?
SLB LB1 LB2 LB3 LB4
PB (%MS) 9,43° 9,28®  9,10%® 9,44° 8,80° 9,22 2,25
EE (%MS) 3,14° 3,17% 3,67° 3,29% 3,917 3,26 7,22
FDN (%MS)* 38,80° 42,62  4362°  42,15% 44,507 42,22 5,08
FDA (%MS) 2255° 2481 2581 2513 27277 24,99 7,31
HEM (%MS) 16,24° 17,817 17,827  16,35° 17,23%® 17,09 3,03
CEL (%MS) 17,45° 1857 18,97 19,75 21,807 19,18 8,69
LIG (%MS) 2,612 3,172 2,74° 2,942 2,91° 3,13 38,19
CHOT (%MS) 83,93  84,22° 83,03  8349° 84,45 83,79 1,06
CNF (%MS) 4711%* 4221 40,08° 41,99 40,70° 42,51 6,08
DIVMO (%) 69,14  653%  6583* 66,61 67,45° 66,84 3,09
NDT (%) 66,43°  62,53°  62,66°  63,70° 64,56° 63,94 3,66

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo Teste Tukey (P>0,05).

'Tratamentos: SLB - controle; LB1 - 5x10*, LB2 - 1x10°, LB3 - 5x10°, LB4 - 1x10® UFC de L. buchneri /g de forragem.

2CV: coeficiente de variagdo

Matéria seca (MS), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), hemicelulose
(HEM), celulose (CEL), lignina (LIG), carboidratos totais (CHOT), carboidratos néo fibrosos (CNF), digestibilidade da matéria
orgénica (DIVMO) e nutrientes digestiveis totais (NDT).

*Os teores de FDN nao foram corrigidos para cinzas e proteina.

Em relagdo aos teores de CHOT, nao se verificou diferenca significativa entre as
silagens. Nao foi verificada diferenca significativa entre os teores de lignina nas
silagens, sendo a média geral de 3,13%MS (Tabela 3), inferior ao valor encontrado por
VALADARES FILHO et al. (2006) de 4,97+1,82.

Os valores de DIVMO e NDT néo foram influenciados pelas doses de L. buchneri.
A DIVMO apresentou média geral de 66,84%, sendo esta maior que a média
encontrada na literatura de 62,26+3,87% (VALADARES FILHO et al., 2006). O valor
médio de NDT (63,94%) apresentou-se dentro da média nacional de 64,27+2,87% para
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silagem de milho (VALADARES FILHO et al., 2006). MIYASAKI (2008) nao verificou
diferencga significativa (P>0,05) entre os teores de NDT da silagem de milho (65,33;
66,91; 65,97; 66,46; 66,36 e 65,75%) quando inoculou 1x 10* 5x10% 1x10° 5x10°,
1x10° UFC de L. buchneril g de forragem, respectivamente.

3.4. ESTABILIDADE AEROBIA

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores de pH e os teores de acido acético e
latico em funcdo dos tratamentos e dos tempos de exposicao aerdbia. Foram
observadas interacdes significativas (P<0,05) entre os tratamentos e os tempos de
exposicao aerébia nos valores de pH e nos teores de acido acético, enquanto que para
o teor de acido latico ndo se verificou interagao significativa (P>0,05).

Tabela 4. Valores de pH e teores de acético das silagens de milho, expressos em porcentagem da MS,
em funcdo dos tratamentos e dos dias de exposi¢éo aerébia.

Tempo Tratamentos'
(dias) SLB LB1 LB2 LB3 LB4 Médias
pH

0 3,908 4,008 3,955 4,008 4,008 3,95
4 5,43 3,93% 4,02%° 4,16% 4,13% 4,33
8 5,517 5,73 4,92% 4,00%° 4,718 4,97
12 5,56 5,48 5,72 6,017 5,66 5,67

Médias 5,10 4,79 4,65 4,54 4,60

CVZ(%) 5,58

Acido acético (%MS)

0 0,79 1,05 1,000 1,17 1,338 1,11
4 0,47%° 1,13 1,28"° 1,18"° 1,83% 1,18
8 0,46 0,40%° 0,49%° 0,917 0,49%° 0,55
12 0,48 0,54% 0,52 0,46 0,59% 0,52

Médias 0,55 0,78 0,88 0,93 1,06 0,55

CV(%) 59,73

Acido latico (%MS)

0 6,62 6,70 6,50 6,88 6,47 6,63"
4 5,44 6,68 6,50 5,64 5,76 5,95"
8 3,54 5,58 5,27 5,30 4,38 4,82°
12 3,23 3,64 2,84 3,68 3,41 3,62°

Médias 5,08% 5,682 5,40%° 5,75° 4,62°

CV(%) 11,00

‘Médias seguidas de letras iguais, maitisculas nas colunas e mintisculas nas linhas, néo diferem pelo Teste Tukey (P>0,05).
'Tratamentos: SLB - controle; LB1 - 5x10*, LB2 - 1x10°, LB3 - 5x10°, LB4 - 1x10° UFC de L. buchneri /g de forragem.
2CV: coeficiente de variagéo.
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Os valores de pH das silagens inoculadas com L. buchneri apresentaram
aumento significativo (P<0,05) somente no oitavo dia exposicao aerdbia, exceto o
tratamento LB3 (5x10° UFC de L. buchneri /g de forragem) que permaneceu estavel até
o0 oitavo dia de exposigao aerdbia. A silagem controle apresentou aumento significativo
(P<0,05) no pH no quarto dia de exposicdo aerdbia (Tabela 4). FILYA et al. (2006)
verificaram que o pH (4,50; 4,28 e 4,25) das silagens de milho inoculadas (1x10°, 5x10°
e 1x10° UFC de L. buchneri /g, respectivamente) permaneceram inferiores (P<0,05) ao
da silagem controle (5,83) aos cinco dias de exposi¢ao aerdbia.

Os teores de &cido acético foram maiores (P<0,05) nas silagens tratadas com L.
buchneri até o quarto dia de exposicdo aerdbia, exceto o tratamento LB3 (5x10° UFC de
L. buchneri /g de forragem) que permaneceu com o teor mais elevado deste acido
(P<0,05) até o oitavo dia de exposicao (Tabela 5). Os resultados obtidos corroboram
aos encontrados por RANJIT & KUNG (2000) que verificaram teores de acido acético
mais elevados nas silagens de milho inoculadas com L. buchneri comparada com a
silagem controle por 1,5 e 6 dias aplicando 100.000 e 1.000.000 UFC de L. buchneri /g
de forragem, respectivamente.

O teor de &cido latico diminui significativamente com o passar dos dias de
exposicao aerébia. Com relacdo aos tratamentos, as silagens inoculadas com L.
buchneri apresentaram maior teor de 4cido latico até o oitavo dia de exposicao aerdbia,
embora nao significativo. RANJIT & KUNG JR (2000) verificaram em silagem de milho
inoculada com 1x10° UFC de L. buchneri/ g maiores concentracdes de acido latico até o
6° dia de exposicao aerdbia.

A composigao microbioldgica das silagens de milho em fungéo dos tratamentos e
dos dias de exposicao esta apresentada na Tabela 5. Verificou-se interacao significativa
(P<0,05) entre as silagens e os tempos de exposicdo aerObia na contagem de
leveduras.

Verificou-se menor (P<0,05) numero de leveduras até o quarto dia de exposi¢ao
aerébia nas silagens inoculadas com 1x10°, 5x10° e 1x10° UFC de L. buchneri/ g de
forragem (LB2, LB3 e LB4) comparadas com a silagem sem inoculacdo. Neste mesmo
tempo, o tratamento LB1 (5x10* UFC/g), mesmo sem diferenca significativa (P>0,05),

apresentou contagem de leveduras consideravelmente inferior comparado ao controle
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(Tabela 5). FILYA et al. (2006) verificaram que a inoculagdo de 1x10°, 5x10° e 1x10°
UFC de L. buchneri/ g de silagem de milho reduziram para 2,36; 1,93 e 1,88 log UFC de
leveduras/ g de silagem, respectivamente comparado a 5,88 UFC de leveduras/ g da
silagem controle.

Tabela 5. Composi¢cdo microbiolégica das silagens de milho em fungédo dos tratamentos e dos dias
de exposicao.

Tempo Tratamentos'
(dias) SLB LB1 LB2 LB3 LB4 Médias
Leveduras (Log UFC g'1de silagem)

0 4,715 1,71%° 1,70% 1,24°° 2,31 2,33
4 8,45 6,96 6,47 5,53% 6,27°° 6,74
8 7,82% 8,02" 7,80™ 7,617 7,68°%¢2 7,78
12 8,50™ 8,74™ 8,15 8,50™ 8,55 8,49

Médias 7,37 6,36 6,03 5,72 6,20

CV(%)? 9,69

Fungos filamentosos (Log UFC g'de silagem)

0 3,71 2,97 2,45 2,97 2,69 2,96°
4 4,69 3,89 3,97 3,34 2,71 3,72°
8 7,10 5,17 4,53 4,77 4,38 5,19°
12 7,66 6,63 6,45 6,26 6,32 6,66"

Médias 5,79° 4,66° 4,35° 4,34° 4,03°

CV(%) 15,97

*Médias seguidas de letras iguais, mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas, nao diferem pelo Teste Tukey (P>0,05).
"Tratamentos: SLB - controle; LB1 - 5x10*, LB2 - 1x10°, LB3 - 5x10°, LB4 - 1x10° UFC de L. buchneri /g de forragem.
2CV: coeficiente de variacdo.

Nao foi verificada interacédo significativa (P>0,05) entre as silagens e os dias de
exposicdo aerdbia na contagem de fungos filamentosos. Entretanto, verifica-se na
Tabela 5, que todas as silagens inoculadas com L. buchneri a presenca de fungos
filamentosos foi numericamente reduzida comparada a da silagem controle nos tempos
avaliados.

Analisando somente os efeitos principais, as silagens inoculadas com L. buchneri
(LB1, LB2, LB3 e LB4) apresentaram contagem de fungos filamentosos inferior (P<0,05)
a silagem nao tratada (Tabela 5). No decorrer dos dias de exposicdo aerdbia a
contagem de fungos filamentosos aumentou significativamente (P<0,05). FILYA et al.

(2006) nao verificaram diferenca significativa (P>0,05) entre as contagens de fungos
filamentosos nas silagens de milho inoculadas com L. buchneri e a silagem controle na
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abertura dos silos e aos cinco dias de exposicdo aerdbia. FILYA (2003) verificou
contagem de fungos filamentosos (<2,0 Log UFC/g) numericamente inferior na silagem
de milho inoculada com 1x10° UFC de L. buchneri /g de forragem comparada & silagem
controle (3,45 Log UFC/g) aos cinco dias de exposi¢ao aerdbia.

Apé6s a abertura do silo, a silagem é inevitavelmente exposta ao oxigénio e o
substrato é consumido pelos microorganismos aerdbios. Em condi¢cdes aerdbias, muitos
microrganismos podem se multiplicar, apesar de terem permanecido inativos na
auséncia de oxigénio (NISHINO et al. 2003). As leveduras assimiladoras de lactato
(Céndida e Hansenula) degradam o acido latico em diéxido de carbono e agua,
produzindo um calor excessivo conduzindo a perda de nutrientes. A degradacéo do
acido latico causa aumento do pH da silagem a um nivel que permite o crescimento de
bactérias oportunistas (Acetobacter e Bacillus) e fungos filamentosos (Aspergillus,
Fusarium e Penicillium), reduzindo a qualidade sanitaria da silagem (McDONALD et al.
1991).

Nos resultados da presente pesquisa, pode-se verificar nas silagens tratadas em
que os acidos, acético e latico, permaneceram elevados por um maior tempo de
exposicao aerdbia o pH se manteve estavel. Tais fatos justificam a menor presenca de
leveduras e fungos filamentosos nestes tratamentos, uma vez que o &cido acético pode
inibir a proliferacdo destes microrganismos (MOON, 1983). Segundo DAVIDSON
(1997), o acido acético em pH inferior ao seu pKa (4,73) permanece na forma nao
dissociada, onde a membrana dos microrganismos se torna permedvel a ele, ocorrendo
a entrada do acido na célula via transporte passivo. Dentro da célula, o acido é
dissociado (RCOO™ + H*), devido ao pH ser préximo de 7,0, assim ions H* sédo
liberados, reduzindo o pH intracelular. Para manter o pH intracelular constante o
microrganismo deve eliminar os ions H*, perdendo energia e retardando o crescimento,
podendo chegar a morte. Com o controle dos fungos pelo acido acético, o acido latico
permanece na silagem, deixando de ser consumido por esses microrganismos
mantendo o pH estavel por maior tempo.

A deterioracao aerdbia estd associada com diminui¢cdo dos carboidratos soluveis
e acido latico; aumento do pH, do numero de leveduras e fungos filamentosos
(WEINBERG et al., 1993) e da temperatura (PAHLOW et al. 2003). Tipicamente, um ou
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dois picos de temperatura sdo encontrados por causa da atividade dos fungos (HARA
et al. 1979).

A variagcdo da temperatura ambiente, da silagem controle e das silagens tratadas
em funcdo das horas de exposicdo aerdbia estd apresentada na Figura 3. A silagem
controle apresentou um pico de temperatura de 24 a 72 horas, atingindo 32°C,
aproximadamente 8°C acima da temperatura ambiente, enquanto que as silagens
inoculadas com L. buchneri ndo apresentaram picos de temperatura, permanecendo
proximas da temperatura ambiente. Tais resultados corroboram com os obtidos por
NISHINO et al. (2003), que verificaram um pico de temperatura da silagem controle de
24 a 72 horas, atingindo 34°C, enquanto que a silagem de milho tratada com 4,4x10°

UFC de L. buchneri/ g de forragem nao apresentou pico de temperatura.

40,0 -

——SLB —LB1 ——LB2 LB3 ——LB4 ——Ambiente

30,0 -

Temperaturas (T2C)

10,0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192 204 216 228 240 252 264 276

Horas de exposicao aerobia

Figura 3. Temperatura ambiente e das silagens de milho submetidas as doses de L. buchneri em fungao
das horas de exposicdo aerobia.

'SLB - controle; LB1 - 5x10% LB2 - 1x10°, LB3 - 5x10°, LB4 - 1x10° UFC de L. buchneri /g de forragem.

Segundo KUNG JR. et al. (2003) a quebra da estabilidade aerdbia é definida
como o numero de horas que a temperatura da silagem exposta ao ar demora a atingir

2°C acima da temperatura do ambiente. Na Figura 4, esta apresentado o efeito das
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doses de L. buchneri sobre a quebra da estabilidade aerdbia, em horas, das silagens de
milho. Observa-se que a aplicagado de L. buchneri, independente da dose, melhorou
(P<0,05; CV= 8,81%) a estabilidade aerbbia da silagem de milho, ocorrendo a quebra
da estabilidade a partir de 151,7 horas (LB2), ou seja, 105,4 horas acima da silagem
controle. O tratamento LB3 (5x10° UFC de L. buchneri /g de forragem) permaneceu
estavel por maior tempo (223 h). RANJIT et al. (2002) verificaram que as doses de
5x10° e 1x10° UFC de L. buchneri/ g de forragem mantiveram a estabilidade aerdbia da
silagem de milho acima de 572 horas. RANJIT & KUNG JR (2000) verificaram que a
silagem de milho inoculada com a dose de 1x10° UFC de L. buchneril g de forragem
permaneceu estavel por mais de 900 horas, enquanto que a silagem controle e a
inoculada com 1x10° UFC de L. buchneri g de forragem mantiveram a estabilidade
aerdbia por apenas 26,5 e 36 horas, respectivamente.

280,0
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g 2000 -
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Figura 4. Efeito de doses de L. buchneri sobre a quebra da estabilidade aerdbia das silagens de milho.

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo Teste Tukey (P>0,05).
'"Tratamentos: SLB - controle; LB1 - 5x10*, LB2 - 1x10°, LB3 - 5x10°, LB4 - 1x10° UFC de L. buchneri /g de forragem.

4. CONCLUSOES

O Lactobacillus. buchneri é eficiente na protecdo contra leveduras e fungos
filamentosos em silagem de milho, melhorando a estabilidade aerdbia da silagem, em
condicdes de laboratério. O valor nutricional da silagem de milho ndo € afetado pela
adicao do inoculante.
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CAPITULO 3 -ESTABILIDADE AEROBIA DE SILAGEM DE GRAOS UMIDOS DE
MILHO INOCULADA COM Lactobacillus buchneri.

RESUMO - O Lactobacillus buchneri tem sido testado com o intuito de melhorar
a estabilidade aerdbia das silagens reduzindo o crescimento de fungos. Assim,
objetivou-se avaliar os efeitos de doses de Lactobacillus buchneri sobre as
caracteristicas fermentativas, valor nutritivo, dindmica microbiolégica e estabilidade
aerdbia de silagens de graos umidos de milho. Os tratamentos foram controle (sem L.
buchneri - SLB), 5x10* (LB1), 1x10° (LB2), 5x10° (LB3) e 1x10° (LB4) UFC de L.
buchneril g de massa de graos, avaliados nos 0, 4, 8 e 12 dias de exposi¢cdo aerdbia.
Apoés 140 dias de fermentagéo, os silos foram abertos, retiradas amostras da silagem
para avaliagdes dos valores de pH; os teores de MS, acidos organicos, nitrogénio
amoniacal; desenvolvimento de leveduras e fungos filamentosos e valor nutricional,
além da avaliacao da temperatura para caracterizar a estabilidade aerdbia. Nao foram
verificadas diferencgas significativas (P>0,05) entre os teores de MS. Os valores de pH
diferiram, significativamente entre as silagens na fase de fermentacdo, sendo os
maiores valores encontrados nas silagens SLB e LB1. Durante a exposicao aerdbia, os
valores de pH aumentaram, entretanto, nas silagens inoculadas os valores de pH foram
numericamente inferiores ao da silagem controle até o 12° dia de exposigao aerdbia. Os
teores dos acidos orgéanicos nao diferiram entre as silagens (P>0,05). As contagens dos
fungos foram menores nas silagens inoculadas com L. buchneri, principalmente em
silagens com doses mais elevadas (LB3 e LB4), melhorando a estabilidade aerdbia. A
inoculagdo de L. buchneri controla o crescimento de leveduras e fungos filamentosos
em silagem de grédos umidos de milho, melhorando a estabilidade aerébia da silagem,
em condicdes de laboratério, principalmente com a utilizacdo de doses acima de 5x10°
UFC/g. O valor nutricional da silagem nao foi afetado pela adi¢ao do inoculante.
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1. INTRODUCAO

A silagem de graos umidos de milho esta sendo cada vez mais utilizada no Brasil,
para alimentacao de suinos, gado de corte e de leite. A confec¢ado de silagens de graos
umidos de milho permite aos produtores adiantar a época de colheita do milho,
aumentando a flexibilidade na colheita do grao e economizar com o custo de secagem,
entretanto as perdas podem ser aumentadas se nao houver um armazenamento correto
destas silagens, contudo estas perdas podem ser minimizadas com um planejamento
adequado (BUCHANAN-SMITH et al., 2003).

Segundo JOBIM et al. (2003), a maioria das silagens de grédos umidos deterioram
com menos de 24 horas apds a exposicao ao oxigénio. A deterioracdo aerdbia da
silagem esta associada principalmente ao desenvolvimento de leveduras e fungos
filamentosos (MUCK et al., 1991). As leveduras degradam acido latico, entre outros
produtos da fermentacao, em di6xido de carbono e dgua, causando um aumento no pH,
possibilitando o crescimento de microrganismos indesejaveis na silagem, bem como
perdas de MS (JOBIM et al., 2003). Os fungos filamentosos degradam uma ampla
variedade de nutrientes (carboidratos estruturais e lignina), além de indesejaveis em
razao da producao de micotoxinas (McDONALD et al., 1991).

Com o objetivo de sanar este problema, pesquisadores buscaram formas de se
mitigar a deterioracdo aerdbia, pelo do uso de inoculantes microbianos heterolaticos,
que sao de facil utilizagdo, ndo sdo corrosivos ao maquinario, bem como nao poluem o
ambiente. Esses inoculantes, pela fermentacdo dos carboidratos sollUveis, produzem
acidos organicos volateis, que tem efeito antifiungico (MOON, 1983).

Até a metade da década de 90 o principal enfoque das industrias de inoculantes
era desenvolver tecnologias a base de bactérias homofermentativas. Contudo,
estratégias como utilizagdo de inoculantes bacterianos heterofermentativos
(Lactobacillus buchneri), tem sido estudadas como alternativa para melhorar a
estabilidade aerdbia das silagens, reduzindo o crescimento de leveduras e fungos
filamentosos, pela produgdo de acido acético, o qual tem efeito antifungico (MUCK,
1996).

O Lactobacillus buchneri é usado em silagens de capins, leguminosas, milho,

sorgo e graos umidos. Entretanto, silagens de planta e graos umidos de milho sdo mais
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susceptiveis a deterioracdo aerébia do que as de leguminosas e capim, assim a
inoculacdo com L. buchneri pode ser um beneficio (COMBS & HOFFMAN, 2001).

A melhora na estabilidade aerdbia de silagens de grdaos umidos de milho foi
relatada em estudos como o de TAYLOR & KUNG JR (2002) que avaliaram as doses
de 1x10°, 5x10°, 6,6x10° e 1x10° UFC de L. buchneri/ g de silagens de graos Umidos e
observaram que a estabilidade aerdbia foi de 79, 333, 400 e 371 horas,
respectivamente, sendo a silagem sem inoculante estavel somente até 47 horas.

REIS et al. (2008) estudaram as concentracdes de 5x10%, 1x10° 2x10° e 4x10°
UFC L. buchneri/ g em silagens de grdaos umidos de milho e verificaram melhora na
estabilidade aerdébia das silagens de 126,5; 239,3; 2405 e 265,0 horas,
respectivamente, comparado as 68 horas de estabilidade aerdbia da silagem controle.

Contudo, poucos estudos tém sido realizados no Brasil e no mundo a respeito do
uso do L. buchneri em silagens de graos umidos de milho. Neste contexto, objetivou-se
avaliar os efeitos de doses de Lactobacillus buchneri sobre as caracteristicas
fermentativas, o valor nutritivo, a dinamica microbiologica e a estabilidade aerébia de
silagens de graos umidos de milho.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no setor de Forragicultura da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinaria (FCAV) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Jaboticabal - SP, localizada a 21215'22” de latitude sul, 48°18’58” de longitude oeste e
595 metros de altitude, onde o clima na regido € subtropical do tipo AWA de acordo
com a classificagdo de Kdppen.

O hibrido de milho utilizado foi o Maximus (Syngenta), grao semi-duro, de ciclo
precoce, semeado em 14 de dezembro de 2007 em Latossolo Vermelho eutroférrico.
Para adubac&o de semeadura foi utilizado 300 kg ha™ da férmula 8-20-20 (N, P, K) e na
adubacdo cobertura foi utilizado 400 kg ha™ da férmula 20-0-20 (N, P, K). Os grdos
foram colhidos em 15 de abril de 2008, logo apds a maturidade fisiolégica (umidade
média de 34%). Utilizou-se uma maquina colhedora autopropelida de graos, marca
John Deere, modelo 1165, para tal procedimento. Os graos colhidos foram triturados

em moinho estacionario com peneira de 10mm.
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Os graos moidos foram ensilados apds a aplicacdo das doses do inoculante,
sendo este diluido em agua destilada, pulverizado com auxilio de borrifador manual
sobre a massa e posteriormente homogeneizados. Na silagem controle (sem
inoculante) foi pulverizado apenas 0 mesmo volume de agua destilada.

Os tratamentos foram diferentes concentracées do inoculante bacteriano
Lactobacillus buchneri (Cepa NCIMB 40788), encontrado comercialmente como
LalsilCana®, apresentado na forma de pé e embalado em saché (100 gramas de
produto, contendo 2,5 x 10° UFC/ g de produto) recomendado para inocular 50
toneladas de material forrageiro.

Os tratamentos utilizados foram os seguintes:

SLB - Graos umidos de milho sem inoculante (controle);

LB1 - Graos imidos de milho inoculado com 5x10* UFC de L. buchneri g;

LB2- Graos Umidos de milho inoculado com 1x10° UFC de L. buchneril g;

LB3 - Graos imidos de milho inoculado com 5x10° UFC de L. buchneri g;

LB4 - Graos imidos de milho inoculado com 1x10° UFC de L. buchneril g.

2.1. ENSILAGEM

Como silos experimentais foram utilizados baldes plasticos, com capacidade de
7L. A compactagao foi realizada com auxilio de bastdes de ferro, visando a atingir uma
massa especifica de 900 kg/m°. Apés a compactacgdo, os silos foram fechados com
tampa pléstica, lacrados com fita adesiva, pesados e armazenados em temperatura
ambiente durante 140 dias.

No momento da ensilagem apés a aplicacdo dos inoculantes foram retiradas trés
amostras de cada repeticdo para determinagao quimica (pH), microbiolégica (leveduras
e fungos filamentosos) e valor nutricional.

2.2. ABERTURA
Ap6s 140 dias de fermentacao, anteriormente a abertura, os silos experimentais
foram pesados para determinacao das perdas por gases, bem como a recuperagao de

matéria seca. ApO0s a abertura, descartou-se o material deteriorado, o restante
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(aproximadamente 3 kg de silagem) foi homogeneizado, amostrado e colocado em
baldes plasticos (7 L) acondicionados em uma sala fechada em temperatura ambiente
para avaliacao da estabilidade aerdbia por 12 dias (288 horas).

Nos dias 0 (momento da abertura), 4, 8 e 12 apds a abertura foram retiradas trés
amostras de cada repeticao para determinagéo quimica (pH, acidos organicos volateis e
acido latico) e microbiolégica (leveduras e fungos filamentosos), sendo a determinacao
do valor nutricional e do nitrogénio amoniacal realizada somente nas amostras

coletadas no dia 0.

2.3. PERDAS POR GASES

A quantificacao de perda por gases foi calculada pela equacao descrita por MARI
(2003):

PG (%) = [(PSI — PSF)/ MSI] x 100, sendo,

PG: producao de gases;

PSI: peso do silo no momento da ensilagem (kg);

PSF: peso do silo no momento da abertura (kg);

MSI: matéria seca ensilada (quantidade de forragem (kg) x % matéria seca).

2.4. RECUPERAGAO DE MATERIA SECA
Para a determinacédo da recuperacdo da matéria seca foi utilizada a equacgao
descrita por JOBIM et al. (2007):

RMS (%) = TE X100

RMS: recuperacao da matéria seca;
MSF: matéria seca no momento da abertura (quantidade de massa (kg) x %
matéria seca);

MSI: matéria seca ensilada (quantidade de massa (kg) x % matéria seca).

2.5. ANALISES QUIMICO-BROMATOLOGICAS
Das amostras frescas de silagem foi elaborado extrato aquoso segundo KUNG
JR et al. (1984) para determinar os valores de pH com uso de um peagametro digital, a
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concentracdo de N amoniacal mediante a destilacdo com hidréxido de potassio 2N
conforme técnica descrita por FENNER (1965) adaptada por VIEIRA (1980), os teores
dos acidos organicos volateis por meio de cromatografia gasosa (WILSON, 1971) e os
teores de acido latico por meio de espectrofotometria colorimétrica (SILVA & QUEIROZ,
2002).

Outra amostra foi utilizada para determinacdo do valor nutricional da silagem.
Para tanto, esta amostra foi colocada em saco de papel, pesada e levada para estufa
de ventilacdo forcada a 55°C durante 72 horas. Apds esse periodo foi pesada
novamente, moida em moinho de faca até o tamanho das particulas atingirem menos
de 1 mm e armazenadas em potes de plastico.

Os teores de matéria seca (MS), matéria mineral (MM), nitrogénio total (NT) e
extrato etéreo (EE) foram determinados conforme método descrito por SILVA &
QUEIROZ (2002), sendo a proteina bruta (PB) obtida pelo produto entre o nitrogénio
total e o fator 6,25.

Os teores de fibra em detergente neutro (FDN) foram obtidos de acordo com
MERTENS (2002), sem o uso de sulfito de sddio e utilizando-se amilase termoestavel.
A fibora em detergente acido (FDA) foi avaliada pelo método de VAN SOEST &
ROBERTSON (1985).

A digestibilidade in vitro da matéria organica (DIVMO) e os teores de nutrientes
digestiveis totais (NDT) foram determinados pela técnica da producdo de gases, de
acordo com a metodologia descrita por MENKE & STEINGASS (1988) modificada por
MAURICIO et al. (1999), em que o valor energético € predito através do gas produzido
durante a incubagdo in vitro de amostras de alimentos juntamente com fluido ruminal.
Cerca de 200 mg de amostra de silagem foram incubadas em frascos de vidro (115
mL). Frascos contendo somente liquido ruminal e meio de cultura (tampao) foram
usados como branco. Em cada frasco, foram adicionados 30 mL de meio de incubagéo.
O liquido ruminal foi obtido de um novilho mestigo fistulado, recebendo dieta a base de
capim braquiaria e concentrado. Os frascos foram vedados com tampas de borracha e
selados com lacres de aluminio e colocados em banho-maria 39°C. A pressao originada
pelos gases acumulados na parte superior dos frascos foi medida por um transdutor de

pressado conectado a um leitor digital. As leituras foram efetuadas com maior freqtiéncia
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durante o periodo inicial de fermentacao e reduzidas posteriormente (2, 4, 6, 8, 10, 12,
24, 26, 28, 30, 32, 36, 48, 52, 56, 60 e 72 horas). A pressado formada no interior dos
frascos foi medida através da insercao de uma agulha acoplada ao transdutor a tampa
de borracha e posteriormente transformada em volume, segundo a seguinte equacgao
obtida em ensaio laboratorial y = 5,5452x - 0,1569 (r? = 0,9997), em que Y é o volume
de gas (mL) e X € a presséao (psi).
Foram utilizadas as seguintes equacgdes para estimativa da DIVMO e NDT:
DIVMO (%) = 14,88 + ((0,889*gas24)+(0,045*PB)+(0,065*"MM))
EM (MJ/kg MS) = 2.20 + (0,136*gas24) + (0,0057*PB) + (0,00029*EE)

Onde, EM é a energia metabolizavel; gas24 é a producéo de gas in vitro em 24h
(ml/0,2 g de MS) e os valores de PB, MM e EE sao expressos em g/kg de MS.
Posteriormente, esses valores foram convertidos em NDT por meio dos seguintes
fatores:

ED (Mcal/kg MS) = EM/0,82
NDT (%) = ED/4,409 * 100 (NRC, 2001).

2.6. ANALISES MICROBIOLOGICAS

Foram pesados 25 g de amostra fresca, adicionado 225 mL de solucao
peptonada 0,1% (0,1 g de peptona por litro de agua destilada). Apds agitacdo manual
foi retirado 1 mL do extrato para as diluicdes (10%a 10°) em tubos de ensaio contendo
9 mL de solucéo salina estéril (8,5 g de NaCl/litro de agua destilada). Foi semeado 0,1
mL das diluicbes em placas de Petri descartaveis contendo o meio agar batata
acidificado (Difco) em duplicata (PARKER, 1979). As placas foram incubadas em
aerobiose a 28°C por 48 e 96 horas, conforme HIGGINBOTHAM et al (1998), quando
entdo foi procedida a contagem das col6nias de leveduras e fungos, respectivamente.
Os numeros de microrganismos foram contados como unidade formadora de colbnias

(UFC) e transformados em logaritmo na base 10.
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2.7.ESTABILIDADE AEROBIA

Nos baldes destinados a avaliacdo da estabilidade aerdbia foi realizada a leitura
da temperatura, registrada a cada meia hora por meio de um data logger inserido no
centro da massa. A temperatura ambiente foi medida por meio de data logger
distribuidos proximo aos baldes. A quebra da estabilidade aerdbia foi calculada como o
tempo gasto em horas, para que a temperatura da silagem se eleve em 2°C acima da
temperatura do ambiente (KUNG JR et al., 2003).

2.8. ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com cinco
tratamentos e quatro repeticdes. Para o estudo da estabilidade aerdbia utilizou-se o
modelo de medidas repetidas no tempo com trés repeticdes por tratamento.

Modelo: Yik = p + Ti + Hj + TixH; + R(Ti) + Eix

Onde:

* U = média geral;

e Ti = efeito fixo do tratamento;

¢ Hj = efeito fixo do tempo de exposicao aerdbia;

e TixH;= efeito da interag&o tratamento x tempo de exposi¢éo aerdbia;

¢ R(Ti) = Repeticdo aninhada com tratamento e;

e Ejx = efeito residual.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. CARACTERIZACAO INICIAL DO GRAO DE MILHO MOIDO

A caracterizagao inicial dos graos umidos de milho na pré-ensilagem em funcéo
dos tratamentos esta apresentada na Tabela 1. Os teores de MS e os valores de pH
ficaram a baixo do encontrado por TAYLOR & KUNG JR (2002) em grdaos umidos de
milho (MS: 74%; pH: 6,1). Enquanto que os teores de PB, e as contagens dos
microrganismos encontrados foram maiores do que os obtidos por KUNG JR et al.
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(2007) em graos umidos de milho na pré-ensilagem (PB: 9,64%MS; Leveduras: 3,52
log1o UFC/g; Fungos filamentosos: 3,34 log1o UFC/g)

Os teores de FDN e FDA dos grédos umidos de milho na pré-ensilagem variaram
de 8,45 a 9,08% e 1,20 a 2,65%, respectivamente. Os teores de FDN obtidos foram
maiores aos encontrados por KUNG JR et al. (2007) (7,92%), enquanto que os de FDA
foram menores aos obtidos pelos referidos autores (2,55%).

Tabela 1. Caracterizagdo inicial dos grdos uUmidos de milho na pré-ensilagem em funcdo dos

tratamentos.
Variaveis' Tratamentos®
SLB LB1 LB2 LB3 LB4
MS (%) 64,95+1,11 65,13+0,99 65,63+0,45 65,85+0,09 65,53+0,08
PB (%) 11,61+0,38 11,87+0,32 11,59+0,35 11,92+0,24 11,61+0,31
pH 5,57+0,06 5,6+0,06 5,39+0,06 5,53+0,03 5,18+0,07
Leveduras (Log UFC/qg) 6,40+0,53 7,26+0,73 6,93+0,23 6,76+0,10 6,88+0,40
Fungos Filamentosos (Log UFC/g) 3,86+0,54 5,18+0,16 5,25+0,15 5,11+0,06 5,05+0,28

'MS: matéria seca total; PB: proteina bruta; pH: potencial hidrogenidnico.
*Tratamentos: SLB - controle; LB1 - 5x10*, LB2 - 1x10°, LB3 - 5x10°, LB4 - 1x10° UFC de L. buchneri /g de forragem.

3.2. PERDAS POR GASES E RECUPERACAO DE MATERIA SECA

Os resultados referentes as perdas por gases na fermentagéo sao apresentados
na Figura 1. Foram verificadas baixas e nao significativas perdas por gases (P>0,05;
CV= 61,73%) entre as silagens. Tais resultados corroboram com REIS et al (2008) que
também observaram baixas perdas sem diferengas significativas (P>0,05) em silagens
de grdos Umidos de milho quando utilizaram 5x10* (2,69%), 1x10° (2,99%), 2x10°
(2,78%) e 4x10° (2,93%) UFC de L. buchneri g comparado com a silagem controle
(2,01%).

O efeito das doses de L. buchneri sobre a recuperagdo de MS (RMS) das
silagens de graos umidos de milho apés a fermentacdo sdo apresentados na Figura 2.
N&ao se verificaram diferengas significativas (P>0,05, CV= 1,61%) entre as silagens. Os
resultados obtidos na presente pesquisa sdo semelhantes aos de TAYLOR & KUNG JR
(2002) que também nao observaram diferengas significativas (P>0,05) na recuperagao
de MS entre as silagens inoculadas com 1x10° (99%), 5x10° (98%), 6,6x10° (98%) e
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1x10° (98%) UFC de L. buchneri/ g de silagem de graos umidos de milho e a controle
(99%) aos 166 dias de ensilagem.
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Figura 1. Efeito de doses de L. buchneri sobre as perdas por gases das silagens de graos Umidos de
milho, expressas em percentagem. Médias seguidas de letras iguais nao diferem pelo Teste
Tukey (P>0,05).

'Tratamentos: SLB - controle; LB1 - 5x10%, LB2 - 1x10°, LB3 - 5x10°, LB4 - 1x10° UFC de L. buchneri /g de massa de

graos.
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Figura 2. Efeito de doses de L. buchneri sobre recuperagado da matéria seca (RMS) das silagens de graos
umidos de milho, expressa em percentagem da matéria seca ensilada. Médias seguidas de letras
iguais nao diferem pelo Teste Tukey (P>0,05).

'Tratamentos: SLB - controle; LB1 - 5x10°, LB2 - 1x10°, LB3 - 5x10°, LB4 - 1x10° UFC de L. buchneri /g de massa de
graos.
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As baixas perdas por gases e a alta recuperacdo de MS, sem diferenca
significativas entre as silagens, podem ser considerados aspectos positivos, uma vez
que a fermentacao heterofermentativa resulta em maiores perdas por CO, e H>O e
menor recuperacao de MS (McDONALD et al., 1991).

3.3. CARACTERISTICAS FERMENTATIVAS E VALOR NUTRICIONAL DA SILAGEM

As caracteristicas fermentativas das silagens de graos umidos de milho ap6s 140
dias de ensilagem, em funcdo dos tratamentos, estdo apresentadas na Tabela 2. Nao
se verificou diferenca significativa (P>0,05) no teor de MS das silagens de graos umidos
de milho. REIS et al. (2008) também n&o observaram diferengas significativas nos
teores de MS das silagens de griaos Umidos quando inocularam 5x10* (65,22%), 1x10°
(65,33%), 2x10° (64,76%) e 4x10° (65,49%) UFC de L. buchneril g de graos Umidos
comparado com a silagem controle (65,83%). KUNG JR et al. (2007) verificaram
diferenca significativa nos teores de MS entre a silagem de graos umidos de milho
(71,2%) inoculada com 6,6x10° UFC de L. buchneril g e a controle (71,5%), mas os

autores ndo consideraram este resultado biologicamente significante.

Tabela 2. Caracteristicas fermentativas da silagem de graos umidos de milho apds 140 dias de

fermentacao.
o Tratamentos’ . s
Variaveis Média CV (%)
SLB LB1 LB2 LB3 LB4
MS (%) 66,28° 66,66" 66,07% 66,61% 66,42° 66,40 0,77
pH 3,98 3,98 3,90° 3,90° 3,90° 3,93 0,80
NHa/NT? 2,38° 2,65 3,24° 2,86° 2,60° 2,75 15,11
Acido latico (%MS) 3,907 3,707 3,84° 3,16° 3,612 3,64 11,66
Acido acético (%MS) 0,36% 0,34% 0,372 0,35% 0,42% 0,37 14,24
Acido propidnico (%MS) 0,01% 0,02% 0,01% 0,02% 0,03% 0,02 1,04

‘Médias seguidas de letras iguais nao diferem pelo Teste Tukey (P>0,05).
'Tratamentos: SLB - controle; LB1 - 5x10%, LB2 - 1x10°, LB3 - 5x10°, LB4 - 1x10° UFC de L. buchneri /g de forragem.
%Concentragao de nitrogénio amoniacal em relagao ao nitrogénio total (NHg/NT).

Os valores de pH foram significativamente (P<0,05) mais altos nas silagens
controle e com 5x10° UFC de L. buchnerilg. KUNG et al. (2007) verificaram uma

tendéncia de valores de pH mais baixos nas silagens inoculadas com 4x10° (4,79),
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6x10° (4,83) e 8x10° (4,81) UFC de L. buchneri g de grdos Umidos de milho inteiro
comparado com a silagem controle (4,91).

As concentragcées de NH3/NT foram baixas e ndo diferiram significativamente
entre as silagens. REIS et al. (2008) verificaram altas concentracdes de NH3/NT
(P>0,05) nas silagens de grdos Umidos de milho controle e inoculadas com 5x10%,
1x10°, 2x10° e 4x10° UFC de L. buchneri/ g, tendo como média 8,1% de NHa/NT.
TAYLOR & KUNG (2002) encontraram maiores concentragdes de NHs/NT (P<0,05) nas
silagens de grdos Umidos de milho inoculadas com 5x10° (0,048%), 6,6x10° (0,048%) e
1x10° (0,051%) UFC de L. buchneri g de grdos Umidos comparadas com a silagem
controle (0,041%), ensiladas com 166 dias, entretanto essas concentracées foram
consideradas muito baixas.

Os teores dos acidos organicos néo diferiram entre as silagens com o incremento
das doses de L. buchneri. KUNG JR et al. (2007) verificaram que os teores de acido
latico e propidnico nao diferiram, porém o teor de acido latico foi numericamente inferior
na silagem inoculada, e o teor de 4cido acético aumentou quando inocularam 6,6x10°
UFC de L. buchnerilg em silagem de graos umidos de milho moidos. Por outro lado, em
silagens de grédos umidos de milho inteiros, os autores verificaram que o teor de &cido
latico foi numericamente superior nas silagens inoculadas 4x10° (0,16%), 6x10° (0,18%)
e 8x10°(0,18%) UFC de L. buchneril g comparada com a silagem controle (0,14%) e os
teores de acido acético e propidnico aumentaram com o incremento das doses.

As bactérias do género Lactobacillus necessitam de uma alta quantidade de agua
metabdlica para crescer e reproduzir, 0 que pode ser um fator limitante nas silagens de
graos umidos de milho, interferindo nos produtos finais da fermentagdo (LANINGAN,
1963). Tal observacao foi verificada na presente pesquisa, uma vez que nao se
encontrou diferenga significativa nos produtos finais da fermentagdo entre as silagens
inoculadas com Lactobacillus buchneri e a silagem controle. KUNG JR et al. (2007)
atribuiram valores mais baixos de pH e teores mais altos de acido latico, encontrados
nas silagens de grdos umidos de milho inteiros tratadas com L. buchneri a restrita
fermentacédo que ocorre nas silagens de graos Uumidos devido a auséncia de umidade e
a falta de carboidratos sollveis disponiveis nas silagens de grdos umidos de milho

inteiros.
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Os valores de pH encontrados na presente pesquisa ficaram a baixo do limite
(4,0 - 4,5) preconizado por KUNG JR & SHAVER (2001) para silagens de graos umidos
de milho. Os teores de acido latico obtidos foram acima do limite (0,5 — 2,0%) proposto
pelos referidos autores, enquanto os teores de 4&cido acético, propidnico e a
concentracao de NH3/NT apresentaram-se dentro dos niveis preconizados, podendo ser
consideradas silagens bem preservadas.

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados referentes ao valor nutricional das
silagens de gréos umidos de milho em fungdo dos tratamentos. Nao se verificou
diferenga significativa (P>0,05) entre as silagens nas varidaveis estudadas que
determinam o valor nutricional.

Os teores de PB encontrados na presente pesquisa foram semelhantes aos
relatados por KUNG JR et al (2007), que também néo verificaram diferenca significativa
(P>0,05) entre as silagens quando inocularam 6,6x10° UFC de L. buchneri/ g em
silagem de gréaos umidos de milho.

Os teores de EE obtidos estdo dentro do limite para silagens de graos umidos
encontrados por VALADARES FILHO et al. (2006) que foi de 3,98+1,20.

Os teores de FDN e FDA foram menores aos encontrados por KUNG et al (2007)
que também néo verificaram diferenca significativa entre os componentes da fracao
fiorosa. Os referidos autores observaram teores de 8,36 e 8,29%MS de FDN nas
silagens de grdos Umidos de milho controle e inoculada com 6,6x10° UFC de L.
buchneri/ g, respectivamente e teores de 2,32%MS de FDA nas duas silagens.

O coeficiente médio de DIVMO (88,60%) e o valor médio de NDT (87,61%) foram
superiores ao encontrado por ITAVO (2004) que estudando silagem de grdos Umidos
de milho, encontrou valores de 79,48% da DIVMO e 78,54% de NDT.

Esta inferioridade dos componentes fibrosos (FDN e FDA) e a superioridade da
DIVMO e do NDT encontrada na presente pesquisa podem estar relacionada com a
colheita antecipada dos graos no campo. Uma vez que a formacao da matriz protéica
que encobre os granulos de amido ainda nao se finalizou (visualizada pelo ponto negro)
e 0s graos estdo com um maior teor de umidade, a degradabilidade ruminal do amido é
aumentada (PHILIPPEAU et al. 1996). Desta forma, durante o armazenamento, em

funcdo da fermentacdo adequada, pela producdo de acido latico e preservacao dos



53

acucares que serviram como substrato para as bactérias ruminais, resultou assim, em
um alimento de excelente qualidade, evidenciado pelos elevados coeficientes de

digestibilidade e nutrientes digestiveis totais.

Tabela 3. Valor nutritivo das silagens de graos imidos de milho em fungao dos tratamentos.

Tratamentos'

Variaveis Média  CV (%)
SLB LB1 LB2 LB3 LB4
PB (%MS)3 10,962 10,70° 10,172 10,292 10,692 10,56 4,06
EE (%MS) 3,98° 4,05° 4,20° 4,69° 4,10° 4,20 19,38
FDN (%MS) 5,532 5,97° 8,79° 6,24° 6,40° 5,99 14,28
FDA (%MS) 1,19% 1,04% 1,34% 1,64° 1,432 1,33 19,21
DIVMO (%) 88,74% 86,922 87,712 89,472 90,192 88,60 4,10
NDT (%) 87,69° 8585 86,68  88,61° 89,25% 87,61 4,15

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo Teste Tukey (P>0,05).

'Tratamentos: SLB - controle; LB1 - 5x10%, LB2 - 1x10°, LB3 - 5x10°, LB4 - 1x10° UFC de L. buchneri /g de forragem.
2CV: coeficiente de variacdo

SMatéria seca (MS), proteina bruta (PB), fiora em detergente neutro (FDN), fibra em detergente &cido (FDA),
digestibilidade da matéria organica (DIVMO) e nutrientes digestiveis totais (NDT)

3.4. ESTABILIDADE AEROBIA

Os valores de pH e os teores dos acidos organicos das silagens de graos umidos
de milho em funcdo dos tratamentos e dos dias de exposicdo aerdbia estdo
apresentados na Tabela 4.

Nao se verificou interagao significativa (P>0,05) entre os tratamentos e os dias de
exposicdo aerbbia. Entretanto, os valores de pH das silagens inoculadas com L.
buchneri foram numericamente inferiores ao da silagem controle até o 12° dia de
exposicao aerdbia (Tabela 4). Tais resultados corroboram aos obtidos por REIS et al.
(2008) quando utilizaram 5x10*, 1x10°, 2x10° e 4x10° UFC de L. buchneril g de silagem
de grdos umidos de milho, avaliadas até o 15° dia de exposicdo aerdbia. Analisando
somente os efeitos principais, as silagens inoculadas com 5x10° e 1x10° UFC de L.
buchneri/ g, apresentaram menores valores de pH (P<0,05) e no decorrer dos dias de
exposicao ao ar os valores de pH aumentaram significativamente (P<0,05).

Nos teores dos acidos organicos (latico, acético e propidnico) nao se verificaram
interacdes significativas (P>0,05) entre as silagens e os dias de exposicdo aerdbia
(Tabela 4). Entretanto, os teores de &cido latico das silagens inoculadas com 5x10° e

1x10® UFC de L. buchneri g apresentaram superioridade numérica comparada as
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demais no oitavo dia de exposicao aerébia. Com relagdo aos efeitos principais nao se

verificou diferenca significativa (P>0,05) entre as silagens, contudo ao passar dos dias

de exposicao aerdbia os teores dos acidos organicos diminuiram significativamente

(P<0,05) devido ao consumo do acido latico pelas leveduras e volatilizagdo dos &cidos

acético e propibnico.

Tabela 4. Valores de pH e teores de acidos organicos das silagens de graos Umidos de milho, expressos
em porcentagem da MS, em funcao dos tratamentos e dos dias de exposi¢ao aerdbia.

Tempo Tratamentos'
(dias) SLB LB1 LB2 LB3 LB4 Médias
pH

0 3,98 3,98 3,90 3,90 3,90 3,93°
4 4,31 4,10 4,00 3,90 3,90 4,04°
8 6,11 5,84 5,83 4,93 4,83 5,51°
12 7,41 7,14 7,20 6,70 7,30 7,15

Médias 5,45 5,27% 5,23% 4,86° 4,98°

CV3(%) 5,48

Acido latico (% MS)

0 3,90 3,70 3,84 3,16 3,61 3,64"
4 3,40 3,18 3,42 3,64 2,95 3,32%
8 1,93 1,76 1,78 2,20 2,07 1,95°
12 1,07 0,94 0,93 0,92 0,79 0,93°

Médias 2,58° 2,40° 2,50° 2,50° 2,36°

CV(%) 16,84

Acido acético (%MS)

0 0,36 0,34 0,37 0,35 0,42 0,37
4 0,28 0,29 0,26 0,29 0,30 0,28°
8 0,17 0,21 0,16 0,17 0,16 0,17°
12 0,16 0,15 0,17 0,17 0,16 0,16°

Médias 0,24° 0,25° 0,24° 0,25° 0,26°

CV(%) 11,47

Acido propidnico (%MS)

0 0,01 0,02 0,01 0,02 0,03 0,02
4 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01
8 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00°
12 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00°

Médias 0,00° 0,01° 0,00° 0,01° 0,01°

CV(%) 0,61

‘Médias seguidas de letras iguais, maitisculas nas colunas e mintisculas nas linhas, néo diferem pelo Teste Tukey (P>0,05).

'Tratamentos: SLB - controle; LB1 - 5x10*, LB2 - 1x10°, LB3 - 5x10°, LB4 - 1x10° UFC de L. buchneri /g de forragem.
2CV: coeficiente de variacgo.
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Na Tabela 5 estd apresentada a composicdo microbiolégica das silagens de
graos umidos de milho em funcao dos tratamentos e dos dias de exposigao. Verificou-
se interagao significativa (P<0,05) entre os tratamentos e os dias de exposi¢cdo ao ar
nas contagens de leveduras. A contagem de leveduras foi menor nas silagens
inoculadas com L. buchneri até o 12° dia de exposicao aerébia, entretanto somente nas
silagens inoculadas com as doses mais altas (5x10°> e 1x10° UFC de L. buchneril g)
observou-se diferenca significativa (P<0,05) comparada as demais no quarto dia de
exposicao aerobia. Contudo estes dois tratamentos, LB3 e LB4, apresentaram menores
contagens até o oitavo dia de exposigdo aerdbia, principalmente a silagem inoculada
com 1x10° UFC de L. buchneri g. TAYLOR & KUNG JR (2002) nao verificaram
diferencas significativas (P>0,05) nas contagens das col6nias de leveduras entre as
silagens de grdos imidos de milho inoculadas (1x10°, 5x10°, 6,6x10° e 1x10° UFC de L.
buchnerilg) e a controle, aos 92 e 166 dias de ensilagem, entretanto os autores
verificaram menor contagem numérica de leveduras nas silagens inoculadas. KUNG et
al (2007) verificaram maior contagem numérica de leveduras quando aplicaram 6,6x10°
UFC de L. buchneri g de silagem de grdos umidos de milho (5,38 log UFC/q)
comparada com a silagem controle (4,52 log UFC/q).

Verificou-se interagdo significativa (P<0,05) entre os tratamentos e os dias de
exposicdo ao ar nas contagens de fungos filamentosos (Tabela 5). Na abertura (dia 0)
as silagens tratadas com 1x10° 5x10° e 1x10° UFC de L. buchneri g apresentaram
menores contagens numérica de fungos filamentosos. No quarto dia de exposicao
aerGbia todas as silagens tratadas apresentaram menores contagens de fungos
filamentos, entretanto, somente o tratamento LB4 (1x10° UFC de L. buchneri g)
apresentou diferenca (P<0,05) dos demais. TAYLOR & KUNG JR (2002) nao
verificaram diferencas significativas (P>0,05) nas contagens das colénias de fungos
filamentosos entre as silagens de graos umidos de milho inoculadas e a controle, aos
166 dias de ensilagem, entretanto os autores encontraram valor menor que 2,00 log
UFC de fungos filamentosos/g nas silagens inoculadas com 5x10°, 6,6x10° e 1x10° UFC
de L. buchnerig. KUNG JR et al (2007) verificaram maior contagem de fungos
filamentosos quando aplicaram 6,6x10° UFC de L. buchneri g de silagem de grdos
umidos de milho (5,47 log UFC/g) comparada com a silagem controle (5,09 log UFC/q).
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Tabela 5. Composigdo microbiolégica das silagens de grdos Umidos de milho em fungdo dos
tratamentos e dos dias de exposicao.

T Tratamentos’
(ggsp)o SLB LB1 LB2 LB3 LB4 Média
Leveduras (Log UFC g™)
0 480" 4,38 2,33 2,065 1,3452 2,98
4 7,35 5,96 5,16 3,06 2,00% 4,71
8 7,047 5,30 5,64 5,00 3,67% 5,33
12 7,28" 6,58 5,67 6,37 5,65 6,31
Média 6,62 5,55 4,70 4,12 3,16
CV? 27,07
Fungos filamentosos (Log UFC g™)
0 3,68 3,82% 1,715 2,155 1,90 2,65
4 7,19 5,36 5,33 5,0382 2,84% 5,15
8 6,04 6,55 6,26" 6,04 6,30 6,24
12 6,46" 6,08 6,407 6,35 6,15 6,29
Média 5,84 5,45 4,93 4,89 4,30
cVv 18,85

*Médias seguidas de letras iguais, maiusculas nas colunas e mindsculas nas linhas, nao diferem pelo Teste Tukey (P>0,05).
"Tratamentos: SLB - controle; LB1 - 5x10*, LB2 - 1x10°, LB3 - 5x10°, LB4 - 1x10° UFC de L. buchneri /g de forragem.
2CV: coeficiente de variagdo.

A deterioracao aerdbia estd associada com diminui¢cdo dos carboidratos soluveis
e acido latico; aumento do pH, do numero de leveduras e fungos filamentosos
(WEINBERG et al., 1993) e da temperatura (PAHLOW et al. 2003). Tipicamente, um ou
dois picos de temperatura sdo encontrados por causa da atividade dos fungos (HARA
et al. 1979).

A variagao da temperatura ambiente, da silagem controle e das silagens tratadas
em funcdo das horas de exposicdo aerbbia esta apresentada na Figura 3. As
temperaturas das silagens de graos umidos de milho comportaram-se de forma
semelhante em todos os tratamentos, tendo seus picos de temperatura iniciados as 108
horas, exceto os tratamentos SLB e LB1 que tiveram os picos de temperaturas iniciados
as 60 e 84 horas, respectivamente. As silagens inoculadas com doses a partir de 1x10°
UFC de L. buchneri/g apresentaram temperaturas inferiores a da silagem controle até

as 132 horas de exposicao aerdbia.
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Horas de exposicao aerdbia

Figura 3. Temperatura ambiente e das silagens de grédos Umidos de milho submetidas as doses de L.
buchneri em fungao das horas de exposi¢cao aerébia.

'SLB - controle; LB1 - 5x10*, LB2 - 1x10°, LB3 - 5x10°, LB4 - 1x10° UFC de L. buchneri /g de forragem.

Segundo KUNG JR et al. (2003) a quebra da estabilidade aerdbia é definida
como o numero de horas que a temperatura da silagem exposta ao ar demora a atingir
2°C acima da temperatura do ambiente. O efeito das doses de L. buchneri sobre a
quebra da estabilidade aerébia das silagens de grdos Umidos de milho esta
apresentado na Figura 4.

120,0 4

100,0 4 93.8a 95,8a

87,5a

80,0 1 73,5a

60,0 -

40,0 -

Quebra da estabilidade aerobia (h)

20,0 -

0,0

SLB LB1 LB2 LB3 LB3

Tratamentos'

Figura 4. Efeito de doses de L. buchneri sobre a estabilidade aerébia da silagem de graos umidos de
milho.

SLB — controle, LB1 - 5x10*, LB2 - 1x10°, LB3 - 5x10°, LB4 - 1x10° UFC/g de material ensilado.
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Observa-se que a aplicacao de L. buchneri, independente da dose, melhorou
numericamente a estabilidade aerdbia da silagem de graos umidos de milho, ocorrendo
a quebra da estabilidade a partir de 86,7 horas (LB2), ou seja, 13,2 horas acima da
silagem controle (CV= 13,51%). Os tratamentos LB3 (5x10° UFC de L. buchneri /g) e
LB4 (1x10° UFC de L. buchneri /g) permaneceram estaveis por maior tempo (Figura 4).
TAYLOR & KUNG (2002) verificaram a melhora (P<0,05) na estabilidade aerdbia de
silagens de grdos Umidos de milho quando utilizaram 1x10° (208 h), 5x10° (450 h),
6,6x10° (450 h) e 1x10° (450 h) UFC de L. buchnerilg comparado as 84 horas de
estabilidade aer6bia da silagem controle. Os referidos autores sugerem que doses
acima de 5x10° UFC de L. buchneri devem ser utilizadas em silagens de graos midos
para que haja melhora na estabilidade aerdbia. KUNG JR et al (2007) verificaram
melhora de 200 horas na estabilidade aerdbia de silagens de grédos umidos de milho
quando aplicaram 6,6x10° UFC de L. buchnerilg. Os autores supracitados verificaram
maior contagem numérica de leveduras e fungos filamentosos nas silagens tratadas
apds 90 dias de ensilagem, contudo obtiveram melhora na estabilidade aerébia desta
silagem, sugerindo que esta melhora foi devido ao maior teor de &cido acético nestas
silagens, o que pode ter retardado o crescimento das leveduras durante a exposi¢ao
aerobia.

Analisando as Tabelas 4 e 5, e a Figura 4, verifica-se que nas silagens onde os
nimeros de leveduras foram menores (a partir de 5x10° UFC de L. buchnerilg — LB3 e
LB4), os teores de acido latico foram maiores e os valores de pH menores, enquanto a
estabilidade aerdbia foi sutimente melhorada, evidenciando que, onde foram aplicadas
as maiores doses do inoculante houve efeito no controle dos microrganismos,
entretanto os teores dos acidos acético e propidnico, agentes antifungicos (MOON,
1983), ndo se diferenciaram entre os tratamentos. Uma possivel explicacdo para este
fato, de acordo com DRIEHUIS et al. (1996) e MANN & SPOELSTRA (1997), € que o
microrganismo L. buchneri pode produzir, além de bacteriocinas como a buchnericin LB
(YILDIRIM & YILDIRIM, 2001), outros compostos com atividade antifingicas e
metabdlicas ainda ndo conhecidos.
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4. CONCLUSOES

A inoculagdo de L. buchneri controla o crescimento de leveduras e fungos
filamentosos em silagem de grdos umidos de milho, melhorando a estabilidade aerdbia
da silagem, principalmente com a utilizacdo de doses acima de 5x10° UFC/g em
condicoes de laboratério. O valor nutricional da silagem nao foi afetado pela adi¢gdo do

inoculante.

5. REFERENCIAS

BUCHANAN-SMITH, J.; MORRIS, J.R.; SMITH, T.K. High moisture grain and grain by-
products. In: BUXTON, D.R.; MUCK, R.E.; HARRISON, J.H. (Ed.) Silage Science and
Technology. Madison: American Society of Agronomy, Crop Science Society of
America, Soil Science Society of America, 2003, p.825-854.

COMBS, D.K; HOFFMAN, P.C. Lactobacillus Buchneri of the aerobic stability in the

silage. Focus on Forage. University of Wisconsin Board of Regents, v.3, n.14, 2001.

DRIEHUIS, F.; SPOLESTRA, S.F.; COLE, S.C.J.; MORGAN, R. Improving aerobic
stability by inoculation with Lactobacillus buchneri. In: The International Silage
Conference, 11th, 1996, Aberystwyth. Proceedings... Aberystwyth, 1996, p.106-107.

HARA, S.; ITOH, M.; OHYAMA, Y. Aerobic deterioration of silages and changes in
temperature, gas metabolism, heat production and micro-flora. Japanese Journal of
Zootechnical Science, v. 59, p. 549-556, 1979.

HIGGINBOTHAM, G.E.; MUELLER, S.C.; BOLSEN, K.K.; DePETERS, E.J. Effects of
inoculants containing propionic acid bacteria on fermentation and aerobic stability of
corn silage. Journal of Dairy Science, v. 81, p. 2185-2192, 1998.

ITAVO, C.C.B.F. Silagens de grios umidos de milho e de sorgo: padrio de
fermentacao, composicao quimica, valor nutricional e crescimento em ovinos.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal). Universidade Federal do Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, 79 p., 2004.



60

JOBIM, C.C.; BRANCO, A.F.; SANTOS, G.T. Silagem de graos umidos na alimentacao
de bovinos leiteiros. In: V Simpdsio goiano sobre manejo e nutricado de bovinos de corte
e leite, 2003, Campinas. Anais... Campinas: CBNA, 2003, p. 357-376.

JOBIM, C.C.; NUSSIO, L.G.; REIS, R.A.; SCHMIDT, P. Avancos metodoldgicos na
avaliacdo da qualidade da forragem conservada. Revista Brasileira de Zootecnia, v.36
(suplemento), p. 101-120, 2007.

LANIGAN, G. W. Silage bacteriology. I. Water activity and temperature relationships of
silage strains of Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, and Pediococcus
cerevisiae. Australian Journal of Biology Science, v. 16, n.3, p. 606—615, 1963.

KUNG JR, L.; GRIEVE, D.B.; THOMAS, J.W. HUBER, J.T. Added ammonia or microbial
inoculant for fermentation and nitrogenous compounds of alfalfa ensiled at various

percents of dry matter. Journal of Dairy Science, v.67, n. 2, p.299-306, 1984.

KUNG JR., L.; SHAVER, R. Interpretation and use of silage fermentation analysis
reports. Focus on Forage. University of Wisconsin Board of Regents, v.3, n.13, 2001.

KUNG JR., L.; STOKES, M.R.; LIN, C.J. Silage additives. In: BUXTON, D.R.; MUCK,
R.E.; HARRISON, J.H. (Ed.) Silage Science and Technology. Madison: American
Society of Agronomy, Crop Science Society of America, Soil Science Society of
America, 2003, p.251-304.

KUNG JR., L.; SCHMIDT, R. J.; EBLING, T. E.; Hu, W. The effect of lactobacillus
buchneri 40788 on the fermentation and aerobic stability of ground and whole high-
moisture corn. Journal of Dairy Science, v. 90, n. 5, p.2309-2314, 2007.

MAURICIO, R. M.; MOULD, F. L.; DHANOA, M. S.; OWEN; E.; CHANNA, K. S;
THEODOROU M. K. A semi-automated in vitro gas production technique for ruminant
feedstuff evaluation. Animal Feed Science and Technology, v. 79, n.4, p. 321-
330,1999.

MARI, L.J. Intervalos entre cortes em capim-marandu (Brachiaria brizantha
(Hochst ex. A.Rich.) Stapf cv. Marandu): producao, valor nutritivo e perdas

associadas a fermentacao da silagem. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal e



61

Pastagens). Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao
Paulo, Piracicaba. 159p., 2003.

MANN, S.P. and SPOELSTRA, S.F. Microorganisms and their use in treating animal
feed and silage. International Patent Specification no. PCT/GB97/00413. 1997.

McDONALD, P.; HENDERSON, A .R.; HERON, S. J. E. The biochemistry of silage.
2.ed. Marlow: Chalcomb Publications, 1991. 340 p.

MERTENS, D.R. Gravimetric determination of amylase treated neutral detergent fiber in
feeds with refluxing in beakers or crucibles: Collaborative study. Journal of AOAC
International, v.85, n.6, p.1212-1240, 2002.

MOON, N.J. Inhibition of the growth of acid tolerant yeasts by acetate, lactate and
propionate and their synergistic mixtures. Journal of Applied Bacteriology, v.55,
p.453-460, 1983.

MUCK, R. E. A lactic acid bacteria strain to improve aerobic stability of silages. In
U.S. Dairy Forage Research Center. Madison, WI. p. 46-47, 1996.

MUCK, R.E., PITT,R., E., LEIBENSPERGER, R.Y. A model of aerobic fungal growth in
silage.1. Microbial characteristics. Grass and Forage Science, v. 46, n. 3, p. 283-290,
1991.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC. Nutrient requeriments of dairy cattle. 7.
ed. Washinton, D.C.: 2001. 381p.

PAHLOW, G; MUCK, R.E.; DRIEHUIS, F. et al. Microbiology of ensiling. In: BUXTON,
D.R.; MUCK, R.E.; HARRISON, J.H (Eds). Silage Science and Technology. 1 ed.
Madison: American Society of Agronomy, 2003. p. 31-94.

PARKER, R.B. Methodology for determining quality of silage. National Feed
Ingredients Association, 1979. 33p.

PHILIPPEAU, C., CHAMPION, M., MICHALET-DOREAU, B. Influence du genotype et
du stade de maturite sur la digestion ruminale de 'amidon de mais recolte au stade
ensilage. In: Symposium on Silage maize, 1996, Nantes. Anais... Nantes,1996. p.379-
380.



62

REIS, R.A.; SCHOCKEN-ITURRINO, R.P.; ALMEIDA, E.O.; JANUSCKIEWICZ, E.R;
BERNARDES, T.F.; ROTH, A.P.T.P. Efeito de doses de Lactobacillus buchneri “cepa
ncimb 40788” sobre as perdas nos periodos de fermentagao e pds-abertura da silagem
de graos umidos de milho. Ciéncia Animal Brasileira, v. 9, n. 4, p. 923-934, 2008.

SILVA, D.J., QUEIROZ, A.C. Analise de Alimentos (Métodos Quimicos e
Bioldgicos). UFV, Imprensa Universitaria, 2002. 235p.

TAYLOR, C.C.; KUNG JR., L. The effect of Lactobacillus buchneri 40788 on the
fermentation and aerobic stability of high moisture corn in laboratory silos. Journal of
Dairy Science, v.85, n. 6, p.1526-1532, 2002.

VALADARES FILHO, S.C.; MAGALHAES, K.A.; ROCHA JUNIOR, V.R.; CAPELLE, E.R.
Tabelas brasileiras de composicao de alimentos para bovinos. Vicosa:
Universidade Federal de Vigosa, 2006. 329p.

VAN SOEST, P.J.; ROBERTSON, J.B. Analysis of forages and fibrous foods. Cornell
University, 1985. 202p.

VIEIRA, P.F. Efeito do formaldeido na protecao de proteinas e lipideos em racoes
para ruminantes. Tese (Doutorado em Zootecnia). Universidade Federal de Vigosa,
Vicosa. 98p, 1980.

WEINBERG, Z. G.; ASHBELL, G.; HEN, Y. et al. The effect of applying lactic acid
bacteria at ensiling on the aerobic stability of silages. Journal of Applied Bacteriology,
v. 75, p. 512-518, 1993.

WILSON, R.K. A rapid accurate method for measuring volatile fatty acids and lactic acid
in silage. Ruakura: Animal Research Institute, 1971. p.1-12 (Research Report).

YILDIRIM, Z.; YILDIRIM, M. Characterization of buchnericin LB, produced by
Lactobacillus buchneri LB. Turkey Journal Biology, v.25, p.73-82, 2001.



63

CAPITULO 4 — PERDAS NA ARMAZENAGEM E ESTABILIDADE AEROBIA DE
SILAGEM DE MILHO COBERTA COM FILME DE BAIXA PERMEABILIDADE AO
OXIGENIO.

RESUMO - Silagens armazenadas em silos horizontais sdo propensas a
deterioracdo aerodbia, devido a grande area de superficie exposta ao ar. O filme de
polietileno é o mais utilizado na vedacao desses silos, entretanto, apresenta elevada
permeabilidade ao oxigénio. Portanto, objetivou-se avaliar o efeito do filme plastico de
baixa permeabilidade associado ao filme convencional na vedacdo de silo tipo
superficie. Foram confeccionados dois silos tipo superficie com plantas de milho. Estes
silos foram cobertos parcialmente com filme de baixa permeabilidade (FBP) ao oxigénio
associado ao filme convencional (FC) e com filme convencional (FC). Para avaliar as
perdas fermentativas, a dindmica microbiolégica e a composicao bromatolégica foram
colocados 6 sacos tracadores na zona periférica, em cada metade do silo. Foram
avaliados os perfis de temperatura dos painéis dos silos. A composi¢cao bromatolégica
da silagem nao foi afetada pelos filmes plasticos. Uma menor populacao de fungos foi
encontrada na silagem coberta com o FBP associado ao FC, resultando em maior
concentracdo de acido latico e menor pH, bem como menor temperatura da massa de
silagem, menor perda de MS e de material deteriorado. O filme de baixa permeabilidade
ao oxigénio associado ao filme convencional é eficiente na manutencao das
caracteristicas fermentativas, no controle da populacédo de leveduras e na reducgao de

perdas, mais evidente no silo com menor fatia de retirada.

Palavras chaves: Composicao quimica, fungos, leveduras, perdas, polietileno
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1. INTRODUCAO

Em condic¢Oes brasileiras, as silagens sao armazenadas, principalmente em silos
horizontais. Nestes silos, ha alta propensdao a deterioracdo aerdbia na fase de
armazenamento e utilizagdo, devido a grande area de superficie exposta ao ar.

Ha que se considerar que o processo de deterioracdo aerdbia € essencialmente
microbiano e o crescimento dos microrganismos € condicionado por condicdes fisicas e
quimicas das silagens (PAHLOW et al., 2003), portanto, um dos pré-requisitos
essenciais € minimizar a presenga de oxigénio no silo, apés seu fechamento. Desse
modo, o filme plastico assume um papel importante durante a etapa de vedacao e a sua
principal fungdo é manter a anaerobiose (HONIG, 1991).

Os efeitos danosos do ar na qualidade da silagem sdo manifestados por dois
caminhos (SAVOIE & JOFRIET, 2003). O primeiro ocorre na camada superficial durante
0 armazenamento pela penetragao de oxigénio através do filme plastico de cobertura. O
segundo efeito danoso do ar esta relacionado a estabilidade aerdbia durante o periodo
de remocao e fornecimento da silagem, usualmente manifestado pelo aparecimento de
fungos, alteragdes no valor nutricional e aquecimento da massa.

No silo, as zonas mais porosas estdo localizadas nas camadas superficiais e
laterais, devido principalmente a dificuldade de compactagdo durante o enchimento.
Quanto mais a massa é porosa, mais facilmente o ar podera penetrar no seu interior,
portanto, a redugdo da porosidade € a prerrogativa principal para conter a deterioracdo
aerdbia (BERNARDES et.al, 2009).

Segundo KUZIN & SAVOIE (2001) as perdas nas areas periféricas do silo séo
influenciadas pela espessura do filme plastico que deve ser proporcional ao tempo de
estocagem da silagem. De acordo com SAVOIE (1988), as espessuras do filme de
polietileno indicadas para confec¢ao de silos de superficie sdo de 100, 150 e 200 um e
devem ser usadas por 3, 7 e 12 meses, respectivamente.

Além da espessura do filme plastico, a permeabilidade ao oxigénio pode ser
alterada pela sua coloracdo e pela temperatura ambiental. As flutuacdes da
temperatura durante os dias determinam diferencas de pressao entre o gas no interior
do silo e aquele da atmosfera circundante (TABACCO & BORREANI, 2002), e tais

diferencas causam fluxo de gas, do exterior para o interior e vice-versa. Assim, quanto
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maior for a permeabilidade do filme plastico, maior sera o fluxo de gas (SAVOIE, 1988;
TABACCO & BORREANI, 2002).

O material mais comum utilizado na vedacao dos silos horizontais é o filme de
polietiieno (BORREANI et al., 2007), pelas suas caracteristicas de mecénicas e de
baixo custo (BORREANI & TABACCO, 2008), contudo, o polietileno apresenta elevada
permeabilidade ao oxigénio (SNELL et al., 2002).

Entre as moléculas plasticas utilizaveis, a poliamida é um polimero que tem
menor permeabilidade ao oxigénio, cerca de 90 vezes inferior a do polietileno. Segundo
a American Society for Testing and Materials Standards (ASTM D3985-81) a
permeabilidade do polietileno ao O, a temperatura de 23 °C e umidade relativa de 85%
é de 178.000 cm®m?/24h/bar/um de espessura, enquanto a poliamida apresenta 2000
cm®m?/24h/bar/um de espessura. Este valores aumentam notavelmente quando a
temperatura é elevada a 50 °C (534.000 e 10.000, respectivamente). Isto significa que
durante o verdo o0s riscos de deterioracdo aerdbia de silagens se elevam,
principalmente nos paises de clima tropical, pelo aumento da permeabilidade dos filmes
plasticos (BERNARDES et.al, 2009).

DEGANO (1999) na 122 Conferencia Internacional sobre Silagem sugeriu uma
nova estratégia de vedacdo, envolvendo a utilizagdo de um filme de baixa
permeabilidade ao oxigénio como alternativa ao filme padrao de polietileno. Este filme
de baixa permeabilidade possui uma camada de poliamida entre duas camadas de
polietileno (WILKINSON & RIMINI, 2002).

Existem dois tipos de filme de baixa permeabilidade, um preto e branco com
125um de espessura e outro translicido com 45um de espessura que € utilizado na
Europa e Estados Unidos em combinacdo com um sombrite. Entretanto, no Brasil tém
sido conduzidos estudos com este filme de 45um de espessura associado com o filme
convencional de polietileno (BERNARDES et al., 2009).

Desta forma no presente estudo, objetivou-se avaliar o efeito do filme plastico de
baixa permeabilidade ao oxigénio associado ao filme convencional nas caracteristicas
fermentativas, dindmica microbioldgica, composi¢cdo bromatoldgica e perdas de silagem

milho em silo tipo superficie.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no setor de Forragicultura da Faculdade de Ciéncias
Agraérias e Veterinaria (FCAV) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Jaboticabal - SP, localizada a 21215’'22” de latitude sul, 48°18’58” de longitude oeste e
595 metros de altitude, onde o clima na regido € subtropical do tipo CWA de acordo
com a classificagao de Kdppen. A temperatura média anual é de 22,3°C e minima de
15,2°C no més mais frio.

O hibrido de milho utilizado foi o Maximus (Syngenta), semeado em 13 de
novembro de 2007 em Latossolo Vermelho eutroférrico. Para adubacédo de semeadura
foi utilizado 300 kg ha™' da férmula 8-20-20 (N, P, K) e para a adubacdo de cobertura
utilizou-se 400 kg ha™ da férmula 20-0-20 (N, P, K).

A forragem foi colhida em 26 de fevereiro de 2008, quando os Qraos
apresentaram de um a dois tercos da linha do leite (aproximadamente 32% de MS).
Utilizou uma maquina colhedora forrageira Menta regulada para altura de corte de 20
cm e tamanho de particula de 5 mm.

Foram confeccionados dois silos tipo superficie (capacidade de
aproximadamente 75 t) contendo plantas de milho. Para verificar a eficiéncia do FBP
associado ao FC na vedacao, os silos foram divididos em duas partes longitudinais, ou
seja, metade foi coberto com o FBP associado ao FC e a outra parte somente com FC.

O FC utilizado foi o filme de polietileno padrdo branco e preto com 200 ym de
espessura, enquanto que o FBP foi o filme translicido com duas camadas de polietileno
e uma camada central de poliamida com 45 pm de espessura. As dimensdes dos silos
experimentais estao apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Dimensdes dos silos tipo superficie.

Dimensoes

Silos - :
Base maior Base menor Altura Comprimento

1 5,8 3,4 1,25 21,5

2 5,8 3,8 1,38 18,5
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Para avaliar as perdas fermentativas, foram enterrados 6 sacos tragadores
(sacos de ndilon, conhecidos como sacos de rafia) na zona periférica a 15 cm da
superficie, em cada metade dos silos, totalizando 12 sacos por silo (Figura 1). Esta
disposigdo dos sacos no silo foi necessaria, pois amostras de silagem devem ser
retiradas simultaneamente durante a remocdo, devido a elevada influéncia dos
parametros climaticos sobre o fenbmeno estudado. A utilizagao de sacos distribuidos
no interior dos silos como método de estudo da fermentacdo em silagens foi discutido
por McCDONALD et al. (1991).

Foram realizadas amostragens para determinagcdo da composicdo quimico-
bromatoldgica e microbiologica referente a pré-ensilagem, e posteriormente os sacos

tracadores contendo, em média 3,5 kg de forragem picada foram distribuidos nos silos.

Figura 1. Localizacao dos sacos tragadores no silo tipo superficie.

Em 07 de maio de 2008, decorridos 70 dias de fermentacao, o primeiro silo (Silo
1) foi aberto e os sacos retirados conforme a remocao da silagem. Os sacos foram
pesados, depois de retirado o0 excesso de silagem aderida ao saco; abertos,
homogeneizados e amostrados para determinagdo da composicdo quimica (pH,
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nitrogénio amoniacal, acidos organicos volateis e acido latico), bromatolégica e
microbioldgica (leveduras e fungos filamentosos).
As perdas foram calculadas a partir da seguinte equagao:
Perdas (%) = 100 — (MSr/MSe) * 100
MSr: matéria seca na retirada (quantidade de forragem (kg) x % matéria seca);
MSe: matéria seca ensilada (quantidade de forragem (kg) x % matéria seca).

Para determinacdo da composi¢cdo quimico-bromatolégica as amostra foram
colocadas em saco de papel, pesadas e levadas para estufa de ventilagdo forcada a
55°C durante 72 horas. ApOs esse periodo foram pesadas novamente, moida em
moinho de faca até o tamanho das particulas atingirem menos de 1 mm e armazenadas
em potes de plastico. Os teores de matéria seca (MS), matéria mineral (MM) e
nitrogénio total (NT) foram determinados conforme método descrito por SILVA &
QUEIROZ (2002), sendo a proteina bruta (PB) obtida pelo produto entre o nitrogénio
total e o fator 6,25. Os teores de fibra em detergente neutro (FDN) foram obtidos de
acordo com MERTENS (2002), sem o uso de sulfito de sddio e utilizando-se amilase
termoestavel. A fibra em detergente acido (FDA) e a lignina (solubilizagdo da celulose
(CEL) em acido sulfurico 72%) foram obtidas pelo método sequencial de VAN SOEST &
ROBERTSON (1985). A hemicelulose (HEM) foi calculada pela diferenga entre FDN e
FDA.

Em amostras frescas de silagem foi elaborado extrato aquoso segundo KUNG Jr.
et al. (1984) para determinar os valores de pH com uso de um peagametro digital, a
concentracao de N amoniacal (N-NH3) mediante a destilacdo com hidréxido de potassio
2N conforme técnica descrita por FENNER (1965) adaptada por VIEIRA (1980), os
teores dos &cidos organicos volateis por meio de cromatografia gasosa (WILSON,
1971) e o teore de acido latico por meio de espectrofotometria colorimétrica (SILVA &
QUEIROZ, 2002).

Para avaliar a dindmica microbiologica foram pesados 25 g de forragem fresca,
adicionado 225 mL de solucao peptonada 0,1% (0,1 g de peptona por litro de agua
destilada). Apds agitacdo manual foi retirado 1 mL do extrato para as diluicdes (102 a
10®) em tubos de ensaio contendo 9 mL de solucao salina estéril (8,5 g de NaCl/litro de
agua destilada). Foi semeado 0,1 mL das diluicbes em placas de Petri descartaveis



69

contendo o meio agar batata acidificado (Difco) em duplicata (PARKER, 1979). As
placas foram incubadas em aerobiose a 28°C por 48 e 96 horas, conforme
HIGGINBOTHAM et al (1998), quando entao foi procedida a contagem das colbnias de
leveduras e fungos, respectivamente. Os numeros de microrganismos foram contados
como unidade formadora de colbnias (UFC) e transformados em logaritmo na base 10.
No painel dos silos foram avaliados semanalmente, a fragcdo deteriorada e o perfil
de temperatura. Para mensurar a fracao deteriorada, do material retirado no dia, foram
pesados em ambos os lados (FC e FBP) o material ndo e o deteriorado, obtendo desta
forma o percentual deteriorado de cada tratamento. Na avaliacdo do perfil de
temperatura no painel dos silos, foram inseridos termémetros digital do tipo espeto a
uma profundidade de 10 cm em 20 pontos no painel, sendo 10 pontos de cada lado

conforme Figura 2.

Figura 2. Pontos de medida de temperatura do painel do silo.

A silagem do primeiro silo (silo 1) foi consumida em 61 dias e a média de avancgo
diario foi de 30 cm. O segundo silo (silo 2) foi aberto no dia 7 de julho de 2008,
decorridos 131 dias de fermentacdo, onde procedeu-se as mesmas avaliacdes
mencionadas para o silo 1. A silagem do silo 2 foi consumida em 61 dias e a média de
avanco diario foi de 22 cm.

As variaveis de cada silo foram analisadas separadamente. O delineamento

experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 6 repeticdes. Os dados foram
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submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacao inicial das plantas de milho na pré-ensilagem esta apresentada
na Tabela 1. Os teores de MS e MM, expressos em percentagem, da planta de milho
estao dentro do limite encontrado por VALADARES FILHO et al. (2006). Por outro lado,
os componentes da fracdo fibrosa e o teor de PB apresentaram valores inferiores e
superiores, respectivamente, aos encontrados pelos referidos autores. Tal fato pode
estar relacionado a alta quantidade de graos produzidos pelo hibrido Maximus.

Os valores de pH observados (Tabela 1) foram inferiores aos encontrados por
FILYA et al. (2006) de 5,94, por FILYA (2003) de 5,86 e por DRIEHUIS et al. (1999) de
5,87 em planta de milho.

As contagens de leveduras e fungos filamentos (Tabela 1) foram maiores as
encontradas por FILYA et al. (2006) e por FILYA (2003).

Tabela 1. Caracterizagao inicial da planta de milho na pré-ensilagem.

Variaveis' Planta de milho
MS (%) 29,73+0,88
MM (%) 4,1940,12
PB (%) 12,27+0,24
FDN (%) 50,61+2,56
FDA (%) 21,18+1,03
HEM (%) 30,42+3,43
CEL (%) 17,88+0,77
LIG (%) 2,78+0,29
pH 4,86+0,25
Leveduras (Log UFC/g) 7,0540,04
Fungos Filamentosos (Log UFC/qg) 5,21%0,25

'Matéria seca (MS), materia mineral (MM), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro
(FDN), fibra em detergente acido (FDA), hemicelulose (HEM), celulose (CEL) e lignina
(LIG).

Os resultados da composicao quimico-bromatolégica, da populagédo de leveduras
e fungos filamentosos e das perdas de MS das silagens de milho nos silos 1 e 2, estao
apresentados na Tabela 2 e 3, respectivamente.
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Tabela 2. Caracteristicas da silagem de milho coberta com dois tipos filmes plasticos (silo 1).

Filme plastico’

Variaveis? CV (%)®
FC FBP

MS (%) 30,912 30,242 6,67
MM (%) 3,792 3,822 7,51
PB (%) 9,142 9,00 2 4,35
FDN (%) 48,322 47,542 6,48
FDA (%) 33,36 2 32,742 8,67
HEM (%) 14,96 & 14,80 2 15,83
CEL (%) 22,06 2 19,142 13,98
LIG (%) 6,99 2 7,58 2 17,64
pH 4,382 4,422 10,46
NH;-N, % de N Total 5,022 5,17 2 25.14
Acido latico (% da MS) 5,972 5,62 2 27,54
Acido acético (% da MS) 1,172 0,95% 9,71
Acido propionico (% da MS) 0,06 2 0,052 3,06
Acido butirico (% da MS) 0,007 2 0,007 2 35,67
Leveduras (logs, ufc/g) 6,312 5,16 2 48,29
Fungos filamentosos (logqo ufc/g) 4,922 3,10% 62,06
Perdas de MS (%) 6,472 3,23° 23,77

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo Teste Tukey (P>0,05).

'Filme plastico: FC — Filme convencional; FBP — Filme de baixa permeabilidade de oxigénio.

®Matéria seca (MS), materia mineral (MM), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA),
hemicelulose (HEM), celulose (CEL), lignina (LIG).

3CV: coeficiente de variagao

Nao foram verificadas diferengas significativas (P>0,05) na composicédo
bromatoldgica das silagens cobertas com os diferentes filmes plasticos no silo 1 e no
silo 2 (Tabela 2 e 3). Os teores de MS e MM apresentaram-se préximos a média
nacional das silagens de milho (30,92 % MS e 4,79 % MM) (VALADARES FILHO et al.,
2006). Os teores de PB (Tabela 2) foram superiores aos encontrados por PEREIRA et
al. (2007) que avaliaram diferentes hibridos de milho (AG122, AG9090, AG5011,
DOW766 e DKB747) e obtiveram média de 6,52%.

Os teores de FDN, HEM e CEL (Tabela 2) apresentaram-se abaixo do
encontrado por VALADARES FILHO et al. (2006) que foram de 55,41, 23,71 € 24,94%,
respectivamente. Entretanto, os teores de FDA e LIG foram superiores aos encontrados
pelos referidos autores que verificaram 30,63% de FDA e 4,97% de LIG.
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No silo 1 ndo se verificou diferenca significativa (P>0,05) nas silagens cobertas
com os diferentes filmes plasticos nos valores de pH, nos teores de NH3-N e de acidos
organicos e na populacao de leveduras e fungos filamentosos (Tabela 2).

Os valores de pH foram ligeiramente superiores ao preconizado por KUNG JR &
SHAVER (2001) de 3,8 a 4,2 na silagem de milho. Contudo, os teores de NHs3-N e de
acidos organicos apresentaram-se proximo a faixa preconizada pelos referidos autores
de 5 a7 % de NH3-N (% NT), de 4 a 7% de acido latico, de 1 a 3% de acido aceético,
menor que 0,1% de acido propionico e 0% de acido butirico.

Em relacdo a populacdo de microrganismos, verificou-se reducao de 1,15 e 1,82
logio UFC/g na populacdo de leveduras e fungos filamentosos, respectivamente, na
silagem coberta com FBP associada ao FC quando comparada a silagem coberta
somente com o FC, entretanto esta diferenca ndo foi significativa (Tabela 2).
BORREANI et al., (2007) nao verificaram diferencas significativas entre as silagens de
milho cobertas com FBP e FC na populacdo de leveduras, encontrando valores
menores que 1 e de 1,66 logio UFC/g, respectivamente. Entretanto, os mesmos
autores, em outro estudo, verificaram 1,55 logio UFC de fungos filamentosos /g na
silagem coberta com o FBP, enquanto que na silagem coberta com o FC a populacao
de fungos filamentosos foi de 5,07 logio UFC/g (P<0,05). MIYAZAKI (2008) verificou
populacao de 1,99 e 3,13 logio UFC de leveduras/g em silagem de milho coberta com
FBP associado com FC e somente com FC, respectivamente. BERNARDES et al.
(2009) verificaram menor contagem de fungos filamentosos na silagem de milho coberta
com FBP (2,72 log1o UFC/g) em relacéo a silagem coberta com FC (4,06 logio UFC/q),
embora sem diferencga significativa (P>0,05).

A perda de MS foi significativamente diferente entre as silagens (P<0,05). A
silagem coberta com o FBP associado ao FC apresentou reducdo de 3,24 pontos
percentuais de perda de MS, ou seja, 50% a menos de perdas quando comparada a
silagem coberta somente com o FC (P<0,05) (Tabela 2). MIYAZAKI (2008) verificou
reducdo de 1,5 pontos percentuais de perda de MS de silagem de milho coberta com
FBP associado ao FC comparada a silagem coberta somente com o FC. Em estudo
conduzido na ltalia BORREANI et al., (2007) nao verificaram diferenga significativa

(P>0,05) entre as silagens cobertas com o FC e FBP, entretanto a silagem coberta com
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FBP apresentou obteve reducao de 3,05 pontos percentuais de perda de MS em
relacdo ao FC. Em outro estudo, os mesmos autores verificaram reducdo de 27,17
pontos percentuais de perda de MS na silagem coberta com FBP, quando comparada a
utilizagédo do FC.

No silo 2 se verificou diferenca significativa (P<0,05) entre as silagens cobertas
com os diferentes filmes plasticos nos valores de pH, no teor de acido latico e
propionico e na populacédo de leveduras (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas da silagem de milho coberta com dois tipos filmes (silo 2).

Filme plélstico1

L. o/\3
Variaveis o TP CV (%)
MS (%) 29,252 30,182 4,59
MM (%) 3,872 3,81°2 9,07
PB (%) 9,45 % 9,052 5,83
FDN (%) 45282 45432 7,26
FDA (%) 32,65° 30,28 2 8,40
HEM (%) 12,63 15,152 13,63
CEL (%) 21,532 19,66 2 11,30
LIG (%) 6,37 2 6,542 6,46
pH 4,082 3,82° 3,33
NH;-N, % de N Total 6,422 6,66 15,84
Acido latico (% da MS) 5,05 P 6,60 2 15,79
Acido acético (% da MS) 1,982 1,702 31,87
Acido propionico (% da MS) 0,32% 0,09 ° 7,61
Acido butirico (% da MS) 0,008 2 0,005 2 43,65
Leveduras (logso ufc/g) 7,692 5,18 b 25,54
Fungos filamentosos (logqo ufc/g) 3,992 3,972 63,23
Perdas de MS (%) 4,69 2 3,96 2 51,01

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo Teste Tukey (P>0,05).

'Filme plastico: FC — Filme convencional; FBP — Filme de baixa permeabilidade de oxigénio.

®Matéria seca (MS), materia mineral (MM), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA),
hemicelulose (HEM), celulose (CEL), lignina (LIG).

3CV: coeficiente de variacdo

O valor de pH da silagem coberta com o FC foi superior ao da silagem coberta
com o FBP (P<0,05) (Tabela 3). BORREANI et al. (2007) verificaram que o pH da

silagem de milho foi significativamente superior na silagem coberta com o FC (5,89)
comparado ao FBP (3,99). BERNARDES et al. (2009) observaram pH de 5,75 em
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silagem de milho coberta com FC, enquanto que o pH da silagem coberta com FBP foi
de 4,54, embora sem diferencga significativa.

O teor de &cido latico foi significativamente inferior na silagem coberta somente
com o FC (5,05 %MS) comparado ao da silagem coberta com o FBP associado ao FC
(6,6 %MS) (Tabela 3). BORREANI et al. (2007) verificaram em silagem de milho coberta
com FC que o teor de acido latico foi de 2,05 %MS e o da silagem coberta com FBP foi
de 0,87 %MS (P<0,05).

O teor de acido propionico foi de 0,32%MS na silagem coberta somente com FC,
enquanto que na silagem coberta com FBP associado ao FC o teor deste acido foi de
0,09 %MS (Tabela 3). BORREANI et al. (2007) verificaram teor de acido propionico de
0,68 %MS na silagem coberta com FC, enquanto que na silagem coberta com FBP o
teor de acido propionico foi de 0,35 %MS (P<0,01).

A populagado de leveduras foi significativamente inferior (P<0,05) na silagem de
milho coberta com FBP (5,18 logio UFC/g) comparada a silagem coberta com o FC
(7,69 logio UFC/g). BERNARDES et al. (2009) verificaram que a populacdo de
leveduras foi de 4,72 logio UFC/g na silagem de milho coberta com FBP e na silagem
de milho coberta com FC a populagao de leveduras foi de 5,21 log1o UFC/g (P>0,05).

Com relagdo a perda por fracdo deteriorada, avaliadas no painel dos silos,
verificou-se que na silagem coberta com o FC associado ao FC a perda de material
deteriorado foi de 3%, enquanto que a perda na silagem coberta somente com o FBP
foi de 1,5%. Ou seja, de 75 t de silagem que havia no silo, 1,125 t foram perdidas
quando se utilizou somente o FC. Cumpre salientar que tais resultados foram
verificados nos dois silos avaliados. Na Figura 3 pode ser visualizada a diferenga de

material deteriorado decorrente da utilizag&o dos diferentes tipos de filmes.
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Foto: Basso,
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Figura 3. Painel do silo contendo planta inteira de milho, coberto com filme convencional (FC) e
filme de baixa permeabilidade ao oxigénio (FBP).

Nas figuras 4 e 5, estdo apresentadas as médias das temperaturas do painel dos
silos das regides periférica e central (silo 1 e 2, respectivamente).

Nos dois silos avaliados a média da temperatura da regido periférica foi superior
na silagem coberta somente com o FC, embora sem diferenca significativa (P>0,05; Silo
1 — CV=9,13%; Silo 2 - CV = 16,70) (Figura 4 e 5). No silo 1, a temperatura da regiao
periférica da silagem coberta somente com o FC variou de 24,0 a 40,5 °C, enquanto
que na silagem coberta com o FBP associado ao FC a variacdo de temperatura foi de
25,5 a 45,5 °C. No silo 2, a variacdo da temperatura na regiao periférica da silagem
coberta somente com o FC foi de 18,5 a 52,5 °C e na silagem coberta com o FBP
associado ao FC a variagao de temperatura foi de 17,5 a 47,5 °C.

A temperatura do painel na regidao central se manteve mais estavel nos dois silos
(Figura 4 e 5). No silo 1, tanto sob o FC como sob o FBP associado ao FC a
temperatura da silagem na regido central variou de 24 a 33 °C. No silo 2, a temperatura
da silagem na regido central variou de 22,5 a 40,5 °C na silagem coberta somente com
o FC e de 22 a 33,5 °C na silagem coberta com o FBP associado ao FC. Neste caso
pode ter ocorrido uma transferéncia de calor da regiao periférica a central, uma vez que
0s pontos de maior temperatura estdo localizados préximos as laterais do silo tipo

superficie (ponto 10, Figura 2).
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BERNARDES (2006) encontrou temperaturas mais elevadas na silagem coberta
somente com o FC (42-46°C), enquanto que a temperatura da silagem coberta com o
FBP associado ao FC estava mais amena (30-34°C).

Segundo McDONALD et al. (1991) a elevacdo da temperatura na silagem é um
indicador de deterioragao aerdbia e da atividade de oxidagao por parte das leveduras e
fungos filamentosos. Os resultados apresentados na presente pesquisa concordam
com a afirmagéo dos referidos autores, uma vez que ao se analisar as Tabelas 2 e 3,
verifica-se maior populacdo de leveduras e fungos filamentosos na silagem coberta
somente com o FC e na Figura 4 e 5 maior temperatura na regido periférica da silagem
coberta somente com o FC.

Cabe salientar que a fatia de retirada do silo 2 foi de 22 cm, ou seja, a silagem
permaneceu por maior tempo em contato com o oxigénio que penetra no painel do silo,
comparado ao silo 1, cujo a fatia de retirada foi de 30cm. Ou seja, no silo 2, pode-se
evidenciar melhor a diferenca entre os filmes plasticos.

Pode-se inferir, portanto, que o FBP associado ao FC controlou a estabilidade
aerdbia da silagem de milho em silo superficie, uma vez que uma menor populagéao de
fungos foi encontrada, resultando em maior concentracao de &cido latico e menor pH,

bem como menor perda de MS e de material deteriorado.
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Figura 4. Média das temperaturas do painel do silo das regides periférica e central (silo 1).
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Figura 5. Média das temperaturas do painel do silo das regides periférica e central (silo 2).

4. CONCLUSOES
O filme de baixa permeabilidade ao oxigénio associado ao filme convencional &
eficiente na manutencao das caracteristicas fermentativas, no controle da populacéo de

leveduras e na reducao de perdas, principalmente quando a fatia de retirada é menor.
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