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USO DE ADITIVO MICROBIANO E DE FILME PLASTICO NO CONTROLE DA

FERMENTAGAO E DA DETERIORAGCAO AEROBIA DE SILAGEM DE MILHO

RESUMO - O presente trabalho teve o objetivo de avaliar técnicas, como o uso
de aditivos microbianos direcionados ao controle de microrganismos aerdbios, bem
como a utilizacdo de um filme plastico de baixa permeabilidade ao oxigénio no controle
da deterioragdo aerdbia. No primeiro estudo, o objetivo foi avaliar o efeito do
Lactobacillus buchneri sobre a composi¢ao quimica, o perfil de fermentacao, a presenca
de fungos e de leveduras e a estabilidade aerdbia da silagem de milho. No segundo,
objetivou-se avaliar as perdas de matéria seca, a composicao quimico-bromatolégicas e
a presencga de fungos e leveduras das silagens de milho, na regido periférica de silos
superficies, quando vedada com filme de baixa permeabilidade ao oxigénio. A
inoculagéo influenciou o perfil fermentativo, indicando que o aumento da dose aplicada
na massa ensilada reduziu a recuperacao da MS e aumentou as perdas por gases. A
composicdo bromatolégica das silagens de milho ndo foi influenciada, no entanto
ocorreu maior estabilidade aerdbia das silagens tratadas. O filme de baixa
permeabilidade ao oxigénio reduz a ocorréncia de leveduras e de fungos quando é
imposto ao silo um avanco satisfatério da massa de silagem durante o

desabastecimento, o que poderia melhorar a qualidade sanitaria da mesma.

Palavras-chave: composicdo quimica, estabilidade aerdbia, inoculante, lona, perdas,

Zea mays L



USE OF MICROBIAL ADDITIVE AND PLASTICS FILM IN THE CONTROL OF

FERMENTATION AND AEROBIC DETERIORATION OF CORN SILAGE

SUMMARY - The present work aimed to evaluate techniques, as additives
specific for aerobic microorganisms control and plastic film with low oxygen permeability
for aerobic deterioration control. In the first study, the aim was to evaluate the effect of
Lactobacillus buchneri on the chemical composition, the fermentation profile, the
presence of fungi and yeasts and aerobic stability of corn silage. In the second, it was
aimed to evaluate the dry matter losses, chemical-bromatologic compound and the
presence of fungi and yeasts of corn silage, in the peripheral region of surfaces silos
when forbidden to film from low permeability to oxygen. The inoculation influenced the
fermentation profile, indicating that the increase of the dose applied in mass ensiled
reduced the recovery of MS and increased losses by gases. The corn silage chemical
composition was not influenced however there was greater aerobic stability of the
treated silage. The low oxygen permeability film reduces the occurrence of yeast and
fungi when it is imposed on a breakthrough satisfactory silo of the mass of silage during

feedout rate, which could improve the health quality of the same.

Keywords: aerobic stability, chemical composition, film cover, inoculant, losses, Zea

mays L



Capitulo 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Com a evolucao da pecuaria, os sistemas de producao intensivos passaram a
ser uma opgao para os produtores brasileiros, e consequentemente a utilizacdo de
forragem de alta qualidade durante 0 ano todo passa a ser importante componente dos
programas de alimentacdo. Ao longo dos ultimos anos houve a intensificacdo das
técnicas de conservacdo de forragem, sendo a ensilagem o0 processo mais
preponderante no sistema produtivo.

Tradicionalmente, a forragem mais utilizada para a ensilagem € a planta de
milho, cultivado com este propésito em grandes areas ao redor do mundo. Este fato
deve-se além de sua qualidade nutricional, as suas caracteristicas desejaveis para
ensilagem, como por exemplo: periodo de semeadura flexivel, possibilidade de colheita
para grdos ou silagem, facilidade de mecanizagdo da cultura da semeadura até a
ensilagem, alta produgdo de matéria seca por unidade de area, padrdo adequado de
fermentagéo no silo devido ao teor de matéria seca entre 28% a 40%, alta concentragéo
de carboidratos sollveis e baixo poder tamponante (NUSSIO, 1991; SANTOS, 1995).
No entanto, um antagonismo se insere, pois quanto mais nutritivas, isto €, quanto mais
nutrientes forem preservados durante o processo fermentativo, mais susceptivel a
deterioracao aerdbia as silagens serao (SIQUEIRA et al., 2005).

Varias causas podem estar relacionadas a instabilidade aerdbia, no entanto
poucos sao os trabalhos que estudam a importancia dos fatores inerentes ao manejo de

confeccdo das silagens sobre as perdas ap6s a abertura (RUPPEL et al.,, 1995;



HOLMES & MUCK, 1999; MUCK & HOLMES, 2001; BERNARDES, 2006). Um dos pré-
requisitos essenciais para uma eficiente preservacao da forragem ensilada é diminuir a
presenca de Oz no silo apds seu fechamento (WOOLFORD, 1990) e assim minimizar a
deterioracao aerdbia, processo essencialmente microbiano no qual o crescimento dos
microrganismos é condicionado por condicbes fisicas e quimicas (PAHLOW et al.,
2003). Desse modo, a lona plastica assume um papel importante durante a etapa de
vedacgao dos silos e a sua principal funcao é manter a anaerobiose (HONIG, 1991).

Recentemente, pesquisas tém buscado novas alternativas com o objetivo de
minimizar as perdas decorrentes da ensilagem, otimizar o processo fermentativo,
reduzir a deterioragdo aerobia e preservar o valor nutritivo das silagens produzidas.
Neste sentido, a utilizagdo de inoculantes microbianos (HARRISON & BLAUWIEKEL,
1994), € uma técnica extensamente difundida em paises desenvolvidos e vem
despertando grande interesse dos produtores brasileiros. Entretanto, os resultados
obtidos com sua utilizagdo sao contraditérios, ja que as melhoras no perfil fermentativo
das silagens nem sempre sdao acompanhadas de melhoras no valor nutritivo e/ou
ganhos no desempenho animal, sendo que o inverso também ¢é verdadeiro
(MAGALHAES, 2002).

Esses fatores justificam as investigacdes dos efeitos dos inoculantes em grande
variedade de plantas forrageiras (milho, sorgo, capim, alfafa entre outras) para a
confeccdo da silagem, seja sobre o aspecto fermentativo ou nutricional. Assim sendo, a
avaliacdo de aditivos adequados ao processo de ensilagem de milho é importante, pois
permite aumentar a eficiéncia da conservagao, garantindo a preservacao da qualidade

da forragem (REIS et al., 2001).



O objetivo dos experimentos subseqlentes, foi estudar os efeitos do inoculante
microbiano (Lactobacillus buchneri), bem como a utilizacdo do filme plastico de baixa
permeabilidade ao oxigénio sobre a composicdo quimica, microbiolégica, estabilidade

no pés-abertura e fermentacao da silagem de milho.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Silagem de milho

A pecuaria brasileira esta evoluindo no sentido de adotar sistemas mais
eficientes, com o uso de animais de maior potencial genético, que demandam dietas
balanceadas, a base de concentrados e volumosos de alto valor nutritivo. PIMENTEL et
al. (1998) relataram que, para producdo de silagem, ha preferencialmente a
necessidade de uma espécie forrageira que apresente producao elevada de massa por
unidade de area e que seja um alimento de alta qualidade para os animais.

Neste sentido, McDONALD et al. (1991) consideram a planta de milho ideal para
ensilagem, uma vez que, no momento adequado de colheita, contém quantidade
relativamente alta de matéria seca, baixa capacidade tampao e niveis adequados de
carboidratos soluveis para fermentagdo. ALMEIDA FILHO (1996), afirma que a silagem,
corretamente preparada, pode ter 80% do valor alimenticio que existia no material verde
original, enquanto que NUSSIO (1992), trabalhando com oito cultivares de milho,
verificou que a analise da planta antes da ensilagem néo diferiu significativamente do
material ensilado. Com isso, no Brasil e no mundo, a planta de milho € amplamente

utilizada para ensilagem por proporcionar forragens com alto valor nutricional.



Segundo NUSSIO et al. (2001), essa vantagem deve-se ao fato de sua
composi¢cao bromatolégica preencher os requisitos para confecgdo de uma silagem
ideal, como: teor de matéria seca entre 30% a 35%, teores de carboidratos soluveis
acima de 3% na matéria verde e baixo poder tampao, caracteristicas essas que
propiciam fermentacao latica, a qual é considerada ideal no processo de conservagao
das silagens.

O teor de matéria seca esta relacionado com o estabelecimento de condicdes
apropriadas para fermentacao latica e redugcédo das perdas. No entanto, as plantas de
milho colhidas com teores elevados de matéria seca (40 a 45%) apresentam maiores
niveis de perdas, maior dificuldade de compactacao, aquecimento da massa ensilada e
menor taxa de fermentacdo, resultando em silagens de qualidade inferior,
principalmente nos silos de superficie (FERREIRA, 2001). Enquanto a colheita de
plantas com baixo conteludo de matéria seca, propicia perdas durante a fermentacao
em decorréncia de fermentacdo secundaria, bem como a producao de efluentes.

Contudo, SIQUEIRA et al. (2005), afirmam que as silagens de milho podem ser
consideradas alimentos nobres, pois sdo dotadas de alto valor nutritivo e elevado custo
de MS. Com isso, considera-se que os cuidados com essas silagens apo6s a abertura
dos silos devem ser extremamente criteriosos devido a maior instabilidade aerdbia das
silagens de milho que ocorre em virtude da maior concentragdo de substratos

potencialmente oxidados por microrganismos oportunistas.



2.2 Fatores associados ao manejo da ensilagem

O consumo de forragens conservadas € o resultado de interagdes complexas
que envolvem as caracteristicas das plantas antes do processamento, os fatores
inerentes ao processo de conservagdo, as alteracbées no valor nutritivo durante o
fornecimento aos animais, do processamento fisico da forragem conservada e das
caracteristicas dos animais que serdo alimentados com o volumoso (REIS & SILVA,
2006).

Os autores enfatizam o entendimento dos mecanismos que propiciem a
manutencdo do valor nutritivo da forragem, minimizando as perdas de nutrientes.
HERDERSON (1993), afirma que tais perdas no processo de ensilagem podem ocorrer
durante o emurchecimento, fermentacao e descarregamento da forragem, podendo
variar de 10 a 50% da matéria seca ensilada. Segundo McDONALD et al. (1991), as
perdas de matéria seca podem chegar a mais de 15%, quando as condi¢cdes de
fermentagédo néo sao as desejadas e 0 armazenamento ndo é satisfatorio.

Para producdo de uma silagem de alta qualidade € necessario manter as
condicbes anaerodbias, restringindo a respiracdo da planta durante a colheita, e
retardando o crescimento e o metabolismo oxidativo dos microrganismos (OHYAMA et
al., 1975 e BARRY et al, 1980). Falhas em tais condigcbes podem diminuir a
recuperacgao de nutrientes, resultando na produgédo de alimentos volumosos de baixa
qualidade, com redug¢des no seu consumo e consequente baixo desempenho animal
(CLEALE, et al.,1990).

Apds a abertura de um silo, observa-se progressiva deterioracdo aerdbia,

causada pela reativacdo da proliferacdo da microbiota que havia permanecido inativa



sob as condigdes anaerdbicas anteriores, caracterizada pelo aumento da temperatura e
do pH, devido a oxidagcdo dos produtos finais da fermentagdo. Tudo isso resulta em
perdas do valor nutritivo, restringindo, ou até rejeitando o consumo de matéria seca,
causando disturbios digestivos e, em casos extremos, ocasionando a morte do animal
pela presenca de toxinas (HATTORI et al., 1994).

Com isso, a utilizacdo de microrganismos produtores de &cidos organicos
considerados fracos pode reduzir o pH da massa ensilada e agir sobre 0 metabolismo
de leveduras e fungos filamentosos (item 2.2.2) e favorecer o controle da deterioracéao
aerdbia (MOON, 1983; McDONALD, 1991).

Como o processo de deterioragdo aerdbia € essencialmente microbiano e o
crescimento dos microrganismos € condicionado por condigcbes quimicas e fisicas
(PAHLOW et al., 2003), um dos pré-requisitos essenciais € minimizar a presenca de O
no silo, apés seu fechamento. Desse modo, o filme plastico assume um papel
importante durante a etapa de vedacéao e a sua principal fungdo é manter a anaerobiose

(HONIG, 1991).

2.2.1 Filme plastico na vedacgao do silo
Silos horizontais sdo geralmente atrativos em razdo da maior economia no
armazenamento de forragens sob a forma de silagem, pois outros tipos como o bag, s6
podem trazer retorno financeiro quando a fazenda produzir mais de 200 toneladas de
silagem, devido principalmente aos altos custos dos equipamentos para a confecgao
(ROTZ et al., 2003). Entretanto, se a vedacao nao for adequada, o oxigénio penetra na

silagem, ocorrendo a multiplicacdo de microrganismos aerobios e consequente



deterioracdao aerébia (BORREANI et al., 2007). Dentre as silagens, a de milho é
particularmente mais susceptivel a degradacédo aerobia quando exposta ao ambiente
(ASHBELL & WEINBERG, 1992; KUNG Jr et al., 1998). O problema se torna ainda
maior em silos horizontais que permitem grande superficie de exposicdo e de trocas
gasosas com o ambiente, durante o enchimento e também apdés a vedacao
(DICKERSON, 1992), o que pode resultar em maiores niveis de perdas.

A contribuicdo mais expressiva da etapa de vedacao do silo estd em evitar-se a
penetracdo de ar do ambiente externo para o interior. Contudo, ha que se considerar
que € comum o filme de polietileno apresentar permeabilidade ao oxigénio, em torno de
4000 cm® de Oz/m? durante 24 horas a temperatura de 23°C (espessura da lona de 45
um) a qual tende a aumentar notavelmente com a elevagao da temperatura ambiental,
passando para 12000 cm® de O»/m? por 24 horas a 50°C (SIQUEIRA et al., 2005). Isto
significa que durante o periodo do verdo, quando as silagens sdo mais propensas a
deterioracao aerobia, este fato se torna mais critico pelo aumento da permeabilidade
nas lonas. O problema é particularmente evidente nas areas periféricas do silo, onde se
verifica movimento gasoso devido a diferenga de temperatura e pressao. No estudo de
ASHBELL & KASHANCI (1987) as perdas na superficie do silo foram de 76% nas faces
laterais, préximas as paredes e menores ao centro (16%).

As tipologias dos filmes plasticos apresentam cores e espessuras diversas (0,025
mm a 0,2 mm). Os de espessura mais fina sdo utilizados na vedagéo de silos tipo “big
bale” (silos-fardos) e os mais espessos (0,1 a 0,2 mm) na cobertura de silos horizontais
(BERNARDES, 2006). Segundo KUZIN & SAVOIE (2001), as perdas nas areas

periféricas do silo sdo influenciadas pela espessura da lona que deve ser proporcional



ao tempo de estocagem da silagem. Além desta propriedade fisica, a permeabilidade
ao O, pode ser alterada pela coloracdo da lona e pela temperatura ambiental. As
flutuacdes da temperatura (evidente entre o dia e a noite) determinam diferencas de
pressao entre o gas no interior do silo e aquele da atmosfera circundante, sendo que
tais diferencas causam fluxo de gas, do exterior para o interior e vice-versa, quanto
maior for a permeabilidade da lona (SAVOIE, 1988; TABACCO & BORREANI, 2002).

DAPONTE (1992) propbs no inicio dos anos noventa o uso de uma nova
estrutura nos filmes plasticos utilizados na vedagcdo das silagens, no entanto, as
empresas nao tinham interesse comercial por se tratar de um material de alto custo.
Contudo, em decorréncia das mudancas na atividade pecuaria, demandando cada vez
mais eficiéncia nos processos de produgdo e conservagdao de alimentos, tém-se
desenvolvido estratégias de vedagédo envolvendo o uso de um filme que reduz a
permeabilidade ao oxigénio como uma alternativa ao polietileno padrao (BORREANI et
al., 2007).

Entre as moléculas plasticas utilizaveis na vedagéo de silos, a poliamida é um
polimero interessante pela sua menor permeabilidade ao O, cerca de 90 vezes inferior
ao polietileno. Segundo a American Society for Testing and Materials Standards (AMST
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, cujos valores, aumentam
notavelmente quando a temperatura é elevada a 50°C (534.00 e 10.000,

respectivamente). Isto significa que, durante o verdo, os riscos de deterioracdo aerdbia



de silagens se elevam principalmente nos paises de clima tropical, pelo aumento da
permeabilidade dos filmes plasticos (BERNARDES, 2006).

Segundo o mesmo autor, devido ao elevado custo da poliamida e pelas
dificuldades técnicas de se confeccionar um filme somente com esse polimero, uma
empresa ltaliana tem produzido experimentalmente uma lona com diversos estratos, em

que um deles é constituido de poliamida.

2.2.2 Inoculantes microbianos como aditivo

Os resultados obtidos com o uso de varios aditivos existentes no mercado,
quanto a fermentacao e preservagao de silagens durante a fase de exposi¢cao ao ar,
além de respostas no desempenho animal, vém sendo extensivamente estudados ao
longo da sua producao e utilizacdo em todo mundo (HARRINSON et al., 1994). Estes
trabalhos tém abrangido uma variedade de espécies forrageiras e aditivos, porém nao
tém sido amplos o suficiente para esclarecer as variagdes encontradas dentro de varias
espécies, quando utilizados diferentes aditivos.

Os principais objetivos do uso de aditivos no processo da ensilagem séao:
melhorar a qualidade da fermentacao no silo, reduzir perdas de nutrientes e aumentar a
ingestdo e o desempenho animal (WILKINSON, 1983). O ideal seria que o aditivo
tivesse comprovada capacidade de reduzir as perdas de matéria seca, aumentar a
qualidade higiénica, limitar fermentagbes secundarias, aumentar a estabilidade aerdbia
(WARDYNSKI et al.,, 1993), além de incrementar o valor nutritivo da silagem e,
finalmente, oferecer ao produtor ganhos financeiros consideraveis ao investimento

inicial dessa tecnologia (HERDERSON, 1993).



De uma forma geral, os inoculantes microbianos abrangem a classe de aditivos
com mais rapido desenvolvimento e ado¢do em todo mundo, devido principalmente a
facilidade de manipulacdo, auséncia de toxicidade para os mamiferos e grande
disponibilidade no mercado. O principio basico de atuacao destes produtos é o
incremento na populagdo de bactérias homofermentativas, e em alguns casos das
heterofermentativas, capazes de competir com os microrganismos epificos existente na
forragem, de maneira a aumentar a produgdo de acido latico e de outros &cidos
organicos envolvidos na preservacao das silagens, além de diminuir a protedlise e a
desaminacao da proteina, com o uso mais adequado dos carboidratos sollveis e
consequentemente, maior retencéo de nutrientes na silagem. (ROTZ & MUCK, 1994;
KUNG Jr et al., 2003; PAHLOW et al., 2003).

A eficiéncia de utilizagdo dos inoculantes depende do conteddo de matéria seca
da forragem, da quantidade de carboidratos soluveis disponiveis e da anaerobiose no
silo. Quando o carregamento do silo € demorado favorece o desenvolvimento de
microrganismos produtores de acidos fracos (Bacillus, Coliformes), importantes no
abaixamento inicial do pH da massa ensilada, em prejuizo das bactérias produtoras de
acido latico. O uso do inoculante microbiano contendo bactérias homolaticas, promove
teoricamente aumento na taxa de fermentacdo (maior relacdo acido latico/acético),
diminuindo a protedlise enzimatica, advinda da rapida queda do pH dentro do silo e da
desaminagdo da proteina da forragem, com uso mais eficiente dos carboidratos
soluveis e, em consequéncia, maior retencdo de nutrientes na silagem (HERDERSON,

1993).



Porém, segundo MUCK (1996), o uso de inoculantes microbianos podera
também apresentar efeito negativo na conservacao da silagem ap6s a abertura do silo
se os teores de carboidratos soluveis residuais forem elevados, criando-se condicdes
favoraveis para atuacdo de microrganismos aerobicos indesejaveis, como ocorre com
as leveduras e fungos filamentosos. Assim, o uso de inoculantes microbianos pode
influenciar leve ou intensamente a agdo dos microrganismos indesejaveis, dependendo
das alteragbes finais do pH, do conteudo de acgucares residuais e dos acidos latico e
acetico. O sucesso no uso do inoculante microbiano estd vinculado a trés fatores:
populacao natural de bactérias laticas; conteido de agucares da forragem; e cepas de
bactérias presentes no inoculante. A bactéria que constitui o inoculante deve ser
eficiente na competicdo com os microrganismos epificos naturais da planta, devendo
ainda ser efetiva no processo fermentativo, favorecendo o maior desempenho do animal
(MUCK, 1993). BOLSEN et al. (1995), em sumario de 26 estudos, afirmaram que, em
19 experimentos com silagens de milho e 10 experimentos com silagem de sorgo, a
adicao de inoculantes bacterianos diminuiu as perdas de matéria seca, melhorando
também a qualidade das silagens.

Atualmente, o principal enfoque na industria de inoculantes é a busca de
produtos a base de bactérias homofermentativas. Contudo, uma linhagem de bactérias
heterofermentativa (Lactobacillus buchneri), tem-se mostrado promissora em aumentar
a estabilidade aerdbia das silagens devido a producdo de acido acético que pode inibir

as leveduras (WEINBERG & MUCK, 1996).



2.2.2.1 Lactobacillus buchneri

WEINBERG & MUCK (1996) propuseram a utilizacdo do Lactobacillus buchneri
visando atender 0s novos conceitos em relacdo aos inoculantes citados acima. A partir
de entao varios estudos vém sendo realizados em varios paises como os de DRIEHUIS
et al. (1999), KUNG Jr. & RANJIT (2001), OUDE ELFERINK et al. (2001), PEDROSO et
al. (2002), WEINBERG et al. (2002), SCHMIDT et al. (2004), SIQUEIRA (2005), entre
outros.

Bactérias heterolaticas fermentam glicose produzindo acido latico e etanol, ja a
frutose é fermentada a 4cido latico, acético e manitol. Porém, o L. buchneri ndo possui a
enzima acetaldeido desidrogenase responsavel pela reducdo de acetaldeido a etanol.
Portanto, esse microrganismo nao produz etanol, consequentemente ocorre aumento
na concentracao de acido acético como produto final de sua fermentacado (McDONALD
et al., 1991). O acetato produzido é considerado um acido pouco eficiente quanto a
capacidade em reduzir o pH da silagem (MOON, 1983), no entanto, apresenta funcao
inibidora sobre espécies de microrganismos deterioradores (leveduras e fungos) que
crescem quando a silagem é exposta ao ambiente (DRIEHUIS et al., 1999; OUDE
ELFERINK et al. 2001)

Estudos demonstraram a capacidade do L. buchneri de degradar em condi¢des
anaerobias, éacido latico em &cido acético e 1,2-propanodiol, em quantidades
equimolares, de forma que em silagens de milho inoculadas com estas bactérias ocorre
acumulo de acido acético as expensas do acido latico (OUDE ELFERINK et al., 2001).

Segundo SIQUEIRA et. al. (2005), € importante lembrar que a reducédo de &cido latico



representa diminuicdo do substrato potencialmente fermentescivel por determinadas
cepas de leveduras.

Confirmando estes fatos, RANJIT & KUNG Jr. (2000), em experimento onde
avaliaram inoculantes contendo estas bactérias na ensilagem do milho, observaram
aumento na producdo de acido acético, que resultou em aumento significativo na
estabilidade aerobia e reducdo na populacdo de leveduras das silagens tratadas. A
inoculagdo com o L. buchneri reduziu a populacado de leveduras na abertura dos silos
de 6,05 (controle) para 2,02 log ufc/g de silagem, devido a maior concentracédo de acido
acético 3,6 (inoculada) contra 1,82% nas silagens nao inoculadas. Durante a exposicao
aerdbia, os autores observaram que as silagens tratadas com L. buchneri tiveram
menores elevagdes de pH, reduzidas perdas de carboidratos soluveis e de acido latico,
maior tempo para elevagao da temperatura e consequentemente maior relagdo com a
estabilidade aerdbia da silagem.

Em outro estudo, TAYLOR & KUNG Jr. (2002) testaram niveis de aplicagédo de L.
buchneri em concentragdes na ordem de 10° a 10° unidades formadoras de coldnia
(ufc)/g de forragem, constataram que niveis iguais ou superiores a 5x10° ufc/g foram
eficientes no controle do desenvolvimento de leveduras e no aumento da estabilidade
aerdbia, de silagens de graos umidos de milho, observando no entanto, que houve

aumento na concentracao de etanol (de 0,43 para 0,91% em média).

2.3 Deterioracao aerobia
O manejo de abertura do silo e de remocao da silagem para fornecimento aos

animais promove a aeragao do ambiente, que era estritamente anaerdbio. Sob essa



condicdo, microrganismos que permaneceram dormentes na auséncia de oxigénio
multiplicam-se, resultando na deterioragao da silagem. Na prética, essa deterioragéo é
geralmente manifestada pelo aumento na temperatura e pelo aparecimento de fungos
(CASTRO et al., 2006). Contudo, a taxa de deterioragdo € muito variavel entre os tipos
de forragens ensiladas (McDONALD et al., 1991).

As silagens que apresentam maior susceptibilidade a deterioracdo aerdbia séo
aquelas ricas em carboidratos soluveis e amido, como as de milho, ou aquelas em que
a fermentacdao foi restringida pelo uso de aditivos e/ou pelo emurchecimento excessivo
da forragem antes da ensilagem. Manter o ambiente em anaerobiose durante a fase de
fermentagdo e armazenamento, bem como a estabilidade aerdbia durante a fase de
fornecimento no cocho, sao fatores importantes para a preservagao do valor nutritivo da
forragem ensilada (GIMENES et al., 2006).

No entanto, a deterioracdo da silagem quando exposta ao ar € inevitavel e
devida, principalmente, a acdo de fungos, leveduras e algumas espécies de bactérias
que metabolizam o &cido latico, o qual é degradado em di6xido de carbono e agua,
resultando em excessiva producdo de calor e perdas de nutrientes. Além disso, a
degradacao desse acido se torna benéfica para a elevacdo do pH da silagem,
permitindo o crescimento de microrganismos oportunisticos como bactérias e mofos
que consomem carboidratos sollUveis e proteina levando a perdas substanciais de
matéria seca e consequiente redugdo no valor nutritivo do volumoso (NUSSIO et al.,
2002; WOOLFORD, 1990; McDONALD et al., 1991; TAYLOR et al., 2002; PAHLOW et

al. 2003).



A deterioracao aerdbia das silagens é indesejavel em razao da grande perda de
nutrientes, associada ao baixo consumo voluntario do material e até mesmo a rejeicao
completa da silagem pelos animais (McDONALD et al., 1991). Em estudos realizados
na Universidade de Kansas, EUA, BOLSEN et al. (2002) demonstraram os impactos
negativos que a presenca de silagem deteriorada tem sobre a ingestao e digestibilidade
em bovinos. Utilizando como fonte da dieta 90% de silagem de milho e 10% de
concentrado (base na MS) os tratamentos foram distribuidos da seguinte forma: A)
100% de silagem normal, B) 75% normal e 25% deteriorada, C) 50% normal e 50%
deteriorada e D) 25% normal e 75% deteriorada. Nota-se que quando houve maior
participacdo de silagem deteriorada na dieta (tratamento D) ocorreu reducédo da
ingestao em 17%, da digestibilidade da matéria organica em 10%, da digestibilidade da
proteina bruta em 15% e a da digestibilidade da FDN em 16%, quando comparado ao
tratamento A.

Os resultados indicaram que a presenca de silagem que sofreu degradagéo por
microrganismos aerobios (fungos e leveduras) causou alteragdes na qualidade da dieta,
podendo reduzir o ganho de peso ou a producao de leite. Segundo os autores a menor
ingestdo das silagens que sofreram deterioracdo pode ser resultado de sua baixa
aceitabilidade e digestibilidade, e consequentemente de reduzida taxa de passagem
pelo ramen, além do desbalanceamento no suprimento de nitrogénio e de energia no
ambiente ruminal para a efetiva sintese de proteina microbiana. Em sintese, de acordo
com VAN SOEST (1994), a diminuigdo na concentracdo de carboidratos soluveis e,
consequentemente, na disponibilidade de energia para o crescimento de

microrganismos no riumen é uma hipdtese associada ao baixo consumo de silagens.



O fornecimento de silagem deteriorada pode resultar em reducao da ingestao e
performance do animal (HOFFMAN & OCKER, 1997). Segundo RUIZ (1992), alguns
fungos como Aspergillus, Fusarium e Penicillium, podem elaborar metabdlitos
secundarios (micotoxinas) que, caso ingeridas podem provocar diminuicdo no consumo
de alimentos pelo animal, levando a uma menor producado e gerando varios efeitos
toxicos aos animais, podendo evoluir a morte. Os cuidados necessitam ser ainda
maiores no periodo do verdo devido a agdo da temperatura ambiente sobre a
estabilidade do material. Maior intensidade de deterioragdo acontece em temperatura
ambiente de 30°C, que favorece a proliferacdo de fungos, maior produgdo de CO. e
maior aumento de pH (ASHBELL et al., 2002).

Diante do exposto, o alto custo do processo de ensilagem necessita que seja
fundamental o efetivo gerenciamento para uma producdo bem sucedida. Isto porque,
além da administragcao da producao de forragem, o uso de maquinas e equipamentos
proprios ou adaptados, informacbes técnicas como época de corte, tamanho de
particula, duragdo da ensilagem, vedacao do silo e manejo do silo apds sua abertura
sdo fatores que, se nao forem implementados corretamente, podem causar sérias
perdas qualitativas na silagem e econémicas na produgao de bovinos alimentados com

ela (FERREIRA, 1990).
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Capitulo 2 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE Lactobacillus buchneri NO

CONTROLE DA DETERIORAGAO AEROBIA EM SILAGEM DE MILHO

RESUMO - O uso de aditivos microbianos tem sido objeto de interesse para
maximizagao da estabilidade aerdbia. Esse trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do
Lactobacillus buchneri (LB) sobre a composi¢cdo quimica e fermentacao e estabilidade
aerdbia da silagem de milho. Os tratamentos foram: 1) Sem inoculante; 2) LB 1x10*; 3)
LB 5x10% 4) LB 1x10°%; 5) LB 5x10°; 6) LB 1x10° UFC/g forragem ensilada. Durante a
fermentacao determinou-se a recuperagao da matéria seca e as perdas por gases. O
valor nutritivo da forragem e as alteragcdes nas populacdes de fungos e leveduras foram
avaliadas antes da ensilagem e ap6s a abertura dos silos. Os atributos que
apresentaram esfericidade da matriz de covariancia foram analisados em delineamento
inteiramente casualisado, com quatro repeticdes, em esquema de analise de parcelas
subdivididas. Os que ndo apresentaram esfericidade da matriz foram analisados como
modelo misto. Na fase fermentativa, as silagens tratadas apresentaram baixas RMS,
especialmente no tratamento 5x10° (93,92%) e elevadas perdas por gases nas silagens
com as maiores doses do inoculante. O valor nutritivo no momento da abertura e
durante a fase de aerobiose, em geral, ndo foi afetado pelos tratamentos. A estabilidade
aerdbia foi maior nas silagens com as duas maiores concentracdes de L. buchneri. As
alteracdes obtidas com o uso de inoculantes favoreceram a estabilidade aerdbia das

silagens e foram minimas no perfil fermentativo e valor nutritivo das silagens de milho.

Palavras-chave: composi¢do quimica, estabilidade aerdbia, inoculante microbiano.



1. INTRODUCAO

A necessidade de se atender as exigéncias nutricionais dos animais torna a
ensilagem do milho uma alternativa amplamente utilizada pelos pecuaristas no periodo
de escassez de forragem, no entanto, verificam-se grandes perdas de nutrientes
durante a exposicdo das silagens ao ar. Assim sendo, a utilizacdo de praticas de
manejo e de aditivos tem propiciado reducdo nas perdas de matéria seca e de valor
nutritivo das silagens durante o periodo de exposicdo ao ar. Com o objetivo de
minimizar as perdas decorrentes da ensilagem, otimizar o processo fermentativo,
reduzir a deterioracdo aerdbia e preservar o valor nutritivo, tem sido pesquisado o uso
de inoculantes microbianos na ensilagem (HARRISON & BLAUWIEKEL, 1994).

Nesse sentido, varios aditivos de silagem foram utilizados nas duas ultimas
décadas com o objetivo de proporcionar condi¢cdes favoraveis a maxima recuperagao
da energia deste alimento, com subseqiiente ganho no desempenho animal. Entre
esses aditivos, os inoculantes microbianos representam importante ferramenta, pois,
segundo HENDERSON (1993), contribuem para a reducao da protedlise enzimética,
advinda da rapida queda do pH dentro do silo, 0 que favorece a producédo de grandes
quantidades de &acido latico, e representam, por isso, a possibilidade de maior
recuperacao de matéria seca.

Inoculantes contendo bactéria heterofermentativa como o Lactobacillus buchneri,
que produz 4cido acético em detrimento do acido latico, tém se mostrado mais eficazes
em reduzir a populagéo de leveduras e aumentar a estabilidade aerdbia de silagens de
milho e de gramineas de clima temperado (RANJIT & KUNG Jr., 2000; TAYLOR et al.,

2002). Durante a exposicao aerdbia, os autores observaram que as silagens tratadas



com L. buchneri tiveram menores elevagdes de pH, reduzidas perdas de carboidratos
soluveis e de 4&cido latico, maior tempo para elevagdo da temperatura e
consequentemente maior relacdo com a estabilidade aerdbia da silagem.

O objetivo do experimento foi estudar os efeitos do inoculante microbiano sobre a
composi¢ao quimica, microbioldgica, fermentacao e estabilidade aerdbia da silagem de

milho.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na éarea experimental da Fazenda de Ensino,
Pesquisa e Producdo da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) —
UNESP, Campus de Jaboticabal/SP, situada a 21° 15’ 22” de latitude sul e 48° 18’ 58”
de longitude oeste de Greenwich e a uma latitude de 595 metros.

O clima é classificado como Cwa — mesotérmico de inverno seco, pelo sistema
internacional de Képpen. Sendo assim, apresenta temperatura média anual maxima de
22,3°C e minima de 15,2°C no més mais frio. A precipitacdo pluvial média é de
aproximadamente 1400 mm, com 85% das chuvas concentradas nos meses de outubro
a margo.

O hibrido de milho utilizado foi o AG 1051, comumente utilizado no processo de
ensilagem. A semeadura foi realizada mecanicamente e ocorreu no dia 15 de dezembro
de 2005. Entre os tratos culturais, realizou-se uma adubacgéo de plantio de 350 Kg/ha
da férmula 8-20-20 (N-P-K). No dia 05 de abril de 2006 o hibrido atingiu 30 a 35%

matéria seca (MS), momento em que a consisténcia dos graos variou entre o estadio



pastoso e o farinaceo duro, o que corresponde a visualizagcao da linha de leite entre 1/3
e 2/3 (NUSSIO e MANZANO, 1999).

A forragem foi colhida utilizando-se a colhedora forrageira JF Z10. ApGs o corte e
processamento do milho no campo, a forragem foi transportada até as dependéncias do
setor de Forragicultura da Unesp — Jaboticabal, onde sobre uma lona plastica os
inoculantes foram aplicados por meio de borrifador manual utilizando 4gua nao clorada
e homogeneizados manualmente.

Utilizou-se como tratamento diferentes diluicbes do inoculante bacteriano
conforme recomendacgdes do fabricante mais o grupo controle com quatro repeticoes,
sendo 0s mesmos descritos abaixo:

1) Sem inoculante (controle);

2) L. buchneri 1x10* (UFC/g forragem) ;

3) L. buchneri 5x10* (UFC/g forragem);

4) L. buchneri 1x10° (UFC/g forragem);

5) L. buchneri 5x10° (UFC/g forragem);

6) L. buchneri 1x10° (UFC/g forragem).

O microrganismo Lactobacillus buchneri (Cepa NCIMB 40788) é encontrado no
inoculante comercial LalsilCana®, apresentado na forma de p6 e embalado em saché
contendo 100 gramas de inoculante recomendado para inocular 50 toneladas de

material forrageiro (cana-de-agucar).



2.1 Ensilagem e determinacao das perdas

Como silos experimentais foram utilizados 24 baldes plasticos com capacidadde
de 7L, os quais foram fechados com tampa plastica e lacrados com fita adesiva. Para o
escape de gases foi adaptada a tampa valvulas do tipo “Bunsen”. A ensilagem foi
realizada com auxilio de bastdes de ferro, objetivando alcancar a densidade de 650kg
de forragem/m®, determinou-se o volume de cada silo experimental, pesando-se a
quantidade de forragem necessaria para obter a densidade desejada. Apds a
compactagdo da forragem os silos foram vedados com fita adesiva, pesados e
armazenados.

Durante o periodo de fermentacdo os baldes foram pesados para determinacao
das perdas por gases. As pesagens foram efetuadas nos dias 1, 2, 3, 7, 14, 21, 56 ¢ 90
dias apos a ensilagem. A determinacdo da perda por gases foi calculada pela equagao
descrita por MARI (2003):

PG = (PSI - PSF) / MSI * 100

sendo:

PG: producao de gases (% da MS)

PSI: peso do silo no momento da ensilagem (KQ)

PSF: peso do silo no momento da abertura (Kg)

MSI: matéria seca ensilada (quantidade de forragem (Kg) * % matéria seca)

2.2 Recuperacao da matéria seca
Para determinacdo da recuperagdo da matéria seca digestivel verdadeira,

utilizou-se a equagao descrita abaixo, segundo JOBIM et al. (2007):



RMS = (MFab x MSab)/ (MFfe x MSfe)*100
Onde:
RMS = indice de recuperagao de matéria seca;
MFab= massa de forragem na abertura;
MSab= teor de MS na abertura;
MFfe = massa de forragem no fechamento;

Msfe = teor de MS da forragem no fechamento.

2.3 Amostragem e analises quimico-bromatolégicas

Antes da ensilagem, apds a aplicacdo do inoculante nas referidas diluigcdes, a
forragem foi amostrada duas vezes em cada tratamento. Uma das amostras destinou-
se a quantificagdo do pH segundo SILVA & QUEIROZ (2002), enquanto que a segunda
amostra foi levada para estufa de ventilacdo forcada a 55 °C durante 72 horas para
eliminacdo de sua umidade e andlises subsequentes.

Na abertura dos silos, apdés homogeneizagdo da silagem, retirou-se quatro
amostras de cada. Uma das amostras foi usada para determinagdo do pH segundo os
procedimentos descrito por SILVA & QUEIROZ (2002), com base na diluicao de nove
gramas de silagem fresca em 60 mL de agua destilada e leitura do pH apds 30 minutos
de repouso. A segunda amostra, apos elaboracao do extrato aquoso segundo KUNG Jr.
(1996), destinou-se as determinagdes do nitrogénio amoniacal em relacdo ao nitrogénio
total (N-NH3), conforme PRESTON (1986) e acidos graxos volateis (acético, propidnico
e butirico) determinados segundo a metodologia descrita por WILSON (1971) em

cromatégrafo liquido-gasoso. A diluicdo utilizada foi de 0,25 mL de amostra mais



0,05mL do acido férmico. O modelo do equipamento utilizado foi o CG 270, o gés de
arraste e os comburentes foram nitrogénio, hidrogénio e oxigénio, respectivamente, nas
vazoes de 30, 30 e 300 mL/min. A temperatura do injetor, do detector e da coluna foram
de 200, 220 e 190°C, respectivamente.

A terceira amostra foi armazenada sob condigdes de refrigeragdo por um periodo
de 4 a 5 horas e destinou-se as avaliagcbes microbioldgicas, enquanto que a quarta
amostra foi pesada e levada para estufa de ventilagdo forgcada a 55 °C durante 72
horas.

As amostras que foram levadas para a estufa, colhidas antes da ensilagem e
apds a abertura dos silos, foram novamente pesadas, moidas em moinho de faca
dotado de peneira com orificios de 5 mm para obtencdo de uma amostra
grosseiramente moida. A moagem final, realizada ap6s a moagem preliminar, teve por
finalidade obter um p6 bastante fino com o tamanho de particulas menor que 1 mm e
posteriormente acondicionadas em potes de plastico para as avaliagées nutricionais
subsequentes.

Determinou-se os teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), nitrogénio
ligado a FDN (N-FDN) e extrato etéreo (EE) segundo os métodos descritos por SILVA &
QUEIROZ (2002). Os teores de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente
acido (FDA) foram avaliados pelo micro-método, seguindo-se a metodologia descrita
originalmente por WEINER et al. (1990) com algumas alteragdes.

Na determinacdo do teor de celulose utilizou-se o acido sulfarico a 72% (VAN
SOEST, 1994), enquanto os teores de lignina foram calculados por diferenga entre FDA

e celulose e os teores de hemicelulose foram calculados por diferenca entre FDN e



FDA. O teor de carboidratos nao fibrosos (CNF) foi calculado de acordo com a formula
descrita por SNIFFEN et al. (1992). Avaliou-se a digestibilidade in vitro verdadeira da
matéria seca (DIVVMS) por meio da determinacado do conteudo de FDN do residuo da
digestao, obtido na fase de fermentagao, segundo a descricao de VAN SOEST (1994).
Foram calculados nas silagens os valores de carboidratos nao fibrosos (CNF) de

acordo com a formula descrita por SNIFFEN et al (1992):

CNF = 100 — (FDN (PB) + PB+ EE + MM) onde:

CNF= carboidratos nao fibrosos;

FDN (PB)= fibra em detergente neutro livre de nitrogénio;
PB= proteina bruta;

EE= extrato etéreo;

MM= matéria mineral.

Calculou-se também os valores de nutrientes digestiveis totais (NDT) de acordo

com a formula, segundo modelo descrito pelo NRC (2001):

NDT= PB * ¢®'#NPA L 0,98 * (100 — FDN (PB) - EE — PB — cinzas) + 2,25 (EE-
1)+ 0,75 * (FDN (PB) - L) * (1 —[ (L/ FDN(PB) ) %®"]) = 7 onde:

NDT= nutrientes digestiveis totais;

PB= proteina bruta;

FDN (PB) = FDN livre de nitrogénio;

EE= extrato etéreo;



L= lignina;

NIDA= NIDA * N/ total.

Todas as analises descritas anteriormente foram realizadas nas amostras

coletadas na abertura, e no 32, 5° e 7° dias de exposi¢éo ao ar.

2.4 Avaliacao no pdés-abertura

Apéds a abertura dos silos uma parte da amostra foi colocada em baldes plasticos
e estes foram pesados e armazenados em camara climatica a temperatura de 25 + 1°C,
para avaliacao da estabilidade aerdbia. A temperatura do ambiente foi controlada pelo
termostato do aparelho “refrigerador” e também por intermédio de termdmetros
suspensos no ar. Além disso, promoveu-se a manutencao da umidade relativa (UR) do
ar em 65%, com auxilio de termo higrometro e mediante a colocacao de recipientes,
contendo agua, na camara climatica.

As temperaturas das silagens no pos-abertura foram obtidas por meio de um
termometro digital inserido dentro da massa de silagem contida nos baldes uma vez no
momento da abertura e duas vezes ao dia (8:00 e 18:30h) durante os 7 dias de
aerobiose. A estabilidade aerdbia foi calculada como o tempo gasto em horas, para a
massa de forragem elevar em 2°C a temperatura acima daquela do ambiente (KUNG Jr.

et al.,2003).



2.5 Avaliacao microbioldgica

As andlises microbiolégicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia,
pertencente ao Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV/UNESP, Campus de
Jaboticabal - SP. Foram efetuadas ap6s a abertura dos silos e no sétimo dias de
aerobiose.

Pesou-se previamente 25 g (matéria verde) de cada amostra as quais foram
adicionados 225 mL de solugdo de &gua peptonada bacterioldgica (Biolife). Apds
agitacdo foram retirados 10 mL do extrato para as diluicdes posteriores em tubos de
ensaio contendo 9 mL de solucao salina fisiologica estéril (8,5 g de NaCl/litro de agua
destilada). A partir dos extratos diluidos (107", 102, 107, 10* 10°, 10®), foram
realizadas as semeaduras (0,1 mL por placa) em placas de Petri descartaveis contendo
o meio Agar Batata + Dextrose acidificado (Biolife) a um pH=4,5 o suficiente para inibir
bactérias e incubadas durante 72h em aerobiose (25 a 28°C). Apos este procedimento
foram realizadas as contagens de leveduras e fungos com auxilio de lupa. Segundo a
metodologia proposta por SPECK (1976).

Na contagem de fungos foi utilizado o mesmo meio de cultura e temperatura,
sendo a incubacao realizada por 120 horas, pois necessitam de mais tempo para se
desenvolverem. A diferenciagdo entre leveduras e fungos foi realizada por meio da
estrutura fisica das coldnias, uma vez que as leveduras sdo microrganismos que
apresentam col6nias formadas por organismos unicelulares, enquanto que os fungos

sao multicelulares filamentosos (McDONALD et al. 1991).



2.7 Analise estatistica

Os atributos que apresentaram esfericidade da matriz de covaridncia foram
analisados em delineamento inteiramente casualisado, com quatro repeticbes, em
esquema de anadlise de parcelas subdivididas, considerando nas parcelas o0s
tratamentos e nas subparcelas os periodos de avaliagdo. Os que nao apresentaram
esfericidade da matriz foram analisados como modelo misto utilizando o pacote
estatistico SAS e matriz de covaridncia autoregressiva.

A recuperacdo da matéria seca (RMS) foi analisada em delineamento
inteiramente casualisado com quatro repeticdes. Em todos os casos, quando o Teste F

foi significativo as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao do milho no momento da ensilagem

Na Tabela 1, encontram-se os dados referentes aos teores médios e seus
respectivos desvios-padrdo da matéria seca (MS), fibra em detergente neutro (FDN),
fibra em detergente acido (FDA), proteina bruta (PB), lignina (LIG), hemicelulose (HEM),
celulose (CEL) e pH determinados nas plantas de milho utilizadas na preparacao das
silagens, de acordo com os tratamentos estabelecidos antes da ensilagem. Os teores
de MS foram acima dos 25% preconizados por McCDONALD et al. (1991) como condicao
necessaria para que as perdas de efluentes dentro do silo sejam minimizadas e,
consequentemente, ocorra a manutencao dos nutrientes do material ensilado.

Todos os atributos analisados tiveram valores inferiores ao encontrados por

SILVA et al. (2005) em um estudo sobre composi¢cdo bromatoldgica de silagens de



milho tratadas com inoculante microbiano Lactobacillus buchneri. Utilizando o hibrido
AG 1051, antes da ensilagem, os autores apresentaram valores de 60,72% de FDN,
28,89% de FDA, 4,20% de LIG, 29,83% de HEMIC e 25,43% de CEL. Somente no caso
da PB, o valor de 7,68% foi ligeiramente menor que o encontrado nesse estudo.

Uma possivel causa para tais diferencas, relaciona-se as condigcoes
edafoclimaticas e de manejo da cultura envolvidos em cada um dos estudos. SILVA et
al. (2005), conduziram o experimento na cidade de Vigosa, Minas Gerais. Foram
aplicados 300 Kg/ha de 8-28-16 (N-P-K) como adubacao de plantio efetuando-se ainda
duas adubacgbes de cobertura, aos 25 e 45 dias ap6s a semeadura, aplicando-se,
respectivamente, 150 kg/ha da mistura 20-0-20 e 100 kg de uréia sendo que o presente
estudo foi realizado na cidade de Jaboticabal, Sdo Paulo com apenas um adubacao
realizada no plantio de 350 Kg/ha de 8-20-20 (N-P-K).

Tabela 1. Composicdo quimico-bromatolégica do hibrido de milho AG 1051 em
funcdo dos tratamentos estabelecidos antes da ensilagem.

Atributos' 7 Trazamentos‘ 5 5 5
Controle LB 1x10 LB 5x10 LB 1x10 LB 5x10 LB 1x10

MS (%MS) 35,8+0,27 35,0+0,46 33,6+0,23 33,8+0,78 35,0+0,57 34,340,25
FDN (%MS) 50,3+1,59 49,9+1,05 51,0+0,94 52,2+1,70 50,7+0,26 51,1+0,48
FDA (%MS) 23,6+0,40 23,2+0,86 24,6+0,86 25,8+1,08 22,3+1,24 24,6+0,34
PB (%MS) 8,8+0,80 8,940,72 8,3+0,19 7,8+0,36 7,8+0,25 7,7+0,24
LIG (%MS) 2,810,76 2,0+0,77 2,7+1,19 3,1+0,14 2,9+0,80 2,7+0,67
HEMIC (%MS) 25,9+1,13 26,7+0,72 26,7+1,19 27,3+0,46 25,6+1,37 26,6+0,18
CEL (%MS) 21,6%0,76 21,2+1,29 21,841,79 22,7+x1,19 19,4+1,09 21,8+0,90
pH 4,4+0,15 4,5+0,13 4,4+0,15 4,4+0,05 4,3+0,08 4,3+0,06

T MS: matéria seca total (%); FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente &cido; PB:
Eroteina bruta; LIG.: lignina; HEMIC: hemicelulose; CEL: celulose; pH: potencial hidrogenidnico.

Controle: sem adigdo de incolulante; LB 1x10*:controle + L. buchneri 1x10*; LB 5x10*:controle + L.
buchneri 5x104; LB 1x10%controle + L. buchneri 1x105; LB 5x10%controle + L. buchneri 5x105; LB
1x10%controle + L. buchneri 1x10°.

KLEINSCHMIT et al. (2006) avaliando os efeitos do Lactobacillus buchneri 40788

e Pediococcus pentosaceus R1094 na fermentacéo de silagens de milho, encontraram



maiores valores de MS (37,2%), PB (10,5%), FDA (29,5%), pH (5,73) e valores
semelhantes de FDN (50,3%) na planta de milho apds o tratamento e antes da
ensilagem. Similar aos encontrados por RANJIT et al. (2002) em estudos anteriores no
qual se avaliou a composi¢cao quimica do milho tratado com varias doses de L. buchneri
combinado com enzimas e inoculante comercial também combinado com enzimas

antes da ensilagem.

3.2 Avaliacao da recuperacao da matéria seca e perdas por gases ho
processo fermentativo das silagens.

Segundo JOBIM & GONGCALVES (2003) faz-se necessario determinar a
eficiéncia de aproveitamento da silagem, considerando a quantidade de forragem
disponivel no campo em relagéo a forragem consumida pelos animais, enfocando assim
todas as perdas ocorridas durante o processo de ensilagem e utilizacdo das silagens.
De maneira mais restrita e pontual, a recuperagdo da matéria seca (RMS) representa a
quantidade de silagem, considerando a quantidade de forragem produzida em relacéo a
forragem ensilada, ambas consideradas na matéria seca (SIQUEIRA, 2005). Enquanto
que as perdas por gases estao associadas ao perfil de fermentacao ocorrido na silagem
(IGARASI, 2002).

Na Figura 1 podem ser vistos os valores de recuperagao da matéria seca (RMS)
na fermentacao das silagens de milho tratadas com inoculante microbiano. Em relagéo
aos valores encontrados, pode-se observar diferenca significativa (P<0,05)
principalmente nos tratamentos com maiores doses de L. buchneri. Indicando que o

aumento da dose aplicada na massa ensilada reduziu a recuperacao da MS (Figura 1).



RANJIT & KUNG Jr. (2000), discutem que a recuperagdo de matéria seca pode ser
menor em silagens tratadas com bactérias heterolaticas, contudo, a melhora na
estabilidade aerdbia e no desempenho de animais, poderia compensar essas perdas

potenciais durante a fermentagéo.

Valores médios de recuperacao da matéria seca

Controle LB 1x10* LB 5x10* LB 1x10° LB 5x10° LB 1x10°

Doses de L buchneri’

Figura 1. Recuperacao da matéria seca (RMS) das silagens do milho AG 1051
tratadas com L bucheneri expressa em percentagem da matéria seca
ensilada em funcéo tratamentos estabelecidos.

' Controle: sem adigdo de incolulante; LB 1x10%; LB 5x10% LB 1x10°; LB 5x10°% LB 1x10°
(UFC/g forragem). Letras distintas nas linhas indicam valores estatisticamente diferentes
(P<0,05).



BERNARDES (2006), em um estudo sobre silagens de milho e sorgo granifero
inoculadas com Lactobacillus buchneri e Lactobacillus plantarum, o autor observou
menor recuperacdao da MS nas silagens de milho tratada com L. buchneri (93,2%)
quando comparado ao valor (95,6%) encontrado na silagem de milho controle. Da
mesma forma, FILYA (2003), avaliando silagens de milho e de sorgo com Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus buchneri e Lactobacillus plantarum + Lactobacillus buchneri,
encontrou menor RMS onde houve inoculagao com L. buchneri, resultado nao verificado
por RANJIT et al. (2002).

Na Tabela 2, observa-se maiores perdas por gases observadas nas silagens
5x10° e 1x10° (UFC/g forragem) apds 90 dias de fermentacéo indica que o inoculante
atuou sobre o processo fermentativo. Segundo McDONALD et al. (1991), a fermentacao
heterolatica promove maiores perdas de MS pela produgdo de gases (CO, e Hx0), o

que foi observado neste estudo nas silagens de milho tratadas com L. buchneri.

Tabela 2. Perdas por gases (PG) expressas em porcentagem da matéria seca ensilada,
em fung¢do das doses crescentes de Lactobacillus buchneri na silagem do milho
AG 1051 durante a fase de fermentacgao.

Dias de Tratamentos’
fermentagéo Controle LB 1x10* LB 5x10° LB 1x10° LB 5x10° LB 1x10°
1 1,34 Ba 1,10 Ca 1,63 Ca 1,37 Ca 1,08 Ca 1,34 Da
2 1,89 Ba 1,50 BCa 2,37 BCa 2,08 Ca 2,57 Ca 2,02 Da
3 2,13 Ba 1,73 BCa 2,67 BCa 2,43 Ca 3,87 Ca 2,32 Da
7 2,66 Ba 2,22 BCa 3,34 Ba 2,90 Ca 3,37 Ca 2,89 Da
14 3,41 Aba 2,60 BCa 4,08 Ba 3,31 Ca 4,69 Ca 3,55 Da
21 4,17 Aa 3,14 Ba 4,89 Ba 3,87 Ca 4,85 Ca 4,39 CDa
56 8,00 Aa 5,23 Bb 9,78 Ba 6,65 Bab 10,81 Bb 8,40 Ba
90 8,70 Aa 8,06 Ab 9,01 Aa 9,69 Ab 12,69 Ac 12,96 Ac

' Controle: sem adi¢do de incolulante; LB 1x10*:controle + L. buchneri 1x10%; LB 5x10*:controle + L.
buchneri 5x10* LB 1x10°controle + L. buchneri 1x10°% LB 5x10%controle + L. buchneri 5x10% LB
1x10%:controle + L. buchneri 1x10°.

Médias seguidas de mesmas letras, mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas, ndo diferem
(P>0,05) pelo teste Tukey



Segundo SIQUEIRA (2005), a producdo de gases durante 0 processo
fermentativo em funcdo da transformacdo das proteinas e carboidratos pelos
microrganismos que geram varios produtos como acidos organicos, etanol, agua, ATP e
CO2. OUDE ELFERINK et al. (2002), afirma que a produgcdo de CO, na fermentacao
ocorre pelas bactérias heterofermentativas que possuem a enzima carboxilase
necessaria para retirar as moléculas de CO, do &cido pirdvico conforme citado por

BUTLER & BAILEY (1973).

3.3 Presenca de leveduras e fungos nas silagens de milho tratada com
Lactobacillus buchneri

A deterioracdo aerdbia da silagem estd associada principalmente, com o
desenvolvimento de fungos e leveduras. Segundo MUCK et al. (1991) e RUIZ &
MUNARI (1992) o processo inicia-se com leveduras, que transformam os agucares em
alcool. Esses microrganismos apresentam alta resisténcia as variagbes do pH e
sobrevivem em meio anaerébio. No caso do Lactobacillus buchneri além da producao
de acido acético constata-se a sintese de 1,2-propanodiol, que também é um composto,
com efeito inibitério sobre o crescimento de leveduras (RANJIT & KUNG Jr., 2000).

Pode-se observar na Tabela 3 que o numero de leveduras ndo diminuiu com sete
dias de aerobiose apdés a abertura (Dia 0), no entanto, em ambos os periodos a
contagem de leveduras foi menor para as silagens de milho tratadas com o L. buchneri
(5x10° e 1x10° UFC/g). DRIEHUIS et al. (1999), relataram que os nimeros de leveduras
diminuiram em silagens de milho tratadas com Lactobacillus buchneri com o aumento

do tempo de armazenamento.



Da mesma forma, RANJIT & KUNG Jr. (2000), encontraram reducdes na
contagem de leveduras (2,01 log10 UFC/g) em silagens de milho inoculadas com
Lactobacillus buchneri 1x10° (UFC/g) quando comparadas as silagens de milho nao
tratada (6,05 logio UFC/g), como resultado da maior concentracao de acido acético 3,6
(inoculada) vs 1,82% nas silagens ndo inoculadas. Os mesmos autores encontraram
menores valores de fungos nas silagens de milho tratadas com Lactobacillus buchneri
1x10° , 1x10® (UFC/g) quando comparadas as silagens ndo tratadas (controle) com
4,08, 3,05 e 4,30 (log10 UFC/q), respectivamente.

Neste estudo ndo se observou no caso dos fungos, diferenga significativa
(P>0,05) dos tratamentos no momento da abertura. O efeito surgiu no 7° dia de
aerobiose nas silagens tratadas com as maiores doses do inoculante (Tabela 3).

Uma explicacdo para o fato de se encontrar menores valores de leveduras e
fungos nas silagens tratadas com Lactobacillus buchneri, relaciona-se a ag¢do do
acetato sobre o metabolismo de leveduras e fungos filamentosos (MOON, 1983).
Segundo DAVIDSON (1997), este acido em pH inferior ao seu pK, (4,73) permanece na
forma néao dissociada, onde a membrana dos microrganismos se torna permeavel 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, liberando ions H*, o que
reduz o pH intracelular. Para manter uma acidez constante, o microrganismo deve
eliminar os ions H*, perdendo energia neste processo, retardando o seu crescimento e

podendo chegar a morte da célula (BERNARDES, 2006).



Tabela 3. Presenca de leveduras e de fungos nas silagens de milho tratada com doses
crescentes de Lactobacillus buchneri (LB) no momento da abertura (Dia 0) e
apoés sete dias de aerobiose (Dia 7).
Dias de exposicao ao ar

Tratamentos 0 7 0 7

Leveduras’ Leveduras’ Fungos’ Fungos'
Controle 4,58 A b 786 A a 3,39 A b 6,36 A a
LB 1x10* 396 AB b 752 A a 3,86 A Db 5,95 A a
LB 5x10* 282 CD b 766 A a 4,06 A b 6,64 A a
LB 1x10° 346 BC b 7,77 A a 3,79 A Db 6,53 A a
LB 5x10° 256 D b 6,66 B a 368 A b 551 AB a
LB 1x10° 269 D b 6,69 B a 408 A a 420 B a
CV (%) 7,17 7,17 12,99 12,99

log1o UFC/g silagem
Médias seguidas de mesmas letras, mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas, ndo diferem
(P>0,05) pelo teste Tukey; CV:coeficiente de variagao.

3.4 Valor nutritivo das silagens de milho no momento da abertura e fase de
aerobiose dos silos

Analisando-se o efeito do inoculante, observa-se que o teor de matéria seca da
silagem foi influenciado apenas no 7° dia de abertura dos silos (Tabela 4), registrando-
se, em geral, menores valores nas silagens tratadas. RANJIT & KUNG Jr (2000),
relataram pequenas variagdes nos teores de matéria seca em silagens de milho
tratadas com inoculantes microbianos, enquanto que VELHO et al. (2006), nao
verificaram diferengas significativas (P>0,05) no teor de matéria seca em silagens de
milho em relacao ao efeito do tempo de exposicao ao ar.

Os valores de pH das silagens em relagdo aos tratamentos néo diferiram entre si
(P>0,05) no momento da abertura (Dia 0) e no 3° dia de exposi¢ao aerdbia. O efeito do
inoculante s6 ocoreu apds o 52 dia de aerobiose nas silagens controle e 1x10* UFC/g
forragem (Tabela 4). O aumento do pH com o prolongamento dos dias de exposicao ao

ar apés o 3% dia pode ter ocorrido, possivelmente pela acdo de microrganismos



aerobios que degradaram os acidos organicos, principalmente o acido latico, os quais
foram usados como fonte de energia para os microrganismos (WOOLFORD, 1990).

A inclusdo de bactérias heterofermentativas na ensilagem tem propiciado em
silagens de milho e alfafa valores de pH mais elevados do que aquelas nédo inoculadas
(DRIEHUIS et al., 1999 e KUNG Jr. et al., 2003). Da mesma forma, RANJIT & KUNG Jr.
(2000) em um estudo sobre os efeitos do Lactobacillus buchneri e Lactobacillus
plantarum em silagens de milho, observaram apés 100 dias de ensilagem, maiores
valores de pH nas silagens tratadas quando comparadas as silagens néo tratadas
(controle).

A partir dos resultados observados, pode-se afirmar que a presenga de L.
buchneri ndo promoveu resisténcia na degradacdo de acidos organicos durante a
aeracao das silagens, pois os produtos da fermentacdo produzidos por essa bactéria
sao eficientes no controle de fungos (DRIEHUIS et al., 1999) e menos eficientes no
controle de bactérias aerdbias, principalmente microrganismos deterioradores em
silagens de capins tropicais (BERNARDES et al, 2003). Entretanto, segundo
BERNARDES et al. (2007), ha relatos na literatura de que o L. buchneri produz um
composto denominado buchnericin LB, que tem efeito bacteriostatico, principalmente
sobre 0s microrganismos Listeria monocytogenes e Bacillus cereus (YILDIRIM et al.,

2002).



Tabela 4. Valores de matéria seca (MS), pH e nitrogénio amoniacal em relagdo ao N
total nas silagens do milho AG 1051, inoculadas com doses crescentes de
Lactobacillus buchneri (LB) em fungéo dos dias de exposi¢ao aerdbia.

Dias de exposicao ao ar

Tratamentos 0 3 5 7 Média
Matéria seca (MS)

Controle 3249 A b 35,40 A a 35,22 A a 34,77 A a 34,47
LB 1x10* 3312 A a 3475 A a 3440 A a 33,16 AB a 33,86
LB 5x10* 3274 A a 338 A a 3360 A a 3329 AB a 33,37
LB 1x10° 3161 A b 3371 A ab 3387 A a 3204 BC ab 3281
LB 5x10° 3363 A a 3499 A a 3468 A a 3486 A a 34,54
LB 1x10° 3281 A a 3469 A a 3468 A a 295 C b 32,93
CV (%) 3,46

Média 32,73 34,57 34,41 32,94

pH

Controle 381 A ¢ 384 A c 4,25 B b 6,68 B a 4,63
LB 1x10* 384 A c 384 A ¢ 478 B b 6,80 AB a 5,38
LB 5x10* 3,79 A ¢ 396 A ¢ 6,32 A b 727 A a 5,69
LB 1x10° 381 A ¢ 410 A ¢ 635 A Db 712 A a 5,67
LB 5x10° 381 A ¢ 410 A ¢ 625 A Db 695 A a 5,67
LB 1x10° 384 A ¢ 424 A c 644 A Db 705 A a 5,87
CV (%)

Média 3,82 4,01 5,73 6,99

N-NHz/NTotal

Controle 717 A a 53 B ab 479 C b 408 C b 5,62
LB 1x10* 6,79 A a 583 AB ab 597 AB b 477 BC b 5,51
LB 5x10* 6,54 A a 552 AB a 51 AB a 597 AB a 5,57
LB 1x10° 72 A a 716 A b 506 BC b 458 BC b 5,92
LB 5x10° 796 A a 795 A ab 634 AB b 549 AB b 6,37
LB 1x10° 709 A a 719 A a 72 A a 704 A a 6,73
CV (%)

Média 7,13 6,49 5,74 5,32

Médias seguidas de mesmas letras, mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas, ndo diferem
(P>0,05) pelo teste Tukey; CV:coeficiente de variagao.

Na Tabela 4 podem ser observados os valores de nitrogénio amoniacal das
silagens controle e inoculadas, cujas médias sao inferiores a 10% do nitrogénio total,
indicando que nao ocorreu quebra excessiva da proteina no prolongamento da
exposicao aerdbia. Nao se observou diferenga significativa (P>0,05) entre as silagens
no momento da abertura (tempo 0), no entanto, apés o 3° dia de exposicdo aerdbia
nota-se que a silagem controle apresentou diminuicdo nos teores de nitrogénio

amoniacal em comparacao as tratadas.



Os resultados obtidos foram semelhantes aos relatados por GUIM et al. (2002),
que também ndo encontraram diferengas entre silagens de capim elefante com ou sem
inoculantes bacterianos (com 6 dias de exposicdo ao ar). A diferenca foi encontrada
pelos autores apds 6 dias de aerobiose com maior teor de N-amoniacal na silagem com
inoculante e esta diferenga tendeu a persistir com oito dias de exposicao.

Os teores de acidos organicos (acético, propiénico e butirico) das silagens de
milho no momento da abertura (Dia 0) em funcdo dos tratamentos estabelecidos estao
apresentados na Tabela 5. Observa-se diferenca significativa (P<0,05) nos teores de
acetato das silagens de milho controle (3,27 %MS) em comparacdo com as silagens
tratadas com as duas maiores doses do inoculante (3,82 e 3,75 %MS)

Segundo NUSSIO (2001), dentre as caracteristicas da planta, a porcentagem de
matéria seca, o poder tampéo e a concentracdo de carboidratos solUveis no momento
da colheita sao fatores que definem a intensidade de fermentacdo, a concentragédo e as
propor¢des entre acidos organicos (latico, acético, butirico, propiénico) na forragem
ensilada. Em silagens de milho ha redugcdo na concentracdo de acidos organicos e
acidez titulavel quando a porcentagem de matéria seca das silagens aumenta (WARD,
2000). Segundo o mesmo autor, os teores de acido acético, propidnico e butirico ficam
em torno de 3,19 a 2,59 (%MS), 0,30 a 0,20 (%MS) e 0,02 a 0,04 (%MS),
respectivamente, para silagens de milho com porcentagem de matéria seca de 30 a
34%. Neste sentido, os valores dos acidos organicos (acético, propiénico e butirico)
encontrados neste estudo, encontram-se dentro da faixa indicada correspondente ao

teor de matéria seca apresentado no momento da abertura dos silos.



Os teores de acido acético observados foram semelhantes aos 3,6 (%MS)
encontrados por RANJIT & KUNG Jr. (2000) em silagens de milho tratadas com
Lactobacillus buchneri (1x10° UFC/g forragem) apés 100 dias de ensilagem. Neste
mesmo estudo, os autores afirmam que o odor caracteristico do acido acético pode ser
notado nas silagens tratadas com o L. buchneri e estas elevadas concentragdes de
acetato resultou em melhorias substanciais na estabilidade aerdbia dessas silagens.
FILYA (2003), afirma que a inoculacao utilizando o Lactobacillus buchneri, eleva os
niveis de acido acético da silagem e consequentemente, possui efeito inibitorio sobre o
metabolismo de leveduras e fungos filamentosos (RANJIT & KUNG Jr., 2000).

Em relacdo aos teores de acido propibnico, as silagens de milho nao
apresentaram efeitos (P>0,05) nos tratamentos (Tabela 5). Os Unicos microrganismos
responsaveis pela formacdo de acido propidnico presentes nas silagens sédo o0s
clostridios e as espécies de Propionibacterium (McDONALD et al., 1991). Estas
bactérias produzem o acido propidnico pela fermentacdo do &cido latico e sua a
atividade nédo resulta em prejuizo para a qualidade da silagem.

No caso do acido butirico, os valores sdo considerados baixos e caracteristicos
de uma silagem bem conservada. Altos teores deste acido refletem a extensdo da
atividade clostridiana sobre a forragem ensilada e esta relacionado a maiores valores
finais de pH nas silagens (FISHER & BURNS, 1987). Frequentemente, elevados
conteudos de acido butirico sdo positivamente correlacionados a redugdo da

aceitabilidade e do consumo da forragem.



Tabela 5. Teores dos acidos organicos das silagens de milho inoculadas com doses
crescentes de Lactobacillus buchneri (LB) no momento da abertura dos silos

(Dia 0).
Dia 0

Tratamentos Acido acético Acido propi6nico Acido butirico
Controle 3,27 B 0,13 A 0,10 A
LB 1x10* 3,66 AB 0,15 A 0,09 A
LB 5x10* 3,60 AB 0,15 A 0,07 A
LB 1x10° 3,72 AB 0,10 A 0,05 A
LB 5x10° 382 A 0,11 A 0,10 A
LB 1x10° 375 A 0,13 A 0,10 A
CV (%) 5,05 6,49 9,35

Médias seguidas de mesmas letras mailsculas nas colunas, nao diferem (P>0,05) pelo teste Tukey;
CV:coeficiente de variago.

Na Tabela 6 encontram-se os valores médios de carboidratos nao fibrosos, fibra
em detergente neutro e fibra em detergente acido das silagens de milho em fungéo dos
inoculantes microbianos e dos periodos de exposicdo ao ar. Observando-se os valores
de CNF nos dias de aerobiose em fungcao dos tratamentos nota-se que foram diferentes
estatisticamente, principalmente apds o 5° dia, entretanto ndo apresentaram grandes
variagbes numéricas. Os CNF representam os carboidratos solUveis em detergente
neutro, ou seja, o conteudo celular, composto de agucares, acidos organicos e outros
carboidratos de reserva das plantas, tais como: amido, sacarose e frutosanas
(SNIFFEN et al., 1992; FOX et al., 1995; NRC, 1996; NRC, 2001; HALL, 2000). Assim,
os CNF correspondem as fracdes A e B1 e de acordo com as definicbes do modelo, a
fracdo A consiste de agucares e a fracao B1 consiste de amido, pectina e glucanas

(SNIFFEN et al., 1992).



Tabela 6. Teores de carboidratos néo fibrosos, fibra em detergente neutro e fibra em
detergente acido (%MS), de silagens de milho AG 1051 inoculadas com doses
crescentes de Lactobacillus buchneri (LB) em funcédo dos dias de aerobiose.

Dias de exposicao ao ar

Tratamentos 0 3 5 7 Média
CNF

Controle 40,71 A Db 4441 A a 40,77 BC b 43,07 B ab 4224
LB 1x10* 4443 A a 46,78 A a 39,61 C b 4539 AB a 44,05
LB 5x10* 4248 A b 46,88 A a 42,25 ABC b 43,48 B b 43,77
LB 1x10° 4193 A ab 44,18 A ab 45,00 A a 41,56 B b 43,17
LB 5x10° 4442 A b 4812 A a 4512 A ab 47,88 A a 46,38
LB 1x10° 4228 A b 4694 A a 44,39 AB ab 43,20 B b 44,20
CV (%) 3,97

Média 42,71 46,22 42 86 4410

FDN

Controle 46,01 A ab 4278 A b 46,77 AB a 4503 AB ab 45,15
LB 1x10* 4298 A b 4021 A b 48,14 A a 4266 BC b 43,50
LB 5x10* 4495 A a 4043 A b 45,62 ABC a 45,51 AB a 4413
LB 1x10° 46,00 A ab 42,78 A b 43,35 BC b 46,96 A a 4477
LB 5x10° 4245 A a 3954 A a 41,78 C a 40,46 C a 41,06
LB 1x10° 4440 A a 4010 A b 43,51 BC a 46,13 AB a 43,54
CV (%) 4,11

Média 44,47 40,97 44,86 44,46

FDA

Controle 22,43 22,92 24,27 24,76 23,59AB
LB 1x10* 21,73 20,64 24,17 22,23 22,19BC
LB 5x10* 23,77 22,58 24,51 23,27 23,53AB
LB 1x10° 26,63 22,45 26,52 23,88 24,87A
LB 5x10° 20,37 19,98 24,18 18,16 20,67C
LB 1x10° 22,80 21,05 22,79 22,17 22,20BC
CV (%) 10,37

Média 2295 ab 2160 b 2441 a 2241 b

Médias seguidas de mesmas letras, mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas, ndo diferem
(P>0,05) pelo teste Tukey; CV:coeficiente de variagéo.

O efeito biolégico esperado seria a diminuicdo gradual dos CNF com o passar
dos dias de exposicao aerobia. No entanto, por se tratar de um atributo composto pelo
somatorio de outros componentes [FDN,, cinzas, EE e PB (%MS)] subtraido de 100,
qualquer variacao inesperada dentre esses compostos pode gerar uma super ou sub
estimativa dos valores reais de carboidratos n&o fibrosos.

Quanto aos teores de FDN, pode-se observar que no 5° dia de aerobiose a

silagem tratada com 5x10° UFC/g de forragem apresentou leve tendéncia a menores



valores da fragao fibrosa (41,78%), no entanto, ndo apresentou diferenca significativa
(P>0,05) quando comparado as silagens inoculadas com 5x10%, 1x10° e 1x10° UFC/g
forragem. No 7° dia de aerobiose a silagem tratada com 5x10° UFC/g forragem
apresentou o menor valor de FDN apesar de nao apresentar diferenca significativa
(P>0,05) da menor dose utilizada do inoculante L. buchneri (1x10* UFC/g). Indicando
que possivelmente tenha havido hidrélise da fragdo fibrosa e ndo necessariamente
ocorrido efeito positivo da adicdo de aditivos contendo microrganismos que segundo
SILVA et al. (2005), nem sempre sao eficientes na disponibilizacao de constituintes da
fracao fibrosa por serem passiveis de serem hidrolisados.

Os teores médios de FDA das silagens de milho tratadas ou ndo com inoculantes
microbianos, em funcao dos dias de exposicao aerdbia, sdo apresentados na Tabela 6.
Analisando o efeito de inoculante, constatou-se que os teores de FDA foram
semelhantes (P>0,05) entre as silagens de milho, apresentando pequena variacao no
tratamento com a dose 5x10° UFC/g forragem, que, por sua vez, ndo diferiu (P>0,05)
das demais. O fato da fibra em detergente acido ser representada em sua maior parte
pela celulose pode ser observado analisando o comportamento similar dessa fragao
(Tabela 7) que no caso, nao apresentou efeito significativo (P>0,05) em fungédo dos dias
de exposicdo aerdbia e igualmente ao FDA, pouca variacdo quanto aos tratamentos
avaliados.

A analise dos teores de celulose (Tabela 7) evidencia que ndo houve interacao
entre os dias de exposicao ao ar. Observou-se efeito significativo (P<0,05) apenas entre
as silagens de milho inoculadas com as doses 1x10° e 5x10° (UFC/g forragem). A

média dos valores relatados entre os tratamentos, sao ligeiramente inferiores aos



valores encontrados no hibrido de milho antes da ensilagem. Segundo VAN SOEST
(1994), a fracao celulose se mantém constante e estavel na fase fermentativa da massa
ensilada e somente sera decrescida com a presencga de fungos aerdbios.

Tabela 7. Teores de celulose, hemicelulose e lignina, expressos em porcentagem da

matéria seca de silagens milho AG 1051 inoculadas com doses crescentes de
Lactobacillus buchneri (LB) em funcéo dos dias de exposicao aerdbia.

Dias de exposicao ao ar

Tratamentos 0 3 5 7 Média
Celulose

Controle 19,97 20,30 21,03 2213 20,86AB
LB 1x10* 19,64 18,53 21,21 20,13 18,88AB
LB 5x10* 21,44 20,35 21,43 20,66 20,97AB
LB 1x10° 23,90 20,52 23,30 21,00 22,18A
LB 5x10° 18,55 18,30 21,00 16,09 18,48B
LB 1x10° 20,86 18,88 20,04 18,73 19,63AB
CV (%) 11,03

Média 20,73 19,48 21,34 19,79

Hemicelulose

Controle 2358 A a 19,86 A a 22,49 A a 20,28 A a 21,55
LB 1x10* 2126 A ab 1957 A Db 2397 A a 20,43 A ab 21,31
LB 5x10* 21,18 A ab 17,84 A Db 21,11 AB ab 2224 A a 20,59
LB 1x10° 1937 A ab 2032 A ab 1683 B b 2308 A a 19,90
LB 5x10° 2207 A a 1955 A ab 1759 B b 2230 A a 20,38
LB 1x10° 21,60 A ab 19,056 A b 20,72 AB ab 2396 A a 21,33
CV (%) 10,44

Média 21,51 19,36 20,45 20,05

Lignina

Controle 2,46 2,62 3,24 2,62 2,73
LB 1x10* 2,09 2,10 2,96 2,09 2,31
LB 5x10* 2,33 2,23 3,07 2,61 2,56
LB 1x10° 2,73 1,93 3,22 2,88 2,69
LB 5x10° 1,82 1,69 3,19 2,07 2,19
LB 1x10° 1,94 217 2,74 3,43 257
CV (%) 25,85

Média 223 bc 212 ¢ 3,07 a 262 ab

Médias seguidas de mesmas etras, mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas, ndo diferem
(P>0,05) pelo teste Tukey; CV:coeficiente de variagao.

Os resultados referentes ao teor de hemicelulose estdo apresentados na Tabela
7. Embora tenha sido observada interagéo tratamento x dias de exposi¢cao ao ar nessa
variavel, ndo foi possivel detectar diferencas entre os tratamentos com o teste Tukey

(5%).



Em relagdo aos teores de lignina (Tabela 7), apresentaram efeito significativo
(P<0,05), aumentando até o 5° dia de aerobiose e com sete dias de exposi¢cao ao ar
houve diminuicdo nos teores encontrados. Os valores foram semelhantes ao
encontrados por VELHO et al. (2006), de 2,37 a 2,91% da MS em um estudo sobre
alteracdes bromatolégicas nas silagens de milho submetidas a crescentes tempos de
exposicao ao ar apos “desensilagem” e ficaram abaixo daqueles observados para
silagem de milho por CABRAL et al. (2000), de 4,37% da MS, por CAMPOS et al.
(2001), de 3,6% da MS para silagem, com 29,6% de MS, e por HERNANDEZ et al.
(2002), de 5,35 e 5,29% da MS, respectivamente na silagem sem e com inoculante.
Pode-se afirmar que o valor nutritivo das plantas forrageiras é determinado pela sua
composi¢cao quimica, principalmente pelos teores de proteina bruta (PB) e de fibra em
detergente acido (FDA), responsaveis diretos pela digestibilidade da matéria seca
(NUSSIO et al., 2002). No entanto, a lignina exerce grande influéncia sobre a taxa de
degradacé@o e a degradabilidade efetiva da parede celular dos alimentos volumosos,
sendo um fator determinante do conteddo de energia digestivel das plantas forrageiras
por se tratar de um atributo indigestivel e capaz de limitar a extensédo da digestao dos
demais componentes da parede celular, dependendo da sua concentracdo e
composicao estrutural (VAN SOEST, 1994 e JUNG, 1989).

Quanto aos teores de PB nas silagens, em geral, aumentaram com a exposi¢ao
ao ar (Tabela 8). Verificou-se efeito (P<0,05) dos dias de exposi¢ao sobre o teor de PB,
registrando-se valores de 7,32% no momento da abertura (tempo 0) na silagem com a
dose 1x10° UFC/g forragem e até 8,25% no tempo 7 na controle que, nesse caso,

segundo PITT et al. (1991) podem ser conseqiéncia do consumos dos principais



substratos envolvidos nessa fase (carboidratos soliveis e o acido latico)

consequentemente ndo houve sintese, mas sim concentragéo e dos teores de PB.

Tabela 8. Teores de proteina bruta expressa em porcentagem da matéria seca e fracdes
B3 e C (%PB), de silagens de milho AG 1051 inoculadas com doses crescentes
de Lactobacillus buchneri (LB) em fungéo dos dias de exposi¢do aerdbia.

Dias de exposicao ao ar

Tratamentos 0 3 5 7 Média
Proteina Bruta (%MS)

Controle 7,86 A b 8,29 A a 8,21 A ab 8,25 A ab 8,15
LB 1x10* 7,80 AB a 8,18 AB a 7,83 AB a 8,02 A a 7,96
LB 5x10* 7,91 A a 8,05 AB a 7,99 AB a 802 A a 7,99
LB 1x10° 7,32 B b 7,92 AB a 7,81 AB a 7,92 A a 7,74
LB 5x10° 764 AB b 7,65 B b 8,20 A a 7,91 A ab 7,85
LB 1x10° 7,91 A a 7,88 AB ab 7,51 B b 786 A ab 7,79
CV (%) 2,63

Média 7,74 7,99 7,93 8,00

B3 (%PB)

Controle 4,12 A 6,29 AB a 6,84 A a 2,75 A b 5,00
LB 1x10* 4,50 A ab 4,08 C ab 4,82 AB a 3,01 A b 410
LB 5x10* 4,85 A Db 7,37 A a 3,98 BC bc 2,46 A c 4,66
LB 1x10° 5,92 A a 6,23 ABC a 6,12 AB a 1,63 A b 4,97
LB 5x10° 4,00 A ab 4,40 BC a 2,55 A bc 1,55 A ¢ 3,13
LB 1x10° 4,57 A Db 4,51 BC b 6,78 A a 2,12 A c 4,50
CV (%) 20,69

Média 4,66 5,48 5,18 2,25

C (%PB)

Controle 12,68 A a 10,66 A a 11,20 BC a 12,02 C a 11,64
LB 1x10* 11,92 A ab 10,79 A Db 13,65 A a 13,92 BC a 12,57
LB 5x10* 10,87 A b 8,24 B ¢ 12,96 AB b 1525 AB a 11,83
LB 1x10° 11,71 A Db 10,33 AB bc 9,45 CD ¢ 16,34 A a 11,96
LB 5x10° 11,41 A ab 9,34 AB bc 8,36 D ¢ 12,40 C a 10,38
LB 1x10° 10,77 A b 9,35 AB Db 11,28 ABC b 16,43 A a 11,96
CV (%) 9,66

Média 11,56 9,79 11,15 14,39

Médias seguidas de mesmas etras, maiusculas nas colunas e mindsculas nas linhas, ndo diferem (P>0,05)
pelo teste Tukey; CV:coeficiente de variagéo.

Em relacdo a auséncia de efeito dos inoculantes sobre o teor de PB, resultados
semelhantes foram obtidos por KUNG Jr. et al. (1993), os quais também nao
encontraram diferenca nos teores de PB além de MO, FDN e FDA quando da utilizagao

de inoculantes bacterianos em silagens de milho. Nesse mesmo sentido,



KLEINSCHMIT et al. (2006) em um estudo sobre os efeitos do inoculante microbiano na
fermentacdo da silagem de milho ndo observaram efeito nos teores de PB, FDA e FDN
em momento algum.

O fracionamento da proteina envolvido no presente estudo encontrou a fracao B3
(%PB), constituida do nitrogénio retido na fracao fibrosa potencialmente digestivel, ou
seja, a hemicelose e a extensina (proteina ligada a parede celular), que possui
significativa importancia nas reacgdes proteoliticas ocorridas durante a ensilagem
(IGARASI, 2002). O efeito de protedlise pode ser observado com a exposicao aerdbia
principalmente no 7° dia de aerobiose devido ao inicio do processo de deterioragdo da
massa ensilada. Os valores encontrados sao inferiores aos 9,2% (%PB) observados por
BACKES et al. (2000) em silagem de milho tratada com aditivo microbiano assim como
0s 8,5414,32 (%PB) encontrados por VALADARES FILHO et al. (2002) em um estudo
sobre fracionamento do nitrogénio em silagem de milho. Nota-se que ndo houve efeitos
dos tratamentos nas silagens avaliadas com relagéo a fragcao B3.

Quanto aos teores da fracdo C (%PB), os valores encontrados estdo presentes
na Tabela 8 e sdao semelhantes aos 11,91+2,63 (%PB) relatados por VALADARES
FILHO et al. (2002) da fracdo C. Apenas no 7° dia de exposicdo ao ar as silagens
inoculadas com 5x10% 1x10° e 1x10° (UFC/g forragem) apresentaram valores
superiores a 15%, o que, segundo MAHANNA (1993), indica a ocorréncia de alteragdes
decorrentes do aquecimento excessivo da silagem, resultando na formacédo de
compostos de Maillard, que aumenta os teores de nitrogénio ligado a parede celular

indigestivel e consequentemente, indisponibilizam as formas nitrogenadas para o



ruminante por se tornarem altamente resistentes a degradag@o microbiana e enzimatica
(BALSALOBRE, 2003).

Na Tabela 9 sédo apresentados os valores médios de digestibilidade in vitro
verdadeira da matéria seca (DIVVMS) das silagens de milho, tratadas ou ndo com
inoculantes microbianos, em funcao dos dias de exposicao aerdbia. Observou-se menor
(P<0,05) valor de DIVVMS na silagem de milho controle no 7° dia de exposicao aerébia,
em decorréncia do processo de deterioragdo aerobio no qual ocorre consumo de
fracdes digestiveis pelos microrganismos, acarretando em reducao da digestibilidade e
do conteldo de energia (JOBIM & GONCALVES, 2003). Nesse mesmo dia de
aerobiose, as silagens de milho tratadas com as duas maiores dose do inoculante
microbiano apresentaram maiores valores de DIVVMS quando comparada a silagem
controle.

Dados sumarizados por MUCK & KUNG Jr. (1997) envolvendo estudos de
silagens tratadas com inoculantes microbianos indicaram que a inoculagdo melhorou a
digestibilidade da matéria seca das silagens em aproximadamente 30%, em um total de
82 estudos avaliados. De acordo com MUCK (1993), as causas desse efeito ndo séao
completamente claras, uma vez que as bactérias acido-laticas nao degradam
componentes da parede celular ou qualquer outro componente que limite a
digestibilidade. Segundo esse autor, 0 menor pH de silagens inoculadas pode promover
a hidrélise acida da hemicelulose, resultando em ruptura das células da forragem e

favorecendo um ataque mais extensivo pelos microrganismos ruminais.



Tabela 9. Valores de digestibilidade in vitro verdadeira e de nutrientes digestiveis totais
expressos em porcentagem da matéria seca de silagens de milho AG 1051
inoculadas com doses crescentes de Lactobacillus buchneri (LB) em fungéo
dos dias de exposicao aerdbia.

Dias de exposicao ao ar
Tratamentos 0 3 5 7 Média
Digestibilidade (DIVVMS)

Controle 7534 A ab 79,94 B a 75,4 A ab 70,93 B b 76,48
LB 1x10* 76,13 A a 80,6 AB a 74,94 A a 76,92 AB a 76,00
LB 5x10* 75,5 A a 80,05 AB a 741 A a 75,42 AB a 76,33
LB 1x10° 74,8 A a 86,81 A a 71,94 A a 77,5 AB b 77,13
LB 5x10° 79,73 A a 82,32 AB a 79,81 A a 85,39 A a 80,31
LB 1x10° 76,09 A a 82,09 AB a 80,84 A a 79,63 A a 80,73
CV (%)

Média 76,27 81,97 76,17 77,63

Nutrientes digestiveis totais (NDT)

Controle 6533 A a 66,91 A a 66,21 C a 66,17 AB a 66,15
LB 1x10* 66,91 A a 66,97 A a 65,96 C a 66,44 AB a 66,57
LB 5x10* 6597 A b 68,04 A a 66,70 BC ab 66,23 AB b 66,74
LB 1x10° 66,47 A b 66,63 A b 68,27 AB a 65,29 B b 66,67
LB 5x10° 66,36 A ¢c 68,38 A ab 69,68 A a 67,87 A Dbc 68,07
LB 1x10° 6575 A b 67,41 A a 66,74 BC ab 66,68 AB ab 66,64
CV (%) 1,29

Média 66,13 67,39 67,26 66,45

Médias seguidas de mesmas letras, mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas, ndo diferem
(P>0,05) pelo teste Tukey; CV:coeficiente de variagao.

Na andlise dos dados de DIVVMS (Tabela 9), deve-se considerar que estes
valores sao superestimados, aproximadamente, em 11,9 unidades percentuais em
relacdo aqueles obtidos pela técnica descrita por TILLEY e TERRY (1963), uma vez
que se procede a determinacao do conteudo de FDN do residuo nao-digerido na fase
de fermentacao (VAN SOEST, 1994; MOORE & SOLLENBERGER, 1997).

As concentracbes de NDT encontradas estdo apresentadas na Tabela 9.
Verifica-se que nao houve efeito significativo (P>0,05) entre as silagens até o 3° dia de
exposicdo aerdbia. A diferenca pode ser observada no 5° dia mesmo que com pouca
variagdo. RODRIGUES et al. (2002), verificaram valores semelhantes aos encontrados

neste estudo, com 65,07% e 65,14% em silagens de milho nao tratada e tratada com



inoculante microbiano, respectivamente. Segundo o NRC (1989), silagens com altas
percentagens de graos mostrariam NDT de 70%, enquanto aquelas, com baixas, o NDT

seria de 60%.

3.5 Estabilidade aerdbia das silagens de milho na fase de aerobiose dos
silos

A estabilidade aerdbia da silagem esta associada a redugéao do desenvolvimento
de bactérias, fungos e leveduras, responsaveis por alteracdes microbiolégicas apos a
abertura do silo. A pés-fermentagao sera mais intensa quanto melhor for a qualidade da
silagem, em razdo dos maiores teores de carboidratos solluveis e de acido latico
residuais (PEREIRA & REIS, 2001).

No presente trabalho, a estabilidade aerdbia foi avaliada como sendo o tempo
observado para que a massa de silagem, depois de retirada do silo, apresentasse
elevagao de temperatura de 2°C em relagdo a temperatura de referéncia (ambiente).
Adicionalmente, como uma outra forma de avaliagdo, a estabilidade aerdbia também
poderia ser caracterizada pela temperatura acumulada durante sete dias apos a
abertura dos silos experimentais.

Os resultados dos tratamentos das silagens e dos respectivos acumulos de
temperatura, nos sete primeiros dias apds abertura dos silos experimentais, estdo
apresentados na Figura 2. Pode-se observar que, em termos de acumulos de
temperatura, as silagens com as duas maiores concentragdes de L. buchneri
apresentaram menores picos de temperatura, além de demorar mais tempo para que

esses picos fossem atingidos, quando comparadas a silagem nao tratada e aquelas



com menores concentragdes de L. buchneri. Tal fato indicou que, possivelmente o perfil
pés-fermentativo das silagens inoculadas com 5x10° e 1x10° (UFC/g forragem)
proporcionou reducdo do crescimento de bactérias indesejaveis, fungos e leveduras
com maior eficacia do que as silagens nao tratadas e com menores concentracdes do

inoculante.
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Figura 2. Temperatura alcangcada acima da temperatura ambiente e quebra de estabilidade (2°C) das
silagens de milho AG 1051 submetidas aos diferentes tratamentos ao longo das horas de
exposicao aerobla Trat.1 :controle; Trat2 :L. buchneri 1x10%; Trat3 L. buchneri 5x10* Trat.4 :
L. buchneri 1x10°; Trat.5 :L. buchneri 5x10°%; Trat.6 :L. buchnen 1x10° (UFC/g forragem).

Os maiores acumulos de temperatura significam maior aquecimento da massa

ensilada ap6s a abertura, decorrente da maior intensidade de reacdes promovidas



pelos microrganismos ao ambiente aerobio, os quais se utilizam dos nutrientes
disponiveis na silagem, provocando perdas no valor nutritivo (McDONALD et al., 1991;
BALSALOBRE et al., 2001). Essa afirmacao pode ser reforcada a partir da analise da
Tabela 3 em que é possivel observar maiores populacdes de fungos e de leveduras no
7° dia de aerobiose e no momento da abertura (Dia 0) apenas para as leveduras nas
silagens de milho controle, 1x10%, 5x10* e 1x10° (UFC/g forragem), silagens estas que
apresentaram maiores acumulos de temperatura durante a fase de aerobiose dos silos.
Segundo DRIEHUIS et al. (2001), a aplicacao de Lactobacillus buchneri
isoladamente ou associado a bactérias laticas eleva a estabilidade aerdbia da silagem
de milho, reduzindo a populacao de leveduras e de fungos. RANJIT & KUNG Jr. (2000)
realizaram um experimento com a inoculagéo de silagem de milho com cepas de LAB
homofermentativas (L. plantarum), e homofermentativas mais heterofermentativas (L.
buchneri), e concluiram que para essa silagem, a adicdo de cepas de L. buchneri,
determinou a melhor estabilidade aerdbia. Entretanto RANJIT et al. (2002) observaram
em silagens de milho tratadas com doses de L. buchneri >5x10°> UFC/g de forragem

foram mais efetivas na estabilidade aerébia.

4. CONCLUSOES

O tratamento de silagens de milho com L. buchneri melhora a estabilidade
aerObia e pode ser recomendavel em situagcdes onde a silagem é transportada ou
exposta ao ar por algum tempo antes da oferta aos animais. No entanto, as alteragbes
obtidas com o uso de inoculantes foram minimas do ponto de vista bromatologico e

fermentativo.
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Capitulo 3 — AVALIAGAO DE FILME DE BAIXA PERMEABILIDADE AO

OXIGENIO NA VEDACAO E CARACTERISTICAS DA SILAGEM DE MILHO

RESUMO - Grande parte das silagens armazenadas encontra-se em silos
horizontais expostas ao ar e propensas ao desperdicio, especialmente na parte superior
proximas das paredes por ndo possuir uma vedacao adequada. O problema torna-se
ainda maior com a utilizagdo do silo horizontal tipo superficie onde a area de exposicao
para trocas gasosas com o0 ambiente € maior e consequentemente, maiores serdo as
perdas. O objetivo desse trabalho foi avaliar as perdas de matéria seca, a composicao
quimico-bromatologicas e a presenca de fungos e leveduras das silagens de milho, na
regiao periférica de silos superficies, quando vedada com filme de baixa permeabilidade
ao oxigénio. Para tanto, dois silos tipo superficie foram divididos no sentido horizontal,
cobertos com o filme de baixa permeabilidade de um lado e com o filme convencional
do outro. Foram colocados 12 sacos de nylon em cada silo contendo cerca de 3 kg de
forragem, colocados dentro dos silos durante o abastecimento divididos em trés zonas
de cada silo (terco inicial, regido central e terco final). O valor médio de nutrientes, de
modo geral, ndo foi afetado pelos fatores estudados e as perdas foram ligeiramente
inferiores quando a implantacdo da nova tecnologia obedeceu as premissas para um
processo de fermentacao adequado. O filme de baixa permeabilidade ao oxigénio reduz
a ocorréncia de leveduras e de fungos quando é imposto ao silo um avancgo satisfatério

da massa de silagem durante o desabastecimento

Palavras-chave: Composi¢do quimica, lona, perdas, Zea mays L.



1. INTRODUCAO

E indiscutivel a importancia da silagem como uma das principais ferramentas
para manutencdo da produtividade animal no periodo das secas, sendo que, em
sistemas totalmente confinados, essa forma de conservagéo ainda desempenha o papel
de assegurar uma alimentac&o estavel durante o ano todo (MAGALHAES, 2002).

Neste sentido, silos horizontais s&o geralmente atrativos em raz&do da maior
economia no armazenamento de forragens sob a forma de silagem, no entanto,
permitem grande superficie de exposicao e de trocas gasosas com o ambiente, durante
o enchimento e também ap6s a vedacao (DICKERSON, 1992). Segundo ASHBELL &
LISKER (1988), grande parte das silagens armazenadas encontram-se em silos
horizontais expostas ao ar e propensas ao desperdicio, especialmente na parte superior
proxima da parede por ndo possuir uma vedagao adequada levando a penetragdo do ar
e multiplicacdo de microrganismos aerobios, resultando em deterioragdo aerdbia. No
estudo de ASHBELL & KASHANCI (1987), as perdas de superficie foram de 76% nas
faces laterais, proximas as paredes e menores ao centro (16%).

BORREANI et al. (2007) afirma que dentre os materiais utilizados, a silagem de
milho é a mais susceptivel a deterioracdo quando expostas ao oxigénio (ASHBELL &
WEINBERG, 1992; KUNG et al., 1998). Isso resulta em perdas na digestibilidade
(BOLSEN et al., 1993), na possibilidade de producao de micotoxinas (BORREANI et al.,
2005; GARON et al., 2006) e crescimento de espécies patogénicas (IVANEK et al.,
2006) que podem causar perdas de aceitabilidade da silagem e produzir desordens

metabdlicas em vacas leiteiras (WILKINSON, 1999; TREVISI et al., 2003).



Em revisdo sobre microbiologia de silagens JOBIM & GONCALVES (2003)
alertam para o efeito da entrada de oxigénio na massa ensilada, pois essa propicia
atuacdo de microrganismos deterioradores, reduzindo acucares solUveis e acidos
organicos, resultando em aumento de pH, reducao na digestibilidade e no contetdo de
energia. Consequentemente as silagens deterioradas podem conduzir a perdas
econémicas elevadas e baixo desempenho animal.

Como o processo de deterioragdo aerdbia € essencialmente microbiano e o
crescimento dos microrganismos € condicionado por condi¢cdes fisicas e quimicas
(PAHLOW et al., 2003), um dos pré-requisitos essenciais € minimizar a presenca de O
no silo, apés seu fechamento. Desse modo, o filme plastico assume um papel
importante durante a etapa de vedacéao e a sua principal fungédo é manter a anaerobiose
(HONIG, 1991).

O presente trabalho tem por objetivo, avaliar as caracteristicas da silagem de
milho, na regido periférica de silos superficies, quando vedada com filme de baixa

permeabilidade ao oxigénio.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na éarea experimental da Fazenda de Ensino,
Pesquisa e Producdo da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) —
UNESP, Campus de Jaboticabal/SP, situada a 21° 15’ 22” de latitude sul e 48° 18’ 58”
de longitude oeste de Greenwich e a uma latitude de 595 metros.

O clima é classificado como Cwa — mesotérmico de inverno seco, pelo sistema

internacional de Képpen. Sendo assim, apresenta temperatura média anual maxima de



22,3°C e minima de 15,2°C no més mais frio. A precipitacdo pluvial média é de
aproximadamente 1400 mm, com 85% das chuvas concentradas nos meses de outubro
a margo.

Os hibridos de milho utilizados foram o DKB 466 e o AG 1051, ambos semeados
no dia 15 de dezembro de 2005. A semeadura dos materiais foi realizado
mecanicamente e entre os tratos culturais, realizou-se uma adubacao de plantio de 350
Kg/ha da férmula 8-20-20. A colheita dos mesmos ocorreu nos dias 29 de margo e 05
de abril de 2006, respectivamente, quando os materiais apresentavam 30 a 35%
matéria seca (MS). Momento em que a consisténcia dos graos variou entre o estadio
pastoso e o farinaceo duro, o que corresponde a visualizacao da linha de leite entre 1/3
e 2/3 (NUSSIO e MANZANO, 1999).

Foram confeccionados dois silos tipo superficie, um para cada hibrido, cujas
caracteristicas estdo descritas na Tabela 2. Para verificar a eficiéncia do filme com
baixa permeabilidade ao oxigénio (FBP), no momento do fechamento, o silo foi dividido
em duas partes ao longo do comprimento, ou seja, metade foi coberta com a lona FBP
mais o filme convencional (FC) e a outra metade somente com o FC. Isto se fez
necessario, pois as amostras das silagens durante a remocao devem ser retiradas
contemporaneamente, devido a elevada influéncia dos parametros climéaticos sobre o

fendbmeno estudado.



Tabela 2. Caracteristicas dos silos 1 e 2

Variaveis Silo 1 Silo 2

Periodo de consumo Inverno Inverno
Dimensdes do silo (m)

Comprimento 13 m 13 m

Largura 45m 4,5

Altura 0,80 m 0,90 m

Avanco diario (cm) 0,36 cm (diario) 0,23 cm (diario)

*Silo 1 = hibrido DKB 466
*Silo 2 = hibrido AG 1051

Na avaliacdo das variaveis estudadas, durante o abastecimento, foram
colocados em cada silo 12 sacos de nylon (6 sacos por tratamento) contendo cerca de
3 kg de forragem. Estes foram posicionados na zona periférica, proximo aos plasticos
utilizados na cobertura, e distribuidos horizontalmente ao longo do silo (inicio, meio e

fim), conforme a Figura 1.
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Figura 1 - Distribuicdo dos sacos utilizados na determinacdo das varidveis
cobertos com o Filme de baixa permeabilidade + Filme convencional
(FBP+FC) e com o Filme convencional (FC)



2.1 Amostragem e analises quimico-bromatolégicas

Decorridos 62 dias e 96 dias de fermentagéo para os silos 1 (hibrido DKB 466) e
2 (AG 1051), respectivamente estes foram abertos e os sacos foram sendo retirados
conforme sua utilizacéo, limpos para retirada dos excessos de silagem contida na parte
externa dos sacos e entao pesados a fim de se calcular as perdas de MS. Apéds este
procedimento, todo o seu conteudo era homogeneizado e dividido para a realizagdo das
andlises quimicas e microbiolégicas.

Uma sub-amostra destinou-se a determinacdao do pH segundo os procedimentos
descrito por SILVA & QUEIROZ (2002), com base na diluicAo de nove gramas de
silagem fresca em 60 mL de agua destilada e leitura do pH apés 30 minutos de
repouso. A segunda sub-amostra ap6s elaboracao do extrato aquoso segundo KUNG
Jr. (1996), destinou-se as determinacdées do N-NHs/NTotal, conforme PRESTON
(1986) e acidos graxos volateis segundo a metodologia descrita por WILSON (1971) em
cromatografo liquido-gasoso. A diluigdo utilizada foi de 0,25 mL de amostra mais
0,05mL do acido férmico. O modelo do equipamento utilizado foi o CG 270, o gés de
arraste e os comburentes foram nitrogénio, hidrogénio e oxigénio, respectivamente, nas
vazoes de 30, 30 e 300 mL/min. A temperatura do injetor, do detector e da coluna foram
de 200, 220 e 190°C, respectivamente.

Outra amostra foi pesada e levada para estufa de ventilacdo forcada a 55 °C
durante 72 horas. E uma terceira amostra foi devidamente armazenada sob condi¢des
de refrigeragdo por um periodo de 4 a 5 horas e destinou-se as avaliagdes

microbioldgicas.



A forragem levada a estufa, colhidos antes da ensilagem e apéds a abertura dos
silos, foram novamente pesados, moidos em moinho de faca dotado de peneira de 5
mm para obtengdo de uma amostra grosseiramente moida. A moagem final, realizada
apds a moagem preliminar, tem por finalidade obter um p6 bastante fino com o tamanho
de particulas menor que 1 mm e posteriormente acondicionadas em potes de plastico
para as avaliagdes nutricionais subsequentes.

Determinaram-se os teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), nitrogénio
ligado a FDN (N-FDN) e extrato etéreo (EE) segundo os métodos descritos por SILVA &
QUEIROZ (2002). Os teores de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente
acido (FDA) foram avaliados pelo micro-método, seguindo-se a metodologia descrita
originalmente por WEINER et al. (1990) com algumas alteracdes.

Para determinacao da celulose utilizou-se o acido sulfurico a 72% (VAN SOEST,
1994), enquanto os teores de lignina foram calculados por diferenca entre FDA e
celulose e os teores de hemicelulose foram calculados por diferenga entre FDN e FDA.
O teor de carboidratos nao fibrosos (CNF) foi calculado de acordo com a férmula

descrita por SNIFFEN et al. (1992).

CNF =100 — (FDN (PB) + PB+ EE + MM) onde:

CNF= carboidratos nao fibrosos;

FDN (PB)= fibra em detergente neutro livre de nitrogénio;
PB= proteina bruta;

EE= extrato etéreo;

MM= matéria mineral.



2.2 Avaliacao microbioldgica

As andlises microbiolégicas foram efetuadas apds a abertura dos silos e
realizadas no Laboratorio de Microbiologia, pertencente ao Departamento de Patologia
Veterinaria da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal - SP.

Pesou-se previamente 25 g (matéria verde) de cada amostra as quais foram
adicionados 225 mL de solucdo de &gua peptonada bacteriolégica (Biolife). Apds
agitacado foram retirados 10 mL do extrato para as diluicdes posteriores em tubos de
ensaio contendo 9 mL de solucdo salina fisiologica estéril (8,5 g de NaCl/litro de agua
destilada). A partir dos extratos diluidos (107", 102, 107, 10* 10°, 10%), foram
realizadas as semeaduras (0,1 mL por placa) em placas de Petri descartaveis contendo
o meio Agar Batata + Dextrose acidificado (Biolife) a um pH=4,5 o suficiente para inibir
bactérias e incubadas durante 72h em aerobiose (25 a 28°C). ApoOs este procedimento
foram realizadas as contagens de leveduras e fungos com auxilio de lupa. Segundo a
metodologia proposta por SPECK (1976).

Na contagem de fungos foi utilizado o mesmo meio de cultura e temperatura,
sendo a incubacgédo realizada por 120 horas, pois necessitam de mais tempo para se
desenvolverem. A diferenciagdo entre leveduras e fungos foi realizada por meio da
estrutura fisica das colonias, uma vez que as leveduras sdo microrganismos que
apresentam coldnias formadas por organismos unicelulares, enquanto que os fungos

sao multicelulares filamentosos (McDONALD et al. 1991).



2.3 Andlise dos dados
Os dados de cada tratamento foram originados de um mesmo silo, portanto, ndo
houve repeticdo experimental. Desta forma, as varidveis estudadas foram submetidas

apenas a analise descritiva.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
As caracteristicas referentes a composi¢cao quimico-bromatolégica das silagens

dos silos 1 e 2 no momento da ensilagem estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas das silagens de milho dos silos 1 e 2 antes da ensilagem

Variaveis Hibrido 1 (DKB 466) Hibrido 2 (AG 1051)
MS (%MS) 31,04 30,98
PB (%MS) 8,93 8,56
FDN (%MS) 48,15 48,19
FDA (%MS) 21,13 21,52
CNF 38,13 43,84
Celulose 18,99 19,31
Hemicelulose 27,02 21,67
Lignina 2,14 2,21
EE (%MS) 2,60 2,15
Cinzas (%MS) 4,79 3,79

Os teores de matéria seca (MS) dos hibridos variaram de 31,04 a 30,98% no silo
1 e 2, respectivamente e foram acima dos 25% preconizados por McDONALD et al.
(1991) como condicao necessaria para que as perdas de efluentes dentro do silo sejam
minimizadas e, consequentemente, ocorra a manutencdo dos nutrientes do material
ensilado.

Os teores de proteina bruta dos hibridos de milho ficaram em torno e 8,93% para

silo 1 e 8,56% para o silo 2, considerados numericamente valores muito préximos e



semelhantes aos encontrados por RODRIGUES et al. (2004) que trabalharam com dois
hibridos e obtiveram teores de proteina na planta inteira de 8,48 a 9,99% enquanto que
SILVA et al. (2005) verificou valores de PB de 7,68% em plantas de milho antes da
ensilagem. ALMEIDA FILHO et al. (1999) em um trabalho com dezenove cultivares de
milho, encontrou valores de proteina entre 5,7 e 8,22%, tendo o maior teor sido
observado para o hibrido Agroceres 1051.

Analisando a Tabela 1, no parametro fibra em detergente neutro (FDN), ndo se
observou diferenca numérica entre as silagens dos dois silos, tendo 48,15% na silagem
do silo 1 e 48,19% na silagem do silo 2. Estes valores sdo superiores aos 47,49 e
46,00% encontrados por ZANINETTI (2007) para os hibridos DKB 466 e AG 1051,
respectivamente. Quanto aos valores de fibra em detergente acido (FDA), os valores
encontrados s&o de 21,13 e 21,52% das silagens dos silos 1 e 2, respectivamente.
ZANINETTI (2007) relatou valores préximos aos encontrados nesse trabalho, com
20,81% no hibrido DKB 466 e 20,86% no hibrido AG 1051.

Os valores calculados de carboidratos ndo fibrosos (CNF), que representa os
carboidratos soluveis em detergente neutro, ou seja, o conteudo celular da planta variou
de 38,13% na silagem do silo 1 e 43,84% na silagem do silo 2. Em um estudo sobre
fracionamento dos carboidratos em silagens de milho MELLO et al. (2004a)
encontraram valores inferiores de CNF em hibridos de milho entre 35,16 e 40,01%.

Os resultados da composi¢cado quimico-bromatoldgica, da populagéo de fungos e
leveduras e das perdas de MS da silagem de milho do silo 1 e do silo 2 estédo

apresentados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.



Tabela 3. Caracteristicas da silagem de milho do silo 1 (DKB 466), coberta com

dois tipos de filmes plasticos

Variaveis FC' FBP?

MS (%MS) 29,25+0,69 28,78+1,10
PB (%MS) 7,40+0,26 7,70+0,22
FDN (%MS) 47,90+3,72 48,49+2,23
FDA (%MS) 26,42+2,65 25,03+2,93
CNF 41,12+4,37 40,20+2,68
Celulose 19,24+1 .41 19,27+0,96
Hemicelulose 26,4812, 46 27,05+3,01
Lignina 2,1810,25 2,17+0,29
pH 3,88+0,09 3,69+0,12
N-NH3/N 7,13+1,05 8,22+1,20
Acido acético (%MS) 3,02+0,54 2,92+0,44
Leveduras (log ufc/g) 3,13+0,46 1,99+0,26
Fungos (log ufc/g) 1,73+0,47 1,03+0,45
Perdas (%MS) 7,70+3,30 6,20+2,70

'FC = Filme convencional
’FBP = Filme de baixa permeabilidade ao oxigénio

Tabela 4. Caracteristicas da silagem de milho do silo 2 (AG 1051), coberta com
dois tipos de filmes plasticos

Variaveis FC' FBP?

MS (%MS) 25,52+0,51 25,15+0,97
PB (%MS) 7,26+0,37 7,47+0,27
FDN (%MS) 47,34+1,88 46,31+1,66
FDA (%MS) 21,42+1,55 21,44+1,19
CNF 40,85+2,24 41,70+1,42
Celulose 23,39+1,80 22,49+1,28
Hemicelulose 20,92+1,61 21,28+1,77
Lignina 2,6510,26 2,54+1,25
pH 5,70+0,63 5,47+0,72
N-NH3/N 11,87+2,56 11,36%0,91
Acido acético (%MS) 4,62+0,83 4,25+1,06
Leveduras (log ufc/g) 6,16+1,11 6,00+0,60
Fungos (log ufc/g) 5,15+1,44 4,51+1,09
Perdas (%MS) 6,80+1,80 9,30+2,60

'FC = Filme convencional
’FBP = Filme de baixa permeabilidade ao oxigénio



A MS das silagens analisadas nao apresentou diferencas numéricas quando
levadas em consideracao as suas diferentes coberturas. No entanto, nota-se um teor
baixo de MS na silagem de milho do silo 2 (25,52 e 25,15%) quando comparado a
planta inteira na ensilagem, decorrente de um processo inadequado de conservacao
devido a demora ocorrida durante o enchimento e vedacao do silo. Durante esse tempo,
houve exposicdo da massa ao oxigénio, ocorrendo 0 processo de respiracao
(principalmente nas camadas mais expostas), aumento de temperatura e
consequentemente perdas de nutrientes devido a estes fendbmenos (SIQUEIRA et al.,
2005). A boa preservacdao da silagem depende do rapido estabelecimento e
manutencdo da anaerobiose obtida pelo rapido enchimento do silo e a sua correta
vedacao (SENGER et al., 2005; SILVA et al., 2005).

Os teores de proteina bruta nas silagens dos hibridos DKB 466 e AG 1051 séo
semelhantes. Nota-se apenas um ligeiro aumento nos valores das amostras cobertas
com o FBP, com 7,7% no silo 1 (Tabela 3) e 7,47% no silo 2 (Tabela 4). Estes valores
de proteina das silagens sao préoximos aos 7,3 e 7,1% relatados por LEMPP (1986) e
PEREIRA (1991) e semelhantes aos obtidos por JONES et al. (1970), que testaram o
valor nutritivo da silagem de trinta hibridos de milho, encontrando variagdées nos teores
de proteina de 4,35% a 9,01%. Valores estes dentro do esperado, uma vez que, na
silagem de milho, ocorre uma variagao na proteina, normalmente entre 6 e 9%.

Os valores de FDN na silagem do silo 1 foram de 47,90% e 48,49% e na silagem
do silo 2, os valores foram de 47,34% e 46,31% nos lados cobertos com o FC e do
FBP, respectivamente. Observa-se neste estudo que as porcentagens de FDN dos

hibridos na forragem antes de ser ensilada (Tabela 1) foram praticamente iguais as de



sua silagem (Tabela 3), 0 que se deve, provavelmente, a manutengcao dos constituintes
da parede celular. A fibra em detergente neutro, indica quantidade de fibra que ha no
volumoso, quanto menor o seu valor, melhor sera a silagem e maior sera o consumo de
matéria seca.

Com relagé@o ao FDA, os valores estao entre 26,42 e 25,03% nas silagens do silo
1, enquanto que no silo 2 observou-se 21,42 e 21,44%, ambos pares de valores
referem-se as amostras localizadas no lado coberto com o FC e o FBP,
respectivamente.

Verificou-se que os valores de CNF foram préximos nas silagens nos dois
estudos, com 41,12 e 40,20% para o silo 1 e 40,85 e 41,70% para o silo 2 nas amostras
dispostas no FC e o FBP, respectivamente. Apresentando valores de carboidratos
soluveis residuais elevados, criando-se condigbes favoraveis para atuacado de
microrganismos aerdbicos indesejaveis, como ocorre com as leveduras. Esses
resultados sdo semelhantes ao relatado por ZAGO (2002) com 41 % e superiores aos
32,98 e 36,52% relatados por MELLO et al. (2004b) que avaliou o potencial produtivo e
qualitativo de hibridos de milho para producao de silagens.

O pH da silagem de silo 1 (Tabela 3) teve valores em torno de 3,88 para as
amostras cobertas com o filme convencional (FC) e 3,69 para as amostras cobertas
com o filme de baixa permeabilidade (FBP). Evidenciando um padrao de fermentagao
adequado, caracteristico de silagens bem conservadas (McDONALD et al., 1991).

Quanto aos valores de pH da silagem do silo 2 (Tabela 4) de 5,70 no lado do FC
e 5,47 no lado do FBP, pode-se considerar elevados devidos aos problemas

relacionados ao manejo que ocorreram tanto na confecgdo do silo com tempo de



enchimento demorado por motivo de mau tempo no momento da ensilagem assim
como pelo desabastecimento inadequado. Estes valores de pH sdo semelhantes aos
5,87 encontrados por BORREANI et al., 2007, o que se deve, provavelmente, ao severo
estado de deterioracdo das silagens de milho que possui como indicativo valores na
faixa de 4,8 e 8,5 conforme relatado por ASHBELL & WEINBERG (1992) e BERGER &
BOLSEN (2006).

Com relagdo ao nitrogénio amoniacal, em porcentagem do nitrogénio total, os
maiores valores foram observados no silo 2 com 11,87% para o filme convencional (FC)
e 11,36% para o filme de baixa permeabilidade ao oxigénio (FBP). Enquanto que no silo
1 os valores estao entre 7,13 e 8,22 para o FC e o FBP, respectivamente.

O fato da ensilagem ter sido prolongada pode ter levado a uma lenta e
insuficiente acidificacdo do meio pela excessiva aquosidade da forragem durante a
ensilagem e levado ao aumento da producdo de acido acético (4,62 e 4,25 %MS),
provavelmente pela atuacdo dos Bacillus e Coliformes na silagem do silo 2. Segundo
FERREIRA (2001), silagens que tiveram fermentacdo adequada apresentam niveis de
acido acético menor que 2,0% da MS enquanto que valores elevados indicam
alteracdes indesejaveis durante o processo de ensilagem (MAHANNA, 1993).
BERNARDES (2005), avaliando o filme de baixa permeabilidade ao oxigénio em
silagens de milho encontrou valores de acido acético de 1,1 a 1,9 (%MS), considerados
reduzidos e caracteristicos de silagens de boa qualidade.

Na Figura 1 pode-se avaliar o perfil de estabilidade dos dois hibridos cobertos
com os dois tipos de filme nas diferentes datas de amostragem. Vale destacar que os

silos foram abertos em periodos distintos, com isso deve-se considerar a seguinte



identificagdo: 1 = 09/06/2006 e 19/07/2006; 2 = 22/06/2006 e 07/08/2006; 3 =
03/07/2006 e 25/08/2008, sendo que primeira data corresponde ao dia de remogao dos

sacos no silo1 e a segunda ao dia de remoc¢ao dos sacos no silo 2.
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Figural. Valores de pH e N-NH3/NTotal das silagens dos hibridos (DKB e AG) cobertos
com filme de baixa permeabilidade (FBP) e convencional (FC), nas datas de
amostragem (1 = 09/06/2006 e 19/07/2006; 2 = 22/06/2006 e 07/08/2006; 3 =
03/07/2006 e 25/08/2008).

Analisando-se o pH e N-NH3%/NT das silagens (Figura 1), nota-se que entre os
silos, a amplitude de variacdo foi pequena. Encontram-se dentro da faixa normal
indicada pela literatura apenas a silagem de milho do silo 1, pH menor que 4,4 (VAN
SOEST, 1994) e N-NH3%/NT menor que 10 % (McDONALD et al., 1991). Fato que se
deve ao manejo adequado do processo de ensilagem. No entanto, a silagem de milho
do hibrido 2 pode ser considerada deteriorada, pois apresentou valor de pH elevado,
resultante do consumo de acidos organicos pelos microrganismos aerdbios e menor
teor de MS (Tabela 4) quando comparada a sua composicdo na planta inteira. De
acordo com BENACHIO (1965), quanto ao teor de nitrogénio amoniacal (% do

nitrogénio total), as silagens séo classificadas em muito boa, quando os valores sédo

inferiores a 10%; aceitavel, quando se mantém entre 10 e 15%; e insatisfatéria, quando



acima de 20%. De acordo com esse parametro, a silagem de milho do silo 2 pode ser
classificada apenas como de qualidade aceitavel.

Com isso, 0 manejo de retirada deficiente com avanco diario de retirada da
silagem de 0,23 cm, muito préximo do limite de 0,20 cm e tendo em vista as demais
caracteristicas, pode-se afirmar que o material sofreu deterioracdo aerdbia e pode
repercutir negativamente sobre o desempenho produtivo dos animais alimentados com
essa silagem. Um outro indicativo desse processo refere-se ao maior desenvolvimento
de fungos filamentosos e de leveduras no po6s-abertura do silo 2 (Tabela 4). Segundo
MUCK (2004), quando o numero de leveduras ultrapassa 5,0 ufc/g, a silagem pode se
tornar menos estavel em condicdes de aerobiose.

No que se diz respeito a silagem de milho do silo 1, observou-se menores
populacdes de fungos e de leveduras (Tabela 3) e pode ser considerada de melhor
qualidade quando comparada com a silagem de milho do silo 2. Nota-se um efeito
positivo do filme de baixa permeabilidade no controle de fungos e leveduras em ambos
0s casos, especialmente na forragem devidamente ensilada e com manejo de retirada
mais adequado. BORREANI et al. (2007), em um estudo sobre a utilizacdo do filme de
baixa permeabilidade ao oxigénio em silagens de milho, observou efeito positivo da
utilizagdo do mesmo visto a redugdo na contagem de fungos com valores de 1,55 e
5,07 (UFC/g ) para as silagens cobertas com o filme de baixa permeabilidade e com o
filme convencional, respectivamente.

As perdas de MS no silo 1 foram de 7,7% nas amostras cobertas com FC e 6,2%
nas amostras cobertas com o FBP. Essa diferenca positiva ao FBP, apesar de sultil,

pode ser explicada possivelmente pela sua maior permeabilidade ao oxigénio aliado ao



fechamento adequado do silo assim como sua utilizacdo e remogao (BERNARDES,
2007). O mesmo nao é observado no silo 2 que apresentou maiores perdas no FBP
(9,3%), enquanto que o FC teve perdas de MS de 6,8%, fato esse devido ao manejo de

confeccao e retirada ja mencionados no texto.

4. CONCLUSOES

O valor médio de nutrientes, de modo geral, ndo foi afetado pelos fatores
estudados (diferentes coberturas) e as perdas foram ligeiramente inferiores quando a
implantacdo da nova tecnologia obedeceu as premissas para um processo de
fermentacédo adequado.

O filme de baixa permeabilidade ao oxigénio reduz a ocorréncia de leveduras e
de fungos quando é imposto ao silo um avango satisfatério da massa de silagem

durante o desabastecimento, o que poderia melhorar a qualidade sanitaria da mesma.
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