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RESUMO

O trabalho analisa o efeito do inoculante bacteriano em silagens de capim Elefante
(Pennisetum purpureum cv. Roxo) em concentracfes crescentes de inclusdo. O
experimento realizado no Departamento de Zootecnia da Universidade Federal Rural
da Amazoénia (UFRA) consistiu em cinco tratamentos e quatro repeticdes (Controle,
LP/PC4, LP/PC5, LP/PC55, LP/PC6) que se encontravam em baldes plasticos com
tampa e vedada com fita plastica, onde foram pesadas semanalmente ate o final do
experimento. Foram realizadas analises quimicas e bromatologicas da forragem e
das silagens onde foi retirada amostras no momento da abertura (Dia 0) e no ultimo
dia de aerobiose (Dia 10), alem da contagem de fungos e leveduras nas silagens
para avaliar a qualidade do material ensilado. No periodo de aerobiose foi inseridos
data loggers nos silos para a observar a temperatura na pés fermentagcdo. N&o
houve diferenca significativa na composi¢céo quimica das silagens e na contagem de
fungos, recuperacdo de matéria seca, mas houve diferenca na contagem de
leveduras no momento de abertura. O tratamento de maior dosagem do inoculante
ajudou teve maior tempo para a quebra da estabilidade aerdbia, quando comparado
com o tratamento Controle. A utilizacdo do inoculante bacteriano Lactobacillus
plantarum e Pediococcus acidilactici pode ser recomendavel, pois melhorou a
estabilidade, mas em termos de perfil fermentativo e composi¢cdo bromatolégica,

seus efeitos foram minimos.

Palavras-chave: Estabilidade Aerdbia. Inoculante bacteriano. Silagem de capim

Elefante.



ABSTRACT

The research analyzes the effect of the microbiological inoculant in silage of elephant
(Pennisetum purpureum cv. Purple) in increasing concentrations of inclusion. The
experiment was conducted at the Department of Zootecnia (Animal Science),
Universidade Federal Rural da Amazoénia (UFRA) consisted of four replications and
five treatments (Control, LP/PC4, LP/PC5, LP/PC55, LP/PC6) who were in plastic
buckets with lids and sealed with plastic tape, which were weighed weekly until the
end of the experiment. Were carried out chemical and bromatological analysis of
forage and silages in samples at the opening (Day 0) and the last day of aerobic
stabilization (Day 10), beyond the counting of fungi and yeasts in silages to evaluate
the quality of the ensiled material. During aerobic data loggers were placed in silos to
observe the temperature in the post fermentation There was no significant difference
in the chemical composition of silages and mold counts, dry matter recovery, but
there was no difference in yeast count at the time of opening. Treatment of higher
dosage of the inoculant took more time to break aerobic stability when compared with
the control. The use of Lactobacillus plantarum and Pediococcus acidilactici can be
recommended, since it improves the stability, but in terms of fermentation and

chemical composition, the effects were minimal.

Keywords: Aerobic stability. Bacterial inoculants. Elephant grass silage
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1 INTRODUCAO

O capim-elefante (Pennisetum purpureum cv. Roxo) € uma das gramineas
mais difundidas e importantes no Estado do Pard, podendo ser utilizada de diversas
formas e alcancando bons niveis de producdo animal quando bem manejada.
Segundo Faria et al. (1996), a ensilagem do capim-elefante minimiza o problema da
estacionalidade de producéo de forragem que, no caso da referida graminea, tem
80% da producéao no periodo chuvoso.

Com a evolucao da pecuaria, os sistemas de producdo intensivos passaram a
ser uma opgao para os produtores brasileiros, e conseqientemente a utilizacdo de
forragem de alta qualidade durante o ano todo passa a ser um importante
componente dos programas de alimentacdo. Ao longo dos ultimos anos houve a
intensificagcdo das técnicas de conservagdo de forragem, sendo a ensilagem o
processo mais preponderante no sistema produtivo (MIYAZAKI, 2008).

Vérias sdo as propostas disponiveis visando solucionar os problemas
ocasionados pela estacionalidade de producé&o de forragem, as quais devem ser
coerentes com o nivel de exploracdo pecuaria de cada propriedade. A conservacao
de forragens na forma de feno e, ou, silagem, como estratégia de manejo das
pastagens, tem se destacado como técnica capaz de possibilitar a exploracdo da
elevada produtividade das forrageiras nas regidoes de clima tropical (PEREIRA et al.,
2006).

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

Resultados inconsistentes da atividade bacteriana no controle da fermentacao
tém sido encontrados, principalmente no nosso pais. Diversos fatores podem afetar

a eficiéncia de um inoculante, tais como: a espécie bacteriana, a cultura a ser
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ensilada (concentracdo de matéria seca e carboidratos solluveis), condi¢des
ambientais (temperatura e precipitacdo), qualidade da agua utilizada na aplicacéo e
distribuicdo do produto na forragem (KUNG JR., 2009).

Entretanto, a concentracdo no momento da aplicagcdo é um ponto chave, pois
as bactérias exd6genas devem dominar o processo fermentativo (PITT;
LEIBENSPERGER, 1987). Nos Estados Unidos e na Europa os inoculantes mais
tradicionais sdo aplicados na cultura com o objetivo de alcancar uma concentragcao
de 10° bactérias por grama de forragem (KUNG JR., 2009). No Brasil, as
recomendacdes das empresas dificilmente atingem o valor de 10* bactérias/g de
forragem no momento da ensilagem, porque segundo os fabricantes o custo do
inoculante se torna inviavel.

Este trabalho objetivou avaliar o efeito da inclusdo dos microrganismos
Lactobacillus plantarum cepa MA18/5U (LP) e Pediococcus acidilactici MA 18/5M
(PA), em doses crescentes, sobre a fermentacéo e estabilidade aerdbia de silagens

de capim Elefante (Pennisetum purpureum cv. Roxo).
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. SILAGEM

Define-se silagem como sendo o produto resultante da fermentacéo da planta
forrageira na auséncia de ar, finamente picada e acondicionada rapidamente em
estrutura de armazenagem. Barnett (1954) registrou que o objetivo da ensilagem é
conseguir, dentro da massa ensilada concentracdo de &cido latico (Figura 1),
produzido como resultado da presenca de bactérias homolaticas ou &cido-laticas
dentro da cultura cortada, suficiente para inibir outras formas de atividade
microbiana e, assim, preservar o material até que ele possa ser utilizado pelos

animais.

Figura 1: Sintese da fermentacdo da glicose e da frutose pelas bactérias acido

laticas.
Glicose Frutose

/

Frutose - 6 - Fosfato

l

2 Gliceraldeido - 3 - Fosfato

l

2 Piruvato

l

2 Lactato

Glicose (ou Frutose) + 2 ADP + 2 Pi = 2 Lactato + 2 ATP + H,0
Fonte: Modificado de McDonald et al. (1991).

O produto final da fermentacdo € o acido latico, entretanto, alguns grupos
produzem quantidade consideravel de CO,, etanol e outros metabdlitos, sendo estes
denominados heterofermentativas.

Forrageiras de clima tropical apresentam contraste entre valor nutritivo e
producdo por unidade de area, influenciado pelas condi¢Bes climaticas ou por

caracteristicas da propria planta (GUIM et al., 2002). E fato bem conhecido que, com
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a maturacdo, as plantas, ainda que aumentem a producdo de matéria seca, tém o
seu valor nutritivo reduzido (VILELA, 1994). A ensilagem constitui um dos principais
métodos de conservacdo dessa graminea, ja que sua utilizac&o, na forma de pastejo
ou como reserva forrageira para corte, apresenta a mesma sequéncia ao longo do
ciclo de crescimento com alteracdes qualitativas e quantitativas da planta, devido as
variagdes climaticas.

Catchapoole e Henzel (1971), afirmam que algumas forragens tropicais sao
de dificil ensilagem, o que pode proporcionar baixo coeficiente de digestibilidade do
material ensilado. Porém os autores ressaltam, que a utilizagcdo de aditivos ou
técnicas que visem melhorar a preservacdo da forragem antes da ensilagem pode
melhorar a fermentacéo e reduzir a diminuicao da digestibilidade.

O capim-elefante é originario da Africa e introduzido no Brasil por volta de
1920 chamando a atencéo pela sua elevada capacidade de producado, despertando
rapido interesse dos pecuaristas (FARIA, 1994; ALMEIDA et al., 2006). Apesar da
elevada producao de massa por unidade de area e de teores protéicos superiores as
outras forrageiras tropicais (VILELA, 1990), com boa producdo em diferentes tipos
de solo e temperatura ambiente (LAVEZZO, 1985), o capim-elefante, Pennisetum
purpureum (Poaceae) apresenta algumas caracteristicas limitantes para o processo
de ensilagem (GUIM et al.,, 2002; LAVEZZO, 1994). Uma delas é o baixo teor de
matéria seca, que segundo Wilkinson (1983), proporciona baixa pressdo osmdtica, o
gue permite o desenvolvimento de bactérias da espécie Clostridium sp. Estas
desdobram acucares, é&cido latico, proteinas e aminoacidos em &cido butirico,
acético, amonia, gas carbbnico e aminas, com perdas qualitativa e quantitativamente
significativas (RODRIGUES et al., 2001)

Henrigue e Bose (1992), analisando o efeito de dois aditivos enzimo-
bacterianos sobre a ensilagem do capim Elefante cv. Guagu, com 50 dias de
desenvolvimento, apesar de n&o ter encontrado efeito dos aditivos sobre a qualidade
da silagem, obtiveram ingestdo de matéria seca para ovinos variando de 41,96 a
50,09 g/lUTM (Unidade de Tamanho Metabdlico = PV0,75) e coeficientes de
digestibilidade da matéria seca e matéria organica do capim Elefante de 63,78 a
65,39%.
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2.2. MICLOFLORA EPIFITA

Os microorganismos naturalmente presentes nas plantas forrageiras,
chamados de microflora epifita sdo responséaveis pela fermentacdo das silagens,
afetando também a sua estabilidade aerobia e a eficiéncia dos inoculantes contendo
microorganismos exdgenos (NUSSIO et al., 2003). O numero de cepas de
microorganismos epifitas € variavel, sendo afetado por vérios fatores: tipo de
forragem, pelo estadio de maturidade das plantas, pelo clima, por tratos
agrondmicos dispensados na conduc¢éo da cultura, pelo corte e condicionamento da
forrageira (LIN et al., 1992), bem como pela ocorréncia de incéndio prévio
(BERNARDES et al., 2002).

As plantas forrageiras normalmente sdo contaminadas por microrganismos e
o desenvolvimento de cada tipo de organismo dependera das condigdes
encontradas no meio (SANTOS et al., 2010). Na ensilagem, a presenca ou auséncia
de O, no interior do silo determinara o desenvolvimento, mesmo que temporario, de
trés tipos de microrganismos: aerdbios, anaerObios e anaerébios facultativos.
Bactérias acido laticas s@o 0s principais microrganismos que atuam Nno processo
fermentativo para a conservacdo da massa ensilada. Essas bactérias incluem,
principalmente, o0s géneros Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus e
Leuconostoc, que produzem principalmente &cido-latico como produto da
fermentacdo dos acUcares. Ja as bactérias anaerébias do género Clostridium tém
efeitos negativos sobre a qualidade da silagem (JOBIM et al., 2001).

A presenca de fungos é indesejavel, ndo somente porque quebram o agucar e
0 acido latico pela via normal da respiragdo, mas também hidrolisam e metabolizam
a celulose e outros componentes da parede celular (GUIM et a., 2002). Além disso,
alguns bolores, principalmente as espécies dos géneros Aspergillus, Fusarium e
Penicillum, crescem em silagens onde ha penetracdo de ar e produzem toxinas que
sao prejudiciais aos animais e ao homem (MCDONALD et al., 1991; MUCK, 1992).

2.2.1. Bactérias Homolaticas

As bactérias acido-laticas sdo gram-positivas, ndo apresentam mobilidade
nem produzem esporos e sao catalase negativas (SANTOS et al., 2006). Elas sé&o
essenciais para o processo fermentativo que ocorre nas silagens (PENTEADO et al.,
2007; JOBIM et al.,, 2001). Segundo Pahlow et al. (2003), nenhum grupo de
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bactérias varia tanto em namero quanto as bactérias homolaticas, indo do limite de
deteccdo 10! a 10° unidades formadoras de colénias (UFC) g* forragem na alfafa,
10° em gramineas perenes e 10’ em milho e sorgo. Populacdes dentro dessa faixa
tém sido também encontradas em condi¢cGes tropicais para diferentes espécies
forrageiras (ROCHA, 2003; PEREIRA et al., 2005; PEREIRA et al., 2006; SOUSA et
al., 2006).

Particularmente, Lactobacillus plantarum sdo os maiores fermentadores da
silagem (OHMOMO et al., 2002). Embora, os Lactococcus sdo muito importantes no
estagio inicial de fermentacdo, na manutencdo de um ambiente &cido,
posteriormente, tornando-se os lactobacilos predominantes (SANTOS et al., 2006).

Avaliando o efeito de inoculantes contendo Lactobacillus plantarum,
Steptococcus faecium e Pediococcus acidilactici, com 10° UFC, sobre silagem de
capim Pangola (Digitaria eriantha), Meeske et al. (1999) verificaram que as silagens
tratadas sofreram uma queda de pH mais rapida que a observada no grupo controle,
além de apresentarem teores mais elevados de acido latico.

Mcdonald (1981) afirmou que o uso de bactérias laticas como aditivo na
ensilagem foi muito estudado no comeco deste século, mas posteriormente
abandonado, por considerar-se que a populacdo natural de bactérias laticas na
forragem fosse adequada para assegurar uma fermentagcdo normal. Hoje se sabe
gue as forragens sao fontes pobres de bactérias laticas além de algumas estirpes
presentes ndo serem apropriadas para os propositos da inoculacdo (HENRIQUE,
1992). Muck (1989) confirmou que o niamero de bactérias laticas na planta € baixo, e
gue, ap6s o corte, apenas em metade das amostras foram detectadas estas
bactérias. Este autor analisou apenas alfafa, durante dois anos, e de 300 campos
diferentes. Praticamente todos os trabalhos encontrados na literatura sobre
contagem de bactérias laticas na planta sdo de origem temperada, havendo poucos

dados nas nossas condicdes tropicais.

2.3. INOCULANTES BACTERIANOS

Desde a década de 80, séo utlizados no Brasil aditivos microbianos
formulados com bactérias de espécies como Streptococcus faecium, Pediococcus
acidilactici e Lactobacillus plantarum, cujos principios de atuacdo sdo aumentar a

producdo de acido latico e promover a rapida reducdo do pH da massa ensilada



17

(COSTA et al.,, 2001). A inoculagdo com bactérias homolaticas € feita com os
objetivos de reduzir as fermentagdes clostridicas e tornar o processo fermentativo
mais eficiente (DRIEHUIS et al., 1997). Essa pratica tem sido recomendada
principalmente para capins tropicais, tendo em vista as rotas fermentativas
indesejaveis sofridas por essas espécies (REIS et al., 2004). Segundo Pereira et al.
(2002), os resultados com inoculantes contendo bactérias homolaticas em
forrageiras tropicais tém sido pouco consistentes e conclusivos.

De uma forma geral, os inoculantes microbianos abrangem a classe de
aditivos com mais rgpido desenvolvimento e adogao em todo mundo, em virtude da
seguranca e facilidade de manipulacéo, auséncia de toxicidade para os mamiferos e
nao poluirem o ambiente, além da grande disponibilidade no mercado
(BERNARDES, 2006; MIYAZAKI, 2008; AVILA et al., 2009). O principio bésico de
atuacdo destes produtos €é o incremento na populacdo de Dbactérias
homofermentativas, e em alguns casos das heterofermentativas, capazes de
competir com 0s microorganismos epifitos existentes na forragem, de maneira a
aumentar a relacdo acido latico/acético e de outros acidos organicos envolvidos na
preservacdo das silagens, além de diminuir a protedlise e a desaminacdo da
proteina, com o uso mais adequado dos carboidratos sollveis e conseglientemente,
maior retencdo de nutrientes na silagem (ROTZ e MUCK, 1994; KUNG Jr. et al.,
2003; PAHLOW et al., 2003; BERNARDES, 2006).

Segundo Rodrigues (2001), a utilizacdo de aditivos nas silagens de clima
tropical justifica-se devido a alta umidade e quantidade de carboidratos existentes
nestas forrageiras, além das perdas decorrentes de eventuais fatalidades (manejo,
fatores climaticos etc). O ideal seria que os aditivos tivessem comprovada
capacidade de reduzir as perdas de matéria seca, aumentar a qualidade higiénica,
limitar fermentagdes secundérias, aumentar a estabilidade aerobia (WARDYNSKI et
al., 1993), incrementar o valor nutritivo da silagem e, finalmente, oferecer ao
produtor ganhos financeiros consideraveis ao investimento inicial dessa tecnologia
(HENDERSON, 1993).

O interesse por inoculantes bacterianos vem crescendo e, dentre as
vantagens do seu uso, temos: menor custo, facilidade de manuseio e menor efeito
corrosivo no magquinario em comparacado ao uso de acidos (LUIS et al., 1992).

Aditivos contendo bactérias laticas e enzimas mostraram-se mais efetivos na
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estabilizacdo do processo fermentativo do que o uso desses aditivos isoladamente
(HENDERSON et al., 1987; MERRY et al., 1987).

Um dos fatores determinantes para o sucesso da aplicagcdo de inoculantes
bacterianos esta na compatibilidade entre a forragem e 0s microorganismos que
foram inoculados na silagem. Hill (1989) constatou que quando trés estirpes de
Lactobacillus plantarum, isoladas de milho, alfafa e sorgo foram co-inoculadas em
cada uma destas plantas, a estirpe dominante em cada silagem foi natural de cada
planta, sugerindo que uma bactéria isolada de uma determinada planta pode néo ter
o efeito esperado, quando aplicado em outra diferente (PENTEADO et al. 2007).

Existe grande numero de estudos sobre o uso de inoculantes em forragens
conservadas, no entanto, os resultados das pesquisas relacionados as melhorias do
processo fermentativo, ao valor nutritivo, ao consumo de matéria seca e ao ganho
de peso dos animais ainda sdo contraditérios (AVILA et al., 2009). A préatica de
inocular bactérias homolaticas € recomendada principalmente para capins tropicais,
tendo em vista as rotas fermentativas indesejaveis sofridas por essas espécies e
tem como objetivos a reducdo das fermentacdes clostridicas e ainda pode tornar o
processo fermentativo mais eficiente (DRIEHUIS et al.,, 1997; REIS et al., 2001;
NUSSIO et al., 2002).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. ENSILAGEM

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Setor de Zootecnia,
situado a 1°28’ de latitude sul e 48°30’ de longitude oeste de Greenwich, pertencente
a Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA), Campus de Belém,PA.

O capim Elefante (Pennisetum purpureum cv. Roxo) foi colhido no dia 22 de
novembro de 2010, com altura média de 1,20 m, e ensilado no mesmo dia em silos
experimentais consistindo em baldes plasticos de 15 litros (Figura 2), contendo 2 kg
de areia e uma tela de naylon, sendo providos com tampas plasticas e lacrados com

fita adesiva.

Figura 2: Silos Experimentais

Fonte: Arquivo Pessoal (2010)

A forragem colhida foi transportada até as dependéncias do Setor onde, sobre
lonas plasticas especificas para cada tratamento, foram aplicadas por meio de
borrifadores manuais, as diluicdbes do inoculante bacteriano e, posteriormente, o
capim foi homogeneizado manualmente. A ensilagem foi realizada através da
compactagdo manual e com auxilio de bastdes, obtendo uma densidade média de

660 + 22,04 kg de forragem/m®. Foram confeccionados quatro silos para cada
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tratamento, totalizando 20 unidades experimentais, as quais permaneceram
armazenadas por um periodo de 189 dias.

Os tratamentos foram representados por cinco doses de um inoculante
bacteriano comercial, o qual é composto pelos microrganismos Lactobacillus
plantarum (cepa MA18/5U) e Pediococcus acidilactici (cepa MA 18/5M), sendo os
mesmos descritos abaixo.

1) Sem inoculante (Controle);
2) Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici 5x10* UFC/g forragem

(LP/PCA4);

3) Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici 1x10° UFC/g forragem

(LP/PC5);

4) Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici 5x10° UFC/g forragem

(LP/PC55);

5) Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici 1x10° UFC/g forragem

(LP/PCE6);

3.2 DETERMINACAO DAS PERDAS NA FERMENTACAO

Os silos preenchidos foram pesados no momento da ensilagem e ficaram
armazenados no tempo supracitado. Decorrido o tempo previsto os silos foram
novamente pesados, para determinacdo das perdas por gases e efluentes. As
perdas gasosas foram estimadas pela diferenca de peso bruto dos silos no dia da
ensilagem e na data de abertura.

Durante o periodo de fermentacdo, os baldes foram pesados para
determinacdo das perdas por gases. As pesagens foram efetuadas semanalmente
desde o primeiro dia até completar 189 dias de ensilagem. A determinacéo da perda
por gases foi calculada pela equacéo descrita por Siqueira et al. (2007):

PG = (PSI — PSF) / MSI * 100

Sendo:

PG: Producéo de gases (% da matéria seca);
PSI: Peso do silo no momento da ensilagem (kg);
PSF: Peso do silo no momento da abertura (kg);

MSI: Matéria seca ensilada (quantidade de forragem (kg) * % matéria seca).
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A mensuracéao da producao de efluente foi calculada com o uso estratégico de
areia seca. O célculo é feito pela diferenca do peso do conjunto silo+areiattela (ap6s
retirar-se a forragem do silo) e antes da ensilagem, em relagdo a quantidade de
forragem fresca ensilada. A determinacdo da producédo de efluente foi descrita por
Siqueira et al. (2007):

PE = (PSAF — PSAI)/MNI x 1000,
Sendo:
PE = producdao de efluente (kg de efluente/t de matéria verde ensilada);
PSAF = peso do conjunto silo,areia, tela e nailon apds a abertura (kg);

PSAI = peso do conjunto silo, areia, tela e néilon antes da ensilagem (kg);

MNI = quantidade de forragem ensilada (kg).

Para determinacdo da recuperacdo da matéria seca, utilizou-se a equacao

descrita abaixo, segundo Jobim et al. (2007).
RMS = (MFab x MSab)/ (MFfe x MSfe)*100

Onde:

RMS = indice de recuperacdo 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.
3.3 AMOSTRAGENS E ANALISES QUIMICAS

Antes da ensilagem, foram retiradas amostras da forragem com objetivo de
caracterizar a planta, as quais foram secas em estufas de ventilagdo forcada, sendo

posteriormente trituradas em moinho estacionario do tipo Wiley, com peneira de

malha com crivo de 1 mm. O mesmo ocorreu com as amostras das silagens, tanto
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no momento da abertura do silo (Dia 0), quanto no final do periodo de aerobiose (Dia
10).

As concentracdes de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), os teores de
fibora em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) segundo Silva e
Queiroz (2002). O teor de carboidratos soluveis (CHO’s) foi determinado pelo
método de antrona (DISCHEZ, 1962).

O nitrogénio amoniacal (NH3) e o pH foram determinados em extratos

aquosos produzidos segundo o método descrito por Tabacco et al., 2009.

3.4. AVALIACAO MICROBIOLOGICA

As andlises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia,
pertencente ao Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) da UFRA. Tais andlises foram
efetuadas apods a abertura dos silos e no décimo dia de aerobiose.

Amostras de silagens foram pesadas (25 g) e misturadas a 225 ml de solugcéo
de agua peptonada bacterioldgica (Biolog). Apds agitacdo foram retirados 10 ml do
extrato para diluicdes posteriores em tubos de ensaio, contendo 9 ml de solugéo
salina fisiologica estéril (8,5 g de NaCl/litro de agua destilada). A partir dos extratos
diluidos (10, 102, 1073, 10, 10, 10°), foram realizadas as semeaduras (0,1 ml por
placa) em placas de Petri descartaveis contendo o meio Agar YGC (Fluka). As
contagens de leveduras e fungos foram feitas apos 72 horas e 120 horas,
respectivamente (MIYASAKI, 2008).

A diferenciacéo entre leveduras e fungos foi realizada por meio da estrutura
fisica das colbnias, uma vez que as leveduras sao microorganismos que apresentam
colénias formadas por organismos unicelulares, enquanto que os fungos sao

multicelulares filamentosos.

3.5. AVALIACAO DA ESTABILIDADE AEROBIA

Para a determinacdo da estabilidade aerdbia, foram colocados cerca de 3 kg
de silagem em baldes plasticos, os quais permaneceram abertos por periodo de 10
dias. Foi inserido em cada balde um data logger para a leitura das variacdes de
temperatura, o qual permaneceu o0 centro na massa. Outros quatro data loggers
também foram posicionados ao redor dos baldes para a avaliagao da temperatura do

ambiente. Todos os aparelhos foram programados para registrar a temperatura a
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cada 2 h. Foi avaliado o tempo necessario para a massa alcancar 2°C acima da
temperatura ambiente (KUNG et al., 1998).

3.6. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado para o experimento foi o inteiramente
casualizado com cinco tratamentos e quatro repeticdes utilizando-se o esquema de
parcelas subdivididas, em que os fatores das parcelas foram os tratamentos e o fator
atribuido a subparcela, o tempo. Os resultados referentes a contagem microbiana
foram transformados em logaritmo. Os dados foram analisados pelo programa SAS
(2001), utilizando-se os procedimentos da andlise de variancia, e as médias

comparadas pelo teste Tukey (P<0,05).



24

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 encontram-se os dados referentes aos teores médios de MS,
FDN, FDA, PB e CHO’s da forragem no momento da ensilagem. Os teores de MS
foram inferiores aos 25% preconizados por McDonald et al. (1991) como condicdo
necessaria para uma silagem de qualidade, considerando uma perda minima de
efluentes e, consequentemente, ocorra a conservacao dos nutrientes do material
ensilado. Todavia, apesar do elevado teor de umidade, as silagens tinham um bom

aspecto visual e ndo apresentaram odor desagradavel.

Tabela 1. Composi¢do quimica do capim Elefante antes da ensilagem.

Variavel

MS (%) 16,83
PB (%MS) 6,02
FDN (%MS) 73
FDA (%MS) 66
CHO's (%MS) 3,3

Fonte: Andlise dos dados de campo, 2011

O capim Elefante, embora possua alguns cultivares com teores de
carboidratos soluveis acima de 16% na matéria seca, como é o caso do Taiwan A-
148, alguns pesquisadores afirmam que teores abaixo dos 13% vem propiciando
silagens razoaveis, citados por Silveira et al. (1979) e Machado Filho e Mihlbach
(1986).

Na Tabela 2 encontram-se os dados da composi¢cédo quimica e microbioldgica
das silagens. Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos para as variaveis
MS, FDN, CHO’s, pH, NHs; e fungos filamentosos. Houve diferenca significativa
apenas na contagem de leveduras, no momento de abertura do silo, entre o

tratamento Controle e o tratamento de maior dosagem do inoculante (LP/PC 6).



25

Tabela 2. Caracteristicas quimicas, fisicas e microbioldgicas das silagens de capim
Elefante tratadas com diferentes concentragbes de L. plantarum e P.
acidilacti, no momento da abertura.

Controle LP/PC4 LP/PC5 LP/PC55 LP/PC6 EP \éZ"g
MS (%) 15,12 14,86 15,43 14,89 16,33 0,14 0,29
PB (%MS) 5,84 5,87 6,60 5,87 6,85 0,11 0,22
FDN (%MS) 67,73 67,06 68,57 72,65 70,16 0,50 0,26
CHO's (%MS) 0,72 0,62 0,65 0,54 0,50 0,02 0,29
pH 4,12 3,90 4,31 4,48 401 005 0,10
N amoniacal (%NT) 8,93 7,06 8,89 8,70 10,77 0,29 0,71

Leveduras (log
ufc/g silagem)
Fungos (log ufc/g
silagem)

583a 538ab 432ab 4,42 ab 2,06 b 1,30 0,05

3,32 2,10 1,58 5,57 2,17 0,74 0,06

Médias seguidas de mesmas letras, minlsculas nas linhas, ndo diferem (P>0,05) pelo teste Tukey;
EP: erro padrao.
Fonte: Analise dos dados de campo, 2011

Alguns autores encontraram em seus trabalhos teores de MS variando de 12
a 23% em silagens de capim Elefante, (ALMEIDA et al. 1986; VILELA et al. 1987,
ALBERTO et al. 1993; FANTINI et al. 1995; ANDRADE et al. 1998 ; SOBRINHO et
al. 1998) o que vem a confirmar, os resultados obtidos neste trabalho. Ranjit e Kung
Jr (2000), relataram pequenas variacfes nos teores de matéria seca em silagens de
milho tratadas com inoculantes microbianos. A comparacdo dos conteudos de
carboidratos residuais das silagens com a forragem (Tabela 1) evidencia que esta
fracdo foi utilizada durante a fermentacdo, uma vez que os teores desse nutriente
apresentaram queda acentuada no material ensilado.

Penteado et al. (2007), trabalhando com capim-mombaga (Panicum maximum
Jacq), observaram que a inoculagdo com Lactobacills plantarum melhorou o perfil
fermentativo considerando os valores de pH, NH3, e menores perdas de matéria
seca na silagem.

Esses microrganismos apresentam alta resisténcia as variacbes do pH e
sobrevivem em meio anaerobio. Além disso, Lindgren et al., (1985) apontam para o
fato de que a assimilacdo de lactato da silagem por fungos, leveduras e bacilos
diminui o potencial da conservacdo da silagem. Para McDonald et al., (1991) e
MUCK et al., (1992), a acao direta na degradacéo do acUcar e &cido lactico pela via
normal da respiragcdo, bem como a hidrélise e metabolizagdo da celulose e demais

constituintes da parede celular indicam como indesejavel a existéncia desses fungos



26

nas silagens. Culmina em perda de nutrientes e, conseqientemente, compromete o
valor nutritivo da silagem.

Akintokun et al. (2007), estudando o efeito do Lactobacillus plantarum e
carbohidrase na microbiota da silagem de Tridax procumbens, observaram reducéo
de pH e composicéo quimica com a incluséo do inoculante e da enzima.

Segundo Ferreira (2001), silagem de boa qualidade apresenta N-NH3 inferior
a 10%. Todas as silagens estudadas apresentaram indices bens inferiores indicando
reduzida degradacéo da PB.

No trabalho de Penteado et al., (2007) ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos para as variaveis pH e N amoniacal. De acordo com Muck (1996), a
adicao de bactérias laticas homofermentativas em silagens, pode elevar a producéo
de acido latico durante a fermentacéo, promovendo uma redug¢do mais acentuada do
pH. Desta maneira, possivelmente, em decorréncia da rapida queda do pH, ocorra
uma inibicdo da acao de bactérias proteoliticas, acarretando uma menor producao
de N-NH3 . A protedlise durante a ensilagem inicia-se com a acdo de enzimas
proteoliticas, que resultam na formacdo de peptideos e aminoacidos.
Posteriormente, bactérias do género Clostridium e Enterobactérias, que se
desenvolvem em ambientes com pH elevado (PAHLOW et al., 2003) podem produzir
amoOnia e aminas biogénicas, a partir destes peptidios e aminoacidos (MUCK, 1996).
Assim, a reducdo do pH da silagem por meio da inoculagdo pode ter reduzido o
desenvolvimento destes microrganismos, reduzindo assim a protedlise durante a
fermentacéo.

Os dados referentes as caracteristicas quimica e microbiol6gicas das silagens
no ultimo dia de aerobiose encontram-se na Tabela 3. Nao houve diferenca

significativa (P>0,05) nas variaveis pH, contagem de fungos e leveduras.



27

Tabela 3. Caracteristicas quimicas e microbiolégicas das silagens de capim Elefante
tratadas com diferentes concentracbes de L. plantarum e P. acidilacti
apos 10 dias de exposicao ao ar.

Controle LP/PC4 LP/PC5 LP/PC55 LP/IPC6 EP \é:'g
pH 6,58 7,57 6,09 6,83 5,70 0,16 0,29
Leveduras
(log ufc/g 5,91 5,61 5,97 4,54 4,01 1,32 0,43
silagem)
Fungos
(log ufc/g 4,82 4,90 5,19 5,69 5,12 1,08 0,88
silagem)

Médias seguidas de mesmas letras, minlsculas nas linhas, ndo diferem (P>0,05) pelo teste Tukey;
EP: erro padréo. log10 UFC/g silagem
Fonte: Andlise dos dados de campo, 2011

Os valores de pH aumentaram com o prolongamento dos dias de exposi¢céo
ao ar, em relagdo ao valor encontrado no momento da abertura dos silos, porém néo
diferiram entre os tratamentos (P>0,05), possivelmente pela acdo de
microrganismos. Se considerado isoladamente, o valor do pH pode se tornar um
indice de qualidade de silagens. O pH usualmente acompanha as mudancas que
podem ocorrer no conteudo de N-NH3 e acidos organicos (SILVEIRA, 1988). Vale
ressaltar que quanto mais rapido o pH cai, mais eficiente sera a preservacao, e
menor sera o desdobramento da proteina em compostos nitrogenados nao-
protéicos, como peptideos e aminoacidos, que s&o produtos da atividade das
enzimas proteoliticas das plantas. Geralmente tais enzimas atuam no inicio do
processo fermentativo, e um ambiente que as torne inativas, como baixos valores de
pH, diminui a producdo de amoénia, produto da acdo das bactérias clostridicas
(WOOLFORD, 1972; OHSHIMA; McDONALD, 1978; McDONALD, 1981).

Os fungos, particularmente as leveduras, s8o 0s microrganismos mais
freqientes associados a deterioracdo da silagem (LINDGREN et al.,1985;
McDONALD et al.,1991). Segundo Muck et al. (1991) e Ruiz e Munari (1992) o
processo inicia-se com leveduras, que transformam os acUcares em alcool. Vale
lembrar que somente a contagem de leveduras ndo explica as diferencas na
estabilidade das silagens (HENDERSON et al.,, 1979). Honig e Woolford (1980),
comentaram que silagens com mais de 10° UFC/g MS parecem ser mais propensas

a deterioracdo, porém isso ndo pode ser considerado como um fator decisivo uma
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vez que silagens com menores populacdes de leveduras também podem deteriorar
rapidamente (HENDERSON, 1993)

A recuperacdo da matéria seca (RMS) representa a quantidade de silagem,
considerando a quantidade de forragem produzida em relacdo a forragem ensilada,
ambas consideradas na matéria seca (SIQUEIRA, 2005). Enquanto que as perdas
por gases estdo associadas ao perfil de fermentacdo ocorrido na silagem (IGARASI,
2002). A Figura 3 mostra a recuperacdo de matéria seca (RMS) das silagens de
capim Elefante. Em relagdo aos valores encontrados, pode-se observar que néo
houve diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos. Este fato indica que o

aumento da dose aplicada na massa ensilada néo reduziu a recuperacao da MS.

Figura 3. Recuperacdo da matéria seca (RMS) das silagens de capim Elefante
tratadas com diferentes concentracdes de L. plantarum e P. acidilacti.
(EP=0,92; P=0,55).
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Fonte: Analise dos dados de campo, 2011

Segundo Jobim; Gongalves (2003) faz-se necessario determinar a eficiéncia
de aproveitamento da silagem, considerando a quantidade de forragem disponivel
no campo em relacdo a forragem consumida pelos animais, enfocando assim todas
as perdas ocorridas durante o processo de ensilagem e utilizagdo das silagens. De
acordo com McDonald et al. (1991), aumento significativo nas perdas por gases
ocorre quando ha producdo de alcool (etanol ou mantinol) por fermentacdo por
bactérias heterofermentativas, enterobactérias, leveduras e bactérias no género
Clostridium.
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Neste trabalho foram observadas perdas muito pequenas em todas as
silagens (Tabela 4), havendo diferenca estatistica apenas nos tratamentos com
maior dosagem do aditivo. Rezende et al. (2008) e Balsalobre et al, (2001) afirmam
em seus trabalhos que a baixa producéo de gas pode ser explicada pelo baixo teor
de CHO'’s existente na forragem, pois durante o periodo inicial de fermentagdo n&o

serviram de substrato para microorganismos como as do género Clostridium.

Tabela 4: Perdas por gases (PG) e perdas por efluentes (PE) em funcdo das doses
crescentes de Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici nas
silagens de capim Elefante durante a fase de fermentacao.

Controle LP/PC4  LPIPC5 LP/PC55 LP/PC6 EP \éZ"F’f
Efluentes
(oimy) 2143ab  201b  2343ab  2392a 2184ab 0774 00531
Gases
oima) 008 008ab  008ab  0100a  0,06b 0,007  0,0592

Médias seguidas de mesmas letras, mindsculas nas linhas, nao diferem (P>0,05) pelo teste Tukey;
EP:erro padrao.
Fonte: Analise dos dados de campo, 2011

Houve diferenca estatistica entre as silagens LP/PC55 e LP/PC6 o que torna o
resultado atipico. De acordo com Rezende et al. (2008) , plantas com baixo
conteudo de matéria seca, propiciam perdas durante a fermentacdo em decorréncia
de fermentacdo secundaria, bem como a producado de efluentes.podendo exceder
mais de 10% a perda de MS por efluente.

As perdas durante a fermentacdo podem estar ligadas as caracteristicas
inerentes a planta, pois as forrageiras de clima tropical apresentam baixa
concentracdo de carboidratos soluveis e alta umidade no momento do corte, o que
acarreta fermentacdes indesejaveis. A utilizacdo de inoculantes que contém
bactérias homolaticas pode alterar este cenario, pois estas competem com o0s
microrganismos existentes na microflora epifitica, aumentando a eficiéncia
fermentativa. De fato, em paises de clima tropical, respostas positivas tém sido
alcancadas com o uso de bactérias acido laticas, quando as forragens séao ensiladas
com altas concentracdes de CHOs, sugerindo que a limitacdo ndo é decorrente da
populacdo de bactérias, mas sim das reduzidas concentracbes de CHOs.
(SOLLENBERGER et al., 2004).

Segundo Siqueira (2005), a producdo de gases durante O processo

fermentativo em funcdo da transformacdo das proteinas e carboidratos pelos
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microrganismos que geram varios produtos como acidos orgéanicos, etanol, agua,
ATP e CO,. Oude Elferink et al. (2002), afirma que a producdo de CO2 na
fermentacdo ocorre pelas bactérias heterofermentativas que possuem a enzima
carboxilase necessaria para retirar as moléculas de CO2 do &cido pirtvico conforme
citado por Butler; Bailey (1973).

A estabilidade aerdbia da silagem pode ser definida como a resisténcia da
massa de forragem a degradacdo apoOs a abertura do silo. Alguns autores definem
como o tempo que a silagem leva para atingir uma temperatura superior a 2°C acima
da temperatura ambiente (TAYLOR; KUNG Jr., 2002; KUNG JR. et al. 2003). A
estabilidade aerdbia também poderia ser caracterizada pela temperatura acumulada
durante dez dias apés a abertura dos silos experimentais.

A estabilidade da silagem € determinada pela fermentacdo aerobia (pos-
fermentacdo) que ocorre apos a abertura do silo (JOBIM; GONCALVES, 2003). A
pos-fermentacdo sera mais intensa, quanto melhor for a qualidade da silagem, em
funcdo dos maiores teores de carboidratos solliveis (CHOSs) residuais e de acido
latico.

Os nutrientes preservados e/ou produzidos (Tabela 2) durante a fermentacao
pela presenca de bactérias homoléaticas (acido latico) podem ser consumidos
guando o silo é aberto (MUCK, 2004), pois o lactato pode servir de substrato para os
microrganismos deterioradores, o que determinaria a reducdo da estabilidade
aerobia dessas silagens (KUNG Jr et al., 2003). O acréscimo de outros acidos, como
0 acético, o propibnico e o butirico, poderiam aumentar a estabilidade, pois sao
inibidores de microrganismos deterioradores (MOON, 1983), o que ocorre
naturalmente em silagens de capins tropicais, em decorréncia das fermentacdes
inadequadas (ANDRADE; MELOTTI, 2003).

Na Figura 4 observa-se que os tratamentos LP/PC4 e LP/PC5 apresentam
maiores picos de temperatura, além de alcancar mais rapido a quebra da
estabilidade juntamente com o tratamento Controle. Na Figura 5 mostra o tempo
necessario para as silagens romperem a barreira da estabilidade. Observa-se que o
tratamento LP/PC6 foi mais estavel que o Controle (P<0,005). Isso indica que o perfil
pos-fermentativo das silagens inoculadas com concentracdo de 5x10° e 1x10°
(UFC/g forragem) proporcionam reducdo do crescimento de microorganismos

indesejaveis com maior eficacia do que as silagens nédo tratadas e com menores
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concentragdes (Tabela 3), semelhante a Miyazaki (2008) trabalhando com silagens

de milho tratadas com aditivo microbiano.

Figura 4. Temperatura alcancada acima da temperatura ambiente e quebra de
estabilidade (2° C) das silagens de capim Elefante submetidas aos
diferentes tratamentos ao longo das horas de exposi¢&o aerdbia.
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Figura 5. Tempo alcancado para a quebra de estabilidade (2° C) das silagens de
capim Elefante submetidas aos diferentes tratamentos ao longo das horas
de exposicédo aerobia. (EP = 5,30; P= 0,0095)
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Fonte: Analise dos dados de campo, 2011
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Os maiores acumulos de temperatura significam maior aquecimento da
massa ensilada ap0s 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 andlise da Tabela 4 em que é possivel observar maiores populacdes de fungos e
de leveduras no 10° dia de aerobiose e no momento da abertura (Dia 0)

Aditivos estimulantes da fermentacdo durante a ensilagem sdo usados para
aumentar a probabilidade de obtencdo de fermentacéo satisfatoria e silagem de alto
valor nutritivo com minimas perdas na ensilagem (SHARP et al., 1994). Por outro
lado, na maioria dos estudos com inoculantes foi observado redugcdo na estabilidade
aerobica das silagens inoculadas (SPOELSTRA, 1994). A presenca de O, pela
entrada de ar durante o periodo de estocagem ou na abertura do silo, favorece o
crescimento de microrganismos aerobicos. Esses microrganismos utilizam varios
substratos (os acuUcares solluveis, os acidos organicos e o etanol) derivados
diretamente da forragem ou indiretamente da fermentacdo. O resultado dessa
atividade é o aumento do pH do material conservado, perda de nutrientes, reducao
na digestibilidade e no contetdo de energia, com isso, consequentes redu¢cdes no
valor nutritivo da silagem. Assim, a silagem deteriorada pode conduzir a perdas
econbmicas elevadas e baixo desempenho animal (HONIG; WOOLFORD, 1980;
JOBIM; GONCALVES, 2003).
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5. CONCLUSOES

A aplicacdo do inoculante bacteriano Lactobacillus plantarum e Pediococcus
acidilactici ndo teve efeito sobre as caracteristicas fermentativas, embora tenha
reduzido a populacdo de leveduras, o que acabou por influenciar positivamente na

estabilidade das silagens.
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