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RESUMO

Objetivou-se avaliar a efetividade de um inoculante bacteriano em controlar o processo de
deterioragdo e auxiliar na estabilidade aerobia de silagens de graos umidos de milho. Os
tratamentos consistiram em: silagem de grdos umidos de milho (Controle); silagem com a
adicdo de Lentilactobacillus buchneri NCIM 40788 e L. hilgardii CNCM 1-4785 (6,0 x 10°
UFC/g de forragem para ambas as bactérias), Pediococus pentosaceus NCIMB 12455,
Xylanase de Trichoderma longibrachiatum MUCL 39203, Beta-glucanase de Aspergillus niger
MUCL 39199 (Platinum); silagem com L. buchneri NCIMB 40788 e L. hilgardii CNCM I-
4785 (6,0 x 10 UFC/g para ambas as bactérias) (Platinum I); silagem com a adi¢io de L.
buchneri NCIMB 40788 L. hilgardii CNCM 1-4785 (4,0 x 10° UFC/g para ambas as bactérias)
e Pediococus pentosaceus NCIMB 12455 (Platinum II); silagem com a adi¢do de L. buchneri
NCIMB 40788 (6,0 x 10° UFC /g) (Fresh). As silagens confeccionadas permaneceram
estocadas durante os tempos de 30, 60 e 120 dias. O material foi compactado, em média 5,17
kg de forragem em silos experimentais (5L), alcancando uma densidade média de 953,43 Kg
m?, aproximadamente. Foram avaliadas as varidveis matéria seca (MS), pH, contagem
microbiana, perdas por gases (%). As silagens foram submetidas a um teste de deterioracao e
estabilidade aerdbia por 10 dias. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 5 x 3, com 5 repetigdes por tratamento, totalizando 75
unidades experimentais. A analise dos dados foi feita utilizando o PROC MIXED do programa
estatistico SAS. As médias dos tratamentos foram estimadas pelo “LSMEANS” e a comparagao
foi realizada pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Os teores de MS e o pH foram
significativos para o efeito tempo de estocagem (ambos com P < 0,0001). A adi¢do de
inoculantes no momento da ensilagem nao afetou o teor de MS das silagens (P = 0,3883). As
perdas por gases foram significativas para o tempo de estocagem (P < 0,0001) e para a
inoculagdo (P = 0,0162). A contagem de BAL foi significativa somente entre tempos de
estocagem (P < 0,0001), enquanto que as contagens de fungos e leveduras ndo diferiram entre
as silagens. Apos o teste de estabilidade aerébia (EA), o pH foi significativo para a inoculagdo
(P < 0,0001) e para o tempo de estocagem (P = 0,0125); as perdas por gases apresentaram
diferencgas significativas entre os inoculantes (P < 0,0001); a estabilidade aerobia foi
significativa entre os tempos de estocagem e entre os tratamentos (ambos com P < 0,0001); a
deterioragdo da silagem foi significativa para o efeito de inoculagdo (P <0,0001) e para o tempo
de estocagem (P = 0,0003). O uso de inoculantes com diferentes cepas a silagem de graos
umidos de milho possibilita menores perdas por gases, menor deteriora¢do, assim como maior
estabilidade aerébia da silagem. A inoculacdo combinada de L. hilgardii e L. buchneri ¢ mais
eficiente em melhorar a estabilidade aerobia. A partir de 60 dias, os valores de pH sdo mais
estaveis, com menores deterioragdes € maior estabilidade.

Palavras-chave: Inoculante bacteriano. Deterioragdo da silagem. Tempos de estocagem. Cepas
bacterianas. Bactérias acido-laticas.



ABSTRACT

The objective was to evaluate the effectiveness of a bacterial inoculant in controlling the
deterioration process and assisting in the aerobic stability of corn wet grain silages. The
treatments consisted of: corn wet grain silage (Control); silage with the addition of L. buchneri
NCIM 40788 and L. hilgardii CNCM 1-4785 (6.0 x 10° CFU/g for both bacteria), Pediococus
pentosaceus NCIMB 12455, Xylanase from Trichoderma longibrachiatum MUCL 39203,
Beta-glucanase from Aspergillus niger MUCL 39199 (Platinum); silage with the addition of L.
buchneri NCIMB 40788 and L. hilgardii CNCM 1-4785 (6.0 x 10> CFU/g for both bacteria)
(Platinum I); silage with the addition of L. buchneri NCIMB 40788 L. hilgardii CNCM 1-4785
(4.0 x 10° CFU/g for both bacteria) and Pediococus pentosaceus NCIMB 12455 (Platinum II);
silage with the addition of L. buchneri NCIMB 40788 (6.0 x 10° CFU/g) (Fresh). The silages
were stored for 30, 60 and 120 days. The material was compacted, on average 5.17 kg of forage
in experimental silos (5L), reaching an average density of 953.43 Kg.m?®, approximately. The
variables dry matter (DM), pH, microbial count, gas losses (%) were evaluated. The silages
were submitted to a deterioration and aerobic stability test for 10 days. The experiment was
carried out in a completely randomized design, in a 5 x 3 factorial scheme, with 5 replications
per treatment, totaling 75 experimental units. Data analysis was performed using PROC
MIXED of the SAS statistical program. The means of the treatments were estimated by
"LSMEANS" and the comparison was performed by Tukey test at 5% probability. DM content
and pH were significant for the storage time effect (both with P < 0.0001). The addition of
inoculants at the time of ensiling did not affect the DM content of silages (P = 0.3883). Gas
losses were significant for storage time (P < 0.0001) and inoculation (P = 0.0162). LAB counts
were significant only between storage times (P < 0.0001), while fungal and yeast counts did
not differ between silages. After the aerobic stability (AS) test, pH was significant for
inoculation (P < 0.0001) and storage time (P = 0.0125); gas losses showed significant
differences between inoculants (P < 0.0001); aerobic stability was significant between storage
times and between treatments (both P < 0.0001); silage deterioration was significant for
inoculation effect (P < 0.0001) and for storage time (P = 0.0003). The use of inoculants with
different strains to corn wet grain silage enables lower gas losses, lower spoilage, as well as
higher aerobic stability of the silage. The combined inoculation of L. hilgardii and L. buchneri
is more efficient in improving aerobic stability. From 60 days onwards, pH values are more
stable, with lower spoilage and higher stability.

Keywords: Bacterial inoculant. Silage deterioration. Storage times. Bacterial strains. Lactic
acid bacteria.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, o milho desempenha um importante papel na alimentagcdo animal, sendo uma
das principais fontes de energia mais comumente utilizada para bovinos (FERRAZ et al., 2018).
Dentre as varias formas de utilizacdo do milho, a silagem de graos umidos de milho ¢ uma
alternativa importante na alimentagdo animal, pois permite o armazenamento e fornecimento
de um alimento de alta qualidade durante todo o ano, mesmo em periodos de escassez de
pastagens, melhorando a eficiéncia do manejo e aumentando a produtividade dos rebanhos
(MAGALHAES et al., 2016).

A silagem de grao timido ¢ produzida a partir da fermentag@o anaerdbia de graos, como
milho, sorgo ou outros cereais, que sdo colhidos em um estagio de maturacdo adequado e
processados (MUCK et al., 2018). Esses graos sao compactados em um silo, onde ocorre a
fermentagdo e a producao de acido latico, que reduz o pH da massa, inibindo o crescimento de
microrganismos indesejaveis e favorecendo a conservagdo do alimento (PEREIRA et al., 2015).
No entanto, a silagem de grao umido ¢ mais susceptivel ao processo de deterioracdao aerdbia
durante o desabastecimento do silo, quando essa silagem ¢ exposta ao ar € 0os microrganismos
deterioradores, como leveduras e fungos filamentosos, utilizam os compostos produzidos
durante a fermentagdo no silo, como o acido latico. Isso provoca um aumento da temperatura e
do pH da silagem, o que resulta na quebra da estabilidade aerobia (WEINBERG et al., 2017).

Portanto, para controlar a acdo desses microrganismos deterioradores, ¢ importante
utilizar inoculantes bacterianos durante a producao de silagem (MCDONALD et al., 1991).
Dessa forma, o aumento da oferta de acidos fracos provenientes dos aditivos, combinado aos
acidos produzidos durante a fermentagao, pode melhorar a estabilidade aerdbia das silagens de
graos apos a abertura do silo (KUNG et al., 2018).

A adicao de diferentes inoculantes a silagem de graos umidos de milho pode alterar suas
caracteristicas fermentativas, controlando a deteriorag¢do aerdbia do alimento, especificamente,
as combinagdes de L. buchneri com L. hilgardii, Pediococus pentosaceus e enzimas; L.
buchneri com L. hilgardii; L. buchneri com L. hilgardii e Pediococus pentosaceus, e apenas L.
buchneri. Dessa forma, o objetivo desse estudo ¢ avaliar o efeito da adi¢ao dos inoculantes
mencionados anteriormente sobre a deterioragcdo e estabilidade aerdbia da silagem de graos

umidos de milho.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Silagem de graos umidos de milho

A silagem de graos imidos de milho ¢ uma técnica amplamente utilizada na alimentacao
animal, que consiste na fermentagdo anaerobica dos graos inteiros de milho com um teor de
umidade entre 30% e 40% (WITZIG et al., 2017). Durante o processo de ensilagem, os graos
umidos de milho sdo colhidos, picados e armazenados em um silo, onde ocorre a fermentagao
latica, promovida por bactérias acido-laticas. Esse processo resulta na produc¢do de 4cido latico,
que acidifica o meio, inibindo o crescimento de microrganismos indesejaveis e conservando os
nutrientes presentes no milho (WITZIG et al., 2017).

Uma das principais vantagens da silagem de grdos timidos de milho ¢ o alto valor
energético proveniente do amido, que contribui no ganho de digestibilidade e para o
desempenho e a satde dos animais (WITZIG et al., 2017). Além disso, a silagem resultante ¢
mais rica em proteinas, vitaminas e minerais facilmente absorviveis, proporcionando um
alimento com melhor qualidade nutricional (WOOLFORD & PAHLOW, 1998).

No entanto, a silagem de graos umidos de milho esta sujeita ao processo de deterioragio
aerobia ap0s a abertura do silo. A entrada de oxigénio permite o crescimento de microrganismos
indesejaveis, como leveduras e fungos, que podem comprometer a qualidade da silagem
(WITZIG et al., 2017). A presenga desses microrganismos pode resultar em perdas de
nutrientes, alteragdes na composi¢do quimica e aumento da producao de gases toxicos, como
amonia, prejudicando a digestibilidade e a palatabilidade da silagem (WOOLFORD &
PAHLOW, 1998).

2.2 Deterioracao aerobia na silagem

O processo de deteriorag@o aerébia da silagem de graos umidos de milho ¢ influenciado
pela presenca de microrganismos indesejaveis que se desenvolvem em condigdes de oxigénio
disponivel. Esses microrganismos incluem enterobactérias, leveduras, fungos, clostrideos e
bacilos, que contribuem para a degradacdo da silagem, resultando em perdas nutricionais e
diminui¢do da qualidade do alimento para os animais (MCDONALD et al., 1991; DRIEHUIS
& OUDE ELFERINK, 2000).



Durante a fermentagdo inicial da silagem, as bactérias laticas, como Lactobacillus spp.
e Pediococcus spp., convertem agucares em acido latico, reduzindo o pH e contribuindo para a
estabilizacao da silagem (MCDONALD et al., 1991). No entanto, em condigdes aerobias,
microrganismos indesejaveis podem proliferar, principalmente as leveduras, causando aumento
do pH, producdo de calor e perdas de nutrientes (MCDONALD et al., 1991). As leveduras,
como Candida spp. € Saccharomyces spp., metabolizam acucares fermentaveis, produzindo
alcool etilico, dioxido de carbono (CO») e calor. A atividade dessas leveduras pode elevar o pH
da silagem, prejudicando a estabilidade e a qualidade do alimento (MCDONALD et al., 1991).

O aumento do pH da silagem provoca o aumento da temperatura e, consequentemente,
estimula a atividade de microrganismos deterioradores, como fungos filamentosos,
enterobactérias, bacilos e clostrideos. Os fungos filamentosos, tais como Aspergillus spp. e
Penicillium spp., sdo responsaveis pela producdo de micotoxinas, substancias toxicas que
podem contaminar a silagem. Esses fungos se desenvolvem em condi¢des de umidade e
temperatura elevadas, causando reducao do valor nutritivo da silagem e representando riscos a
saude dos animais (FILYA, 2004; DRIEHUIS & OUDE ELFERINK, 2000).

Nesse contexto, a estabilidade aerdbia ¢ um conceito-chave nesse processo, uma vez
que consiste na capacidade da silagem em resistir a deterioragdo durante o armazenamento em
presenga de oxigénio. Uma silagem estavel aerobiamente mantém uma baixa atividade
microbiana, minimizando as perdas nutricionais e preservando a qualidade (MCDONALD et
al., 1991).

Portanto, garantir a qualidade da silagem ¢ de extrema importancia para a alimentagao
animal, uma vez que uma silagem de boa qualidade proporciona maior valor nutritivo e reduz
perdas de nutrientes, contribuindo para a satide e desempenho dos animais. Isso pode ser
alcancado por meio de boas praticas de ensilagem, como compactacao adequada, vedagao
eficiente ¢ monitoramento da estabilidade aerébia (FILYA, 2004; DRIEHUIS & OUDE
ELFERINK, 2000).

2.3 Inoculantes bacterianos

O uso de inoculantes bacterianos em silagens tem se mostrado uma pratica eficaz na
agricultura, visando melhorar a qualidade e a estabilidade da fermentagdo das silagens (KUNG
L. & SHAVER, 2001). Os inoculantes sdo aditivos compostos por diferentes tipos de bactérias,

que atuam no processo de ensilagem promovendo a fermentacdo adequada e inibindo a
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deterioragdo aerdbia do material ensilado. Existem dois tipos principais de inoculantes:
estimuladores de fermentacao e inibidores da deterioragao aerobia.

Os inoculantes estimuladores de fermentagdo sdo compostos por cepas bacterianas
homofermentativas, que promovem a rapida fermentacdo dos agucares presentes no grao de
milho, tais como Lactiplantibacillus plantarum, Lentilactobacillus buchneri e Pediococcus
acidilactici, resultando na producao de acido latico. Esse acido produzido pelas cepas ¢
responsavel pela acidificagdo do ambiente da silagem, reduzindo o pH e inibindo o crescimento
de bactérias indesejaveis, como leveduras e fungos filamentosos (MUCK, 2018).

Por outro lado, os inoculantes inibidores da deterioragdo aerdbia sdo compostos por
bactérias heterofermentativas que reduzem a atividade de microrganismos aerdbios,
responsaveis pela deterioracdo da silagem na presenca de oxigénio. Um exemplo de bactéria
utilizada nesse tipo de inoculante € o L. buchneri, que produz acido acético e etanol durante a
fermentagdo, o que reduz a atividade de fungos e leveduras. Além disso, a cepa bacteriana desse
tipo de inoculante também produz substincias antimicrobianas, como enzimas e antibioticos,
que contribuem para o controle do crescimento de bactérias e fungos (MUCK, 2018).

Dessa forma, os inoculantes estimuladores de fermentagdo, com bactérias laticas,
promovem uma fermentagao mais eficiente, enquanto os inoculantes inibidores da deterioragao
aerdbia, com bactérias como o L. buchneri, reduzem as perdas causadas pela atividade de
microrganismos aerdbios. Portanto, em geral, o uso de inoculantes bacterianos em silagens de
graos de milho ¢ uma estratégia que resulta em silagens de melhor qualidade nutricional e
estabilidade aerdbia, favorecendo a conservagao do material e contribuindo para a satde e

desempenho animal (MCDONALD, 1991).
3 MATERIAL E METODOS
3.1 Preparo das silagens e tratamentos

O experimento foi conduzido no Departamento de Zootecnia na Universidade Federal
de Lavras, Minas Gerais, Brasil (21°13°49” S, 44°58°10” W). A silagem foi confeccionada na
fazenda Terra Madre, em Alfenas-MG, quando a matéria seca (MS) estava proxima de 70%.

Os tratamentos consistiram em:

e Tratamento 1 (Controle): silagem sem aditivo;
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e Tratamento 2 (Magniva Platinum): silagem com a adi¢do de L. buchneri NCIM
40788 (1k20757) e L. hilgardii CNCM 1-4785 (6,0 x 10° UFC/g para ambas as
bactérias), Pediococus pentosaceus NCIMB 12455 (1k2106) > 2,0 x 10°® UFC/g,
Xylanase (EC3.2.1.8) de Trichoderma longibrachiatum MUCL 39203 (1k)>1,2x 10!
IU/g; Beta-glucanase (EC 3.2.1.6) de Aspergillus niger MUCL 39199 (1k) >2,3 x 10
IU/g;

e Tratamento 3 (Magniva Platinum I): silagem com a adi¢do de L. buchneri NCIMB
40788 (1k20757) e L. hilgardii CNCM 1-4785 (6,0 x 10> UFC/g para ambas as
bactérias);

e Tratamento 4 (Magniva Platinum II): silagem com a adi¢ao de L. buchneri NCIMB
40788 (1k20757), L. hilgardii CNCM 1-4785 (4,0 x 10° UFC/g para ambas as bactérias)
e Pediococus pentosaceus NCIMB 12455 (1k2106 (2,0 x 10° UFC/g);

e Tratamento 5 (Fresh): silagem com a adi¢do de L. buchneri NCIMB 40788 (1k20739)
(6,0 x 10° UFC /g).

A aplicagdo dos inoculantes comerciais foi realizada antes das silagens serem
compactadas, de acordo com a recomendacao do fabricante. Amostras do material antes de
ensilar foram coletadas para analises quimicas (Tabela 1), resultando em uma média de 73,65%
de MS e 6,29 de pH. A massa de forragem foi compactada, de forma manual, em silos
experimentais com capacidade de 5L, atingindo uma média de 5,17 kg de forragem e uma
densidade média de 953,43 kg.m>. Apos a compactacio, os silos experimentais foram fechados
com tampas proprias, vedados com filme plastico e silicone nas bordas, pesados e mantidos em

sala climatizada com um aquecedor, que manteve a temperatura a = 22 °C, durante os periodos

de 30, 60 e 120 dias.

Tabela 1- Média de matéria seca e valores de pH de graos imidos antes da ensilagem.

Item Controle Platinum Platinum I Platinum II Fresh
MS (%) 70,73 73,08 75,09 74,74 74,65
pH 6,50 6,32 6,26 6,10 6,30

3.2 Analises e preparo das amostras
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Apos os periodos de estocagem, os silos foram pesados, abertos, homogeneizados e
subamostrados. Cada subamostra foi submetida as analises de teor de matéria seca (MS),
caracteristicas quimicas e estabilidade aerobica. Um extrato aquoso foi preparado com 30 g de
amostra e 270 mL de 4gua peptonada, homogeneizado em um aparelho Stomacher (400, Seward
London, UK) a 200 rpm por quatro minutos. Esse extrato foi utilizado para realizar a leitura do
pH, por meio de um potenciometro (HI 2221, Hanna Instruments).

Para a contagem de leveduras, fungos filamentosos e bactérias acido-laticas (BAL), foi
utilizado o mesmo extrato aquoso com agua peptonada (1 g por litro de dgua destilada). Foi
utilizada a técnica de plaqueamento em superficie para contagem dos microrganismos. Para a
contagem de fungos filamentosos e leveduras, foi utilizado como meio de cultura o Agar YGC
(Fluka, Sigma Aldrich Quimica Brasil LTDA) e foram preparadas dilui¢des em séries de 10! a
10"* em duplicata (TABACCO et. al., 2009). As placas permaneceram em BOD, a 28°C, durante
trés e cinco dias para as contagens de leveduras e fungos filamentosos, respectivamente.

Para a contagem de BAL, foi utilizado o meio de cultura Agar MRS (DIFCO
LACTOBACILLI MRS AGAR) juntamente com um agente antifingico (nistatina), na relagao
de 4 mL por litro de meio de cultura, em que foram preparadas dilui¢des em séries de 102 a 107
6 também em duplicata (TABACCO et. al., 2009). As placas permaneceram em BOD, a 37°C,
durante trés dias para a contagem de bactérias, que foi feita com base nas suas caracteristicas
macromorfologicas.

As silagens foram submetidas a um teste de estabilidade e deteriorag@o aerobia, em que
aproximadamente 2,0 kg de silagem de cada silo experimental foram colocados em caixas de
poliéster (350 mm de didmetro x 350 mm altura) por 240 horas (10 dias) a 25,5 £ 0,8 °C. Duas
camadas de papel aluminio foram colocadas sobre as caixas para prevenir a desidrata¢do da
silagem e possiveis contaminagdes por elementos externos. A temperatura ambiente e das
silagens foram mensuradas a cada hora por meio de dataloggers. Para o registro da temperatura
ambiente, 3 dataloggers foram distribuidos pela sala, enquanto que os dataloggers para registro
da temperatura das silagens foram colocados no interior das caixas, no centro da massa de
silagem. A estabilidade aerobia foi definida como o niimero de horas que a silagem se mantém
estavel antes de atingir uma temperatura de 2 °C acima da temperatura ambiente (MORAN et.
al., 1996). A deterioracdo aerobia foi definida como o somatorio do aumento didrio da
temperatura (°C) acima da temperatura de referéncia (CONAGHAN; O’KIELY; O’MARA,
2010).
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3.3 Analise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5 x 3 (cinco tratamentos e trés tempos de estocagem), com 5 repeti¢cdes por tratamento,
totalizando 75 unidades experimentais. A analise dos dados foi feita utilizando o PROC MIXED
do programa estatistico SAS (SAS Institute, 2001). As médias dos tratamentos foram estimadas
pelo “LSMEANS” e a comparacao foi realizada pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, de
acordo com o seguinte modelo:

Yik=p+ i+ Tj+ Ax T+ ei

Sendo,

Yijx = valor da variavel referente a repeticdo que recebeu o inoculante i no tempo de
estocagem j;

u = média geral,

I; = efeito fixo do inoculante i, parai=1,2, 3,4 e 5;

T;= efeito fixo do tempo de estocagem j, paraj=1,2 e 3;

T tempojj = efeito da interacdo entre o inoculante i no tempo de estocagem j;

eijk = erro aleatorio associado a cada observagdo Yijk.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracdes de MS, pH e perdas por gases das silagens de graos umidos de milho
avaliadas em diferentes tempos de fermentacdo estdo apresentados na Tabela 2. No momento
da abertura dos silos, o teor MS e o pH apresentaram diferencas significativas entre os tempos
de estocagem (ambos com P < 0,0001). A adi¢cdo de inoculantes no momento da ensilagem nao
afetou o teor de MS das silagens (P = 0,3883). Aos 30 e 120 dias de estocagem, os tratamentos
apresentaram médias estatisticamente semelhantes, de 70,10 € 69,50% de MS, respectivamente,
enquanto que o tempo de 60 dias divergiu com uma média mais alta de 75,11% de MS. Aos 30
dias de estocagem, os tratamentos apresentaram menor média de pH, de 3,90, enquanto que os
tratamentos com 60 e 120 dias foram estatisticamente iguais, com 4,06 e 4,03, respectivamente,
porém com médias maiores a média de 30 dias.

As perdas por gases apresentaram diferencas significativas entre os tempos de
estocagem (P < 0,0001) e entre os tratamentos (P = 0,0162). Todos os tratamentos foram

estatisticamente diferentes entre si, em relagdo ao tempo de estocagem, apresentando um
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aumento na porcentagem de perdas a medida que o tempo de estocagem aumentou. O
tratamento controle apresentou menor percentual de perdas, enquanto que os tratamentos
Platinum I, Platinum II e Fresh foram estatisticamente semelhantes ao tratamento controle e
Platinum, com valores intermedidrios de perdas. O tratamento Platinum apresentou valores
superiores de perdas, comparado ao tratamento controle.

Os resultados referentes a concentracdo de MS diferem do esperado, que seria a
diminui¢do da concentracdo de MS a medida que se aumentou o tempo de estocagem, devido
as perdas que ocorrem durante o processo de fermentagdo da silagem (KUNG et al., 2018).
Durante o processo de ensilagem, ocorrem perdas naturais de MS, porém dependendo da
atividade metabdlica de microrganismos essas perdas podem ser mais intensas. Na fase inicial
do processo de fermentacdo, de aerobiose, a formagdo de didxido de carbono (CO2) pode
acontecer durante a fermentacdo dos carboidratos soliveis pelos microrganismos
(McDONALD et al., 1991). A produgdo de CO> esta associada com as perdas de MS na
fermentacdo no silo, onde tais perdas irdo depender da espécie microbiana dominante e do tipo
de substrato fermentado (BORREANI et al., 2018).

A reducao dos valores de pH nas silagens esté relacionada com a atividade das bactérias
homofermentativas, as quais formam principalmente o acido latico, que € responsavel pela
rapida acidificagio do meio (McDONALD et al., 1991). A atividade metabdlica dessas
bactérias pode variar de 2 a 6 semanas, para que o perfil fermentativo seja completamente
estabilizado no interior do silo (PAHLOW et al., 2003). Nas silagens em estudo, a estabilizagao
do pH ocorreu aos 60 dias de estocagem, independentemente se as silagens foram inoculadas
ou nao.

A presenga de bactérias heterofermentativas obrigatdrias, tais como L. buchneri e L.
hilgardii, na composi¢do dos inoculantes possivelmente contribuiu com maiores valores de
perdas por gases nessas silagens, devido a producao de acido acético por essas bactérias, o que
esta relacionado com a via de fermentacdo anaerdbia do acido latico como substrato, e nao

necessariamente com a via das pentoses (OUDE ELFERINK et al., 2001; MUCK et al., 2018).
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Tabela 2: Valores de MS, pH e perdas por gases de silagens de graos umidos de milho avaliadas em diferentes tempos de fermentacdo

(continua).
Tratamentos ‘1
Tempo de estocagem Média  EPM! I T [*T*
Controle Platinum Platinum I Platinum II Fresh
Matéria seca (%)
30 70.09 69.95 69.87 70.03 70.58 70.10a
60 75.90 75.28 75.57 73.58 7523 75.11b  0,4930  0.3883 <0.0001 0.1708
120 69.15 69.68 69.98 69.54 69.13 69.50a
Média 71.71 71.63 71.80 71.06 71.64
pH
30 3.89 3.93 3.92 3.88 3.89 3.90a
60 4.04 4.09 4.09 4.07 4.00 4.06b
0,0203  0.0835  <0.0001 0.2216
120 4.04 4.03 4.02 4.03 4.03 4.03b
Média 3.99 4.02 4.01 3.99 3.97

'"EMP=erro médio padrio; 2Efeito da inoculagio; *Efeito do tempo de estocagem; “Efeito da interagdo do tratamento*tempo de estocagem

Meédias com diferentes letras minusculas diferem em tempo de estocagem (P > 0,05).

Médias com diferentes letras maitsculas diferem em inoculagdo (P > 0,05).
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Tabela 2: Valores de MS, pH e perdas por gases de silagens de graos imidos de milho avaliadas em diferentes tempos de fermentagao
(conclusao).

Tempo de estocagem Tratamentos Média EPM! I? T3 I*T4
Controle Platinum Platinum I Platinum I1 Fresh
Perdas por gases (%)
30 0.39 0.50 0.52 0.43 0.39 0.45a
60 0.56 0.73 0.69 0.61 0.57 0.63b  0,0786 0.0162 <0.0001 0.1063
120 0.72 1.03 0.63 1.01 0.77 0.83¢
Média 0.56A 0.75B 0.61AB 0.68AB 0.57AB

'"EMP=erro médio padrio; “Efeito da inoculagio; *Efeito do tempo de estocagem; “Efeito da interacido do tratamento*tempo de estocagem

Médias com diferentes letras mintisculas diferem em tempo de estocagem (P > 0,05).
Médias com diferentes letras maitsculas diferem em inoculagao (P > 0,05).
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A Tabela 3 apresenta os resultados referentes a populacdo microbiana na silagem de
graos umidos avaliadas em diferentes tempos de fermentagdo. Os valores de contagem de BAL
apresentaram diferencas significativas entre os tempos de estocagem (P < 0,0001). A
concentragdo de BAL aumentou a medida que se aumentou o tempo de estocagem, o que
ocorreu como esperado, uma vez que as BAL desempenham um papel fundamental na
fermentagdo latica e na estabilizagdo da silagem (KUNG et al., 2018). No entanto, a maior
contagem de BAL ocorreu a partir do tempo de 60 dias, diferindo das expectativas tedricas, que
geralmente indicam um pico inicial de BAL durante a fermentagdo (DA SILVA et al., 2021).
Todos os tratamentos com 120 dias de estocagem obtiveram maior aporte de BAL nas silagens.

Os valores de contagem de fungos e leveduras ndo apresentaram diferengas
significativas, pois estavam abaixo da faixa detectavel de 2,00 log UFC/g (DA SILVA et al.,
2021). A adi¢do dos inoculantes que contém cepas de BAL homofermentativas e
heterofermentativas pode ter contribuido com a redu¢@o da contagem de leveduras nas silagens
que receberam esse tipo de tratamento, enquanto que a adi¢cdo de BAL heterofermentativas pode
ter auxiliado no controle do crescimento das leveduras. Os microrganismos heterofermentativos
produzem o acido acético como um dos produtos finais da fermentacao, sendo que esse acido
apresenta caracteristicas antimicrobianas capazes de controlar o crescimento de
microrganismos deterioradores da silagem, tais como leveduras e fungos filamentosos

(MCDONALD et al., 1991; DAVIDSON, 1997).
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Tabela 3: Populacdo microbiana na silagem de graos umidos de milho avaliadas em diferentes tempos de fermentagdo (continua).

Tempo de estocagem Tratamentos Média EPM! I T3 I*T4

Controle Platinum Platinum I Platinum II Fresh

BAL (log UFC.g™)

30 5.66 5.68 6.46 5.31 5.62 5.75a

60 6.06 6.02 6.78 5.98 6.09 6.18ab  0,3255 0.0995 <0.0001 0.7847
120 6.68 6.38 6.71 6.65 6.98 6.68b

Média 6.13 6.02 6.65 5.98 6.23

Leveduras (log UFC.g")

30 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00
60 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00
0,1001 0.1113  0.5988  0.8389
120 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00
Média <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00

'EMP=erro médio padrio; “Efeito de inoculacdo; *Efeito do tempo de estocagem; “Efeito da interaco do tratamento x tempo de estocagem;
Meé¢dias com diferentes letras minusculas diferem em tempo de estocagem (P > 0,05).

Médias com diferentes letras maitsculas diferem em inoculagao (P > 0,05).
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Tabela 3: Populagdo microbiana na silagem de graos imidos de milho avaliadas em diferentes tempos de fermentagdo (conclusdo).

Tempo de estocagem Tratamentos Média EPM! I’ T3 [*T*

Controle Platinum Platinum I Platinum 11 Fresh

Fungos filamentosos (log UFC.g")

30 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00
60 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 0,2043 0.7739 0.0836 0.8847
120 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00

Meédia <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00

'EMP=erro médio padrio; 2Efeito de inoculagio; *Efeito do tempo de estocagem; “Efeito da interacdo do tratamento x tempo de estocagem;
Meédias com diferentes letras minusculas diferem em tempo de estocagem (P > 0,05).

Médias com diferentes letras maitsculas diferem em inoculagao (P > 0,05).
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Os resultados referentes as caracteristicas da silagem de graos umidos de milho apds
estabilidade aerdbica (EA) estao apresentados na Tabela 4. O pH pds EA apresentou diferengas
significativas para o efeito de inoculagdo (P < 0,0001) e para o tempo de estocagem (P =
0,0125). Aos 30 dias de estocagem, os tratamentos apresentaram maior média de pH, com 4,66,
enquanto que aos 60 e 120 dias os tratamentos apresentaram menor e intermediaria média, com
4,10 e 4,30, respectivamente. O tratamento controle apresentou maior pH, enquanto que os
demais tratamentos foram estatisticamente semelhantes entre si. As perdas por gases pos EA
apresentaram diferengas significativas entre os inoculantes (P < 0,0001), uma vez que o
tratamento controle apresentou maiores perdas por gases, enquanto que os demais tratamentos
foram estatisticamente semelhantes entre si.

A estabilidade aerdbia apresentou diferencas significativas entre os tempos de
estocagem e entre os tratamentos (ambos com P < 0,0001) (Figuras 1, 2 e 3). A estabilidade
aerdbia aumentou a medida que se aumentou o tempo de estocagem, sendo que os tratamentos
Controle e Fresh foram estatisticamente semelhantes entre si e menos estaveis, quando
comparados aos demais tratamentos, os quais foram estatisticamente semelhantes entre si e
mais estaveis.

A deterioracao da silagem pés EA apresentou diferencas significativas para o efeito de
inoculacdo (P < 0,0001) e para o tempo de estocagem (P = 0,0003). A deterioragdo foi maior
aos 30 dias de estocagem, reduzindo a medida que o tempo de estocagem aumentou. O
tratamento Controle apresentou a maior deterioragdo em comparagdo aos demais tratamentos,
que foram estatisticamente semelhantes entre si e apresentaram menor deterioragao.

A inoculacdo de bactérias heterofermentativas contribuiu para a redu¢ao do pH da
silagem po6s EA, devido a maior produgdo de acidos organicos, principalmente acido acético
(KUNG et al., 2018). Além disso, a inoculagdo também contribuiu na redug¢do das perdas por
gases pos EA, no entanto, observou-se que esses resultados foram contrarios aos resultados
vistos no momento da abertura das silagens.

A maior concentracdo de acidos fracos, tais como acido acético e acido propionico,
advindos de BAL heterofermentativas inoculadas, permitiu melhorias na estabilidade aerobia
das silagens devido as suas caracteristicas antifungicas (DRIEHUIS; OUDE ELFERINK;
SPOELSTRA, 1999). Além disso, a inoculacdo simultanea de L. hilgardii e L. buchneri
apresentou melhores resultados em relagdo a estabilidade aerdbia, quando comparada a silagem
inoculada apenas com L. buchneri. Isso possivelmente ocorreu devido a maior producdo desses

acidos fracos, advindos da combinag¢do das cepas bacterianas, que promoveram um efeito
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sinérgico na inibi¢ao do crescimento de leveduras e, consequentemente, promoveram melhorias
na estabilidade aerdbica da silagem de graos timidos de milho (DA SILVA et al., 2021).

Os inoculantes influenciaram positivamente na reducdo da deterioragdo aerobia da
silagem, de forma que a maior concentracdo de acidos fracos, principalmente acido acético,
inibiu a agdo de microrganismos deterioradores (e.g. leveduras e fungos filamentosos) (KUNG
et al., 2018). A temperatura da silagem pode ser utilizada como um indice para avaliar a
atividade metabdlica de leveduras (BORREANI; TABACCO,2010), uma vez que o aumento
da temperatura pode ser controlado a partir da inibi¢do da acdo dos microrganismos
deterioradores. Portanto, a maior concentracdo de acidos fracos nas silagens tratadas com
inoculantes de cepas heterofermentativas inibiram a a¢do destes microrganismos deterioradores

durante a exposicao destas silagens ao oxigénio.
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Tabela 4: Caracteristicas da silagem de grdos imidos de milho apds estabilidade aerdbica (continua).

Timpo de Tratamentos Média  EPM! P T3 T4
estocagem Controle Platinum Platinum [ Platinum I1 Fresh
pH pos EA
30 6.10 4.25 3.98 3.97 5.00 4.66b
60 4.41 4.07 3.87 4.11 4.03 4.10a
0,2881 <0.0001 0.0125 0.0815
120 5.32 4.09 4.03 4.03 4.03 4.30ab
Média 5.28B 4.14* 3.96A 4.03A 4.35A
Perda por gases pos EA (%)
30 4.33 1.39 1.33 1.97 1.89 2.18
60 3.59 1.41 1.73 2.11 1.54 2.08 0,4445 <0.0001 0.7649 0.0626
120 2.68 1.75 2.95 2.65 1.39 2.28
Média 3.54B 1.52% 2.00A 2.24A 1.61A

'"EMP=erro médio padrio; 2Efeito de inoculagdo; *Efeito do tempo de estocagem; “Efeito da interagdo do tratamento x tempo de estocagem;

Meédias com diferentes letras minusculas diferem em tempo de estocagem (P > 0,05).

Meédias com diferentes letras maitsculas diferem em inoculagéo (P > 0,05).
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Tabela 4: Caracteristicas da silagem de graos imidos de milho apds estabilidade aerdbica (conclusdo).

Tempo de Tratamentos Média  EPM! P T3 T4
estocagem Controle Platinum Platinum [ Platinum I Fresh
Estabilidade aerobia (h)

30 87 148 164 165 128 138¢

60 124 167 167 161 158 155b 11,21 <0.0001 <0.0001 0.0648

120 141 >240 >240 >240 >240 220a

Média 117B 185A 190A 189A 176B
Deterioragao (°C)

30 25.59 25.07 15.35 10.11 16.09 18.64b

60 25.36 4.88 4.88 9.97 5.09 10.03a 4,36 <0.0001 0.0003 0.3192

120 25.05 5.32 0.00 4.98 0.00 7.07a

Média 25.67B 11.76A 6.74A 8.35A 7.06A

'"EMP=erro médio padrio; 2Efeito de inoculagdo; *Efeito do tempo de estocagem; “Efeito da interagdo do tratamento x tempo de estocagem;
Meédias com diferentes letras minusculas diferem em tempo de estocagem (P > 0,05).

Meédias com diferentes letras maitsculas diferem em inoculagéo (P > 0,05).
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Figura 1 - Grafico de estabilidade e processo de deterioragdo aerdbia de silagens de graos

umidos de milho estocados por 30 dias.
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Figura 2 - Grafico de estabilidade e processo de deterioragcdo aerdbia de silagens de graos

umidos de milho estocados por 60 dias.
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Figura 3 - Grafico de estabilidade e processo de deterioragdo aerdbia de silagens de graos

umidos de milho estocados por 120 dias.
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5 CONCLUSAO

A inoculacdo com diferentes cepas a silagem de graos umidos de milho,
especificamente, os inoculantes Platinum, Platinum I, Platinum II e Fresh, possibilita menores
perdas por gases, menor deterioragdo, assim como maior estabilidade aerdbia do alimento. Os
inoculantes com combinagdo de L. hilgardii e L. buchneri (Platinum, Platinum I e Platinum II)
sao mais eficientes em melhorar a estabilidade aerdbia. Dentre os tempos de estocagem
avaliados, a partir de 60 dias observa-se valores de pH mais estaveis, menores deterioragdes e

maior estabilidade.
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