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RESUMO

Na conservacdo de alimentos para animais, os inoculantes microbianos sdo empregados na
busca da melhoria do padrdo de fermentagdo de silagens, por meio do estimulo ao
desenvolvimento populacional dos microrganismos benéficos deste processo conservativo,
como acontece para as bactérias produtoras de acido latico, em detrimento a inibicdo dos
microrganismos indesejaveis, tais como leveduras e clostridios. O estudo proposto avaliou o
efeito do uso de diferentes inoculantes microbianos a fresco e liofilizados utilizando a cultura
do sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench], como matéria-prima para ensilagem, a fim de
indicar a possibilidade do emprego de inoculantes microbianos desenvolvidos no nosso pais.
Foram realizados dois experimentos, em um mesmo silo, Experimento 1 (tratamentos com
inoculantes liofilizados, na regido superior do silo) e Experimento 2 (tratamentos com
inoculantes a fresco, na regido inferior do silo), com cinco tratamentos e trés repeticdes por
silo, sendo os tratamentos caracterizados como controle (sem inoculante), inoculante
microbiano comercial (IC) e distintos inoculantes confeccionados a partir de bactérias laticas
isoladas da planta de sorgo: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus
rhamnosus. Quando da ensilagem, foram utilizados trés silos experimentais de madeira, que
foram abertos em distintos periodos, ou seja, 1, 3 e 28 dias apds a ensilagem. Foi utilizado o
delineamento experimental em parcelas subdivididas no tempo, no qual os trés periodos de
abertura foram as parcelas e os cinco tratamentos as subparcelas, em delineamento
inteiramente casualizado. No experimento 1, os teores de fibra em detergente neutro (FDN) e
fibra em detergente acido (FDA) sofreram efeito dos inoculantes microbianos no 3° e 28° dia
de abertura dos silos, obtendo menores valores nos tratamentos IC e LPP (L. plantarum + L.
paracasei. No experimento 2, os teores de FDN, apresentaram efeito no 28° dia de abertura do
silo, demonstrando que os tratamentos IC e LPP diferiram entre si, sendo estatisticamente
iguais aos demais. A combinacdo dos isolados microbianos liofilizados de L. plantarum e L.

paracasei mostrou potencial para uso préatico, pois foi tdo efetivo quanto o tratamento IC.

Palavras-chave: Bactérias laticas. Conservacdo das silagens. Lactobacillus plantarum.

Lactobacillus paracasei. Lactobacillus rhamnosus.



ABSTRACT

In the conservation of animal feed, the microbial inoculants are used in pursuit of improving
the standard fermentation of silages, by encouraging the population development of the
beneficial microorganisms in this process conservative, as the bacteria that produce lactic
acid, rather than using inhibition of undesirable microorganisms such as yeasts and clostridia.
The proposed study evaluated the effect of using different microbial inoculants to using fresh
and freeze-dried sorghum [Sorghum bicolor (L.) Moench], as raw material for silage, to
indicate the possibility of using microbial inoculants developed in the Brazil country. Were
conducted two experiments in the same silo, Experiment 1 (treatment with freeze-dried
inoculants in the upper region of the silo) and Experiment 2 (treatment with inoculants to cool
in the lower silo), with five treatments and three replicates per silo the treatments being
characterized as a control (without inoculum), commercial inoculant (IC) and the different
inoculants made from lactic acid bacteria isolated from the sorghum plant: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus paracasei and Lactobacillus rhamnosus. When silage were used
three experimental silos of wood, which were opened at different periods, 1, 3 and 28 days
after ensiling. We used the experimental design in split plot in time, in which the three periods
were open on plots and subplots the five treatments in a completely randomized design. In
experiment 1, the levels of neutral detergent fiber (NDF) and acid detergent fiber (ADF) had
the effect of microbial inoculants on the 3rd and 28th day of opening the silos, getting lower
values in treatments IC and LPP (L. plantarum + L. paracasei. In experiment 2, NDF, had an
effect on the 28th day of opening of the silo, showing that the IC and LPP treatments differed
significantly, being statistically equal to others. The combination of freeze-dried microbial
isolates of L. plantarum and L. paracasei showed potential for practical use because it was so

effective as treatment failure.

Key-words: Lactic acid bacteria. Conservation of silage. Lactobacillus plantarum.

Lactobacillus paracasei. Lactobacillus rhamnosus.
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1 INTRODUCAO

A pecuaria brasileira baseia-se na utilizacdo das pastagens, as quais representam a
forma mais prética e econdmica de alimentacdo de ruminantes, no entanto a sazonalidade na
oferta de alimento proveniente do pasto constitui-se um dos fatores mais restritivos da
producdo de bovinos em pastagens no Brasil. Uma das alternativas para solucionar os
problemas ocasionados pela distribuicdo irregular de forragem ao longo do ano, seria o
manejo racional da mesma, associado & conservacdo da forragem excedente, na forma de
silagem, para ser utilizada durante o periodo de escassez (RIBEIRO; QUEIROZ; NUSSIO,
2005).

Na Regido Amazénica, apesar de existir condi¢cdes favoraveis a producdo, como
elevado suprimento anual de energia radiante, precipitacdo pluvial abundante, que permite
elevada producdo de forrageiras de boa qualidade, durante praticamente o ano inteiro, ha
ainda a necessidade de suprir as demandas nutricionais dos animais em periodos de menor
disponibilidade de forragem, com reduzido valor nutritivo. O uso da silagem neste contexto
pode contribuir para elevar a produtividade animal e, consequentemente, a rentabilidade dos
sistemas produtivos amazonicos (LOURENCO JUNIOR et al., 2004).

Diversas gramineas e leguminosas sdo utilizadas para confec¢do de silagens, mas a
cultura do sorgo apresenta-se bem adaptada a este processo, por sua facilidade de cultivo e
altos rendimentos, especialmente em locais onde é freqliente a ocorréncia de longos periodos
de estiagens (ZAGO, 1991).

A ensilagem tem como principal objetivo a preservacdo original dos nutrientes
presentes na forragem fresca, durante o armazenamento, com o0 minimo de perdas de matéria
seca e energia. Para tal, é necessario que a respiragdo da planta, a atividade proteolitica, bem
como a atividade clostridica e o crescimento de microrganismos aerdbios, sejam limitados.
Esses problemas podem ser superados com o rapido enchimento do silo para obtencdo e
manutengdo de um ambiente anaerébio no silo dentro de mesmo (McDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991).

Durante este processo, a forragem verde é colocada no silo e comegam a ocorrer
transformacdes importantes da massa até que irdo diminuir de intensidade propiciando que o
material ensilado adquira caracteristicas de silagem. Ap6s o fechamento do silo o material
devera apresentar quantidades suficientes de acido latico capazes de inibir o crescimento de

microrganismos indesejaveis e a atividade do catabolismo enzimético da planta (BOLSEN et
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al., 1992). A eficiéncia da fermentacdo, na preservagdo das silagens, e, consequentemente, a
qualidade da silagem dependerd, principalmente, das bactérias epifitas presentes na forragem
trazida do campo e que sdo compactadas e colocadas dentro do silo (WOOLFORD, 1984).

A populacdo de microrganismos epifiticos, entre eles as bactérias produtoras de acido
latico, pode ser inicialmente pequena nas plantas forrageiras (SPECKMAN et al., 1988),
sendo esta afetada pelas condi¢bes ambientais (umidade, temperatura, radiagdo solar, espécie
e caracteristicas da planta), mas tende a atingir nimeros expre0ssivos, que podem variar ao
longo do tempo, interferindo na eficiéncia e na qualidade final da silagem, mesmo quando o
uso adequado das praticas de producdo sdo seguidas com rigor (ASHBELL, 1995). Estes
microrganismos epifiticos tém sido utilizados na confec¢do de inoculantes microbianos, a fim
de favorecer a conservacdo da matéria seca ensilada, reduzindo as fermentagdes indesejaveis e
aumentando a estabilidade aerébia (HENDERSON, 1993).

No processo de ensilagem, é possivel que o uso de diversos inoculantes contendo
bactérias homofermentativas, possuam uma maior eficiéncia quanto a producdo de &cido
latico (GIMENES et al., 2006), no entanto, segundo Contreras-Gevea e Muck (2006), a
combinagdo de bactérias homofermentativas com heterofermentativas proporcionam também
uma boa fermentacéo e recuperacdo de matéria seca, atraves da maior concentracdo de acido
acetico que da a silagem a possibilidade de apresentar uma maior estabilidade aerdbica.

Inoculantes microbianos desenvolvidos a partir da propria planta que se deseja ensilar
tém revelado melhor padrdo fermentativo e maior recuperacdo da matéria seca ensilada do
que inoculantes confeccionados com microrganismos isolados de outras plantas. Isto
demonstra a necessidade de estudos envolvendo a avaliagéo e a quantificacdo da microbiota
primitiva nas plantas comumente utilizadas para ensilagem no nosso pais, haja vista que, 0s
microrganismos contidos nos inoculantes comerciais, foram isolados e desenvolvidos em
outros paises (DAESCHEL; ANDERSON; FLEMING, 1987).

Segundo Ashbell (1995), inoculantes utilizados em determinadas regifes com sucesso
podem nado ser eficientes em outras, indicando possivel influéncia das condi¢bes do local
sobre o efeito do inoculante na silagem. Além disto, a bactéria a ser indicada para compor um
dado inoculante devera atender requisitos basicos, tais como eficiéncia na competicdo com a
flora microbiana natural da propria planta, ser efetiva junto ao processo fermentativo no
interior do silo, dentre outras particuliaridades, capazes inclusive de beneficiar o desempenho
dos animais (MUCK, 1993).

O conhecimento profundo das caracteristicas dos microrganismos até hoje encontrados

e que atuam na ensilagem, é tido como o caminho inicial de novas descobertas na area de
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conservacdo de alimentos vegetais. De modo a desenvolver tecnologias capazes de garantir
melhores condigBes para que as plantas forrageiras sejam ensiladas com menores perdas,
reforga Silva; Ferreira; Fernandes (2004).

O estudo teve como objetivo avaliar culturas de bactérias laticas coletadas em silagem
de sorgo, no Estado do Par4, quanto & eficiéncia do uso como inoculantes microbianos frescos
e liofilizados no processo de fermentacéo e preservacdo dos nutrientes da propria silagem de

sorgo.



19

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 0 SORGO NA PRODUGAO DE SILAGEM

O sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] é de origem africana e pertencente a familia
Gramineae. E 0 quinto cereal mais plantado no mundo, atréas do trigo, arroz, milho e cevada
(RIBAS et al., 2007).

O sorgo, pela adaptacdo geogréfica, € uma opcdo de cultura para contornar
adversidades e limitagdes regionais em solo e clima, explorando, de forma sustentavel, as
caracteristicas agrondmicas locais, sem prejuizos & produtividade animal, com qualidade
nutricional. Para Barbosa e Silva (2002), o aumento do cultivo do sorgo pelos agricultores
brasileiros, deve-se provavelmente as caracteristicas de cultivo, tais como a tolerancia ao
déficit hidrico, sua capacidade de explorar maior volume de solo e por apresentar um sistema
radicular abundante e profundo (STONE et al., 1996), além da capacidade de apresentar
rendimento produtivo semelhante ao milho, quanto a matéria seca, em condicdes de estresse
(SINGH; SINGH, 1995).

Na ultima década, a producdo nacional de sorgo aumentou em cerca de 40% ao ano.
Nesse periodo, houve o acréscimo em torno de 50% na sua produtividade e a area cultivada
aumentou em 300%. De acordo com o levantamento da safra 2007/2008 (CONAB, 2008), a
cultura do sorgo apresentou incremento de 24% na producéo total, em relacéo a safra anterior,
ou seja, de 1,4 para 1,8 milhGes de toneladas. Fato ocasionado pelo aumento da area cultivada
em 14,5%, enquanto a produtividade se manteve praticamente estavel.

O sorgo se destaca como espécie que tem resisténcia a fatores adversos de ambiente,
com elevadas producdes de massa seca por area, bom padrdo de fermentacao e elevado valor
nutritivo das silagens produzidas. Por esses motivos, ocorre no Brasil um importante aumento
das areas cultivadas com sorgo destinado a ensilagem (PEDREIRA et al., 2003).

A variabilidade genética dessa espécie permitiu a obtencdo de grande nimero de
hibridos, com caracteristicas agrondmicas e valores nutritivos diferentes, com consequentes
variagOes na produtividade e padrdes de fermentacdo, resultando em silagens com diferentes
qualidades. Além do valor nutritivo, proximo ao da silagem de milho, a planta de sorgo
conserva Vvivo seu sistema radicular possibilitando a rebrota, caso haja condi¢Ges de umidade,

temperatura e fertilidade do solo, de até 60% da producdo de matéria seca do primeiro corte,
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reduzindo significativamente o custo de produgdo da silagem (MIRANDA; REZENDE;
VALENTE, 2002).

Segundo Miranda e Pereira (2006), agronomicamente 0 sorgo apresenta trés tipos de
cultivares com caracteristicas bem distintas:

1)Sorgos forrageiros tradicionais: sdo plantas de porte alto, acima de 2,70 metros de
altura, o que confere a essas cultivares um alto potencial de producdo de massa verde. A
qualidade da silagem desse tipo de sorgo é inferior a uma boa silagem de milho, devido a
baixa produgdo de gréos;

2)Sorgos de duplo-propdsito sdo plantas que produzem silagem de qualidade
comparével a de milho. S&o hibridos de porte médio, com plantas variando de 2,00 a 2,30
metros de altura. A producdo de massa verde € alta, variando de 40 a 55 t/ha no primeiro
corte, com boa producdo de gréos (4 a 6 t/ha), o que confere alta qualidade a silagem;

3)Sorgos Graniferos: sdo cultivares de porte baixo, apresentando altura inferior a 1,70
metros, desenvolvidas especialmente para a producgdo de gréos, podendo chegar a 8,0 t/ha de
grdos secos, ou mais. Quando utilizados para silagem, a producdo de massa verde € muito
baixa, geralmente abaixo de 30 t/ha, mas a qualidade da silagem é elevada, devido a alta

percentagem de graos na matéria seca.

2.2 ENSILAGEM E SILAGEM

A ensilagem € prética antiga, realizada pelos egipcios entre 1000 e 1500 a.C. Em
épocas remotas, usava-se 0 processo de ensilagem como forma de conservar folhas de videira
e gramineas para o periodo de escassez. No Brasil, a introducdo da técnica de ensilagem
ocorreu, provavelmente, no seculo passado (ANDRIGUETO et al., 2002).

Segundo Woolford (1984), a silagem é o produto formado quando gramineas ou outro
material com teor de umidade suficientemente alto, sujeito a deteriorizacdo por
microrganismos aerobicos, é armazenado anaerobicamente. J4 para Andrigueto et al. (2002), o
termo silagem é definido como produto decorrente de processo de acidificagdo fermentativa
de forragens verdes, que resulta na preservacao, servindo como alimento ao gado. Enquanto
Cardoso e Silva (1995), denominam de silagem, a forragem verde, com alto teor de umidade,

conservada por meio de processo de fermentagdo anaerdbica.
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O processo de ensilagem é o método de conservagdo de forragens mais empregado no
mundo todo. Quantidades adequadas de forragens de alta qualidade constituem a base da
crescente produgdo leiteira e de carne. A silagem cresce em popularidade devido a
possibilidade de incremento do potencial produtivo do solo, reducéo do custo de producéo do
alimento, baixo indice de perdas e melhoria na qualidade da forragem (BJORGE, 1998).
Outro fator que tem contribuido para 0 aumento da ensilagem € a integragdo lavoura-pecuaria,
entrando o componente agricola como forma de reduzir o custo de recuperagao ou renovagdo
da pastagem (SILVA, 2001).

Dos fatores que determinam o padrdo de fermentagdo durante a ensilagem, os
intrinsecos a planta forrageira sdo representados pelos adequados teores de umidade,
carboidratos solUveis e por apresentarem um baixo poder tampdo. Com relacdo aos fatores do
meio, uma fermentagdo adequada so é garantida em ambiente de anaerobiose, pelo emprego
adequado das técnicas de producdo, tais como colheita do material no momento certo,
tamanho adequado das particulas, rapido enchimento do silo, compactacdo para efetiva
expulsdo do oxigénio do interior do material ensilado, até a perfeita vedacgdo do silo a fim de
evitar a infiltracdo de ar e/ou 4gua (McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991), assim
compor protecdo externa, sobretudo aos roedores e outros tipos de animais potencialmente
capazes de representar risco ao silo.

Durante a operacdo de abastecimento do silo, se esta for demorada, as atividades
respiratorias do material da planta e, especialmente dos microrganismos aerébicos, podem
provocar consideravel aumento de temperatura e perdas de digestibilidade, sobretudo da
fracdo protéica (SILVA; FERREIRA; FERNANDES, 2004).

Para a obtencdo da silagem, o metabolismo das bactérias produtoras de acido latico
deve ser estimulado. Segundo Santos, Zanine e Oliveira (2006), o tamanho da particula, a
compactacdo do material e a vedagdo adequada do silo influenciam diretamente a qualidade
da fermentagdo. Quanto mais rapidamente for a anaerobiose estabelecida dentro do silo, mais
rapidamente as bactérias acido laticas poderdo atuar para que aconteca um adequado processo
de conservacao.

Os processos bioldgicos envolvidos na transformacdo da forragem Umida em silagem,
em meio anaerobio e na utilizacdo da mesma sdo divididos em varias etapas: inicialmente,
quando a planta € colhida, os microrganismos aerobios epifiticos convertem carboidratos
sollveis em diéxido de carbono, &gua e calor. Desta forma, o oxigénio contido na massa
ensilada é rapidamente consumido ap6s o fechamento do silo (McDONALD; HENDERSON,;

HERON, 1991). Quanto mais controlada for a fase aerdbica (fase 1), melhor a qualidade do
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produto final. De acordo com Vilela (1998), o aumento de temperatura nessa fase favorece a
“caramelizacdo” da silagem, isto é, a condensacdo de carboidratos e aminoécidos, evento
conhecido por ‘reacdo de Maillard’, cujo produto confere cor marrom ao alimento e reduz a
disponibilidade da proteina aos ruminantes, que ndo dispdem das enzimas digestivas
necessarias para digerir os complexos formados nessa reacdo (MAHANNA, 1997).

Em seguida, inicia-se a fase anaerdbia ou fase fermentativa (fase 1), que vai de 24 a
72 horas apés o fechamento do silo, sendo a fase onde é possivel observar a rapida
multiplicacdo de bactérias laticas heterofermentativas e das enterobactérias, que se mantém
em grande nimero, enquanto o pH da massa for alto (em torno de 7,0). A medida que diminui
o pH do material ensilado a valores abaixo de cinco, ser& observada a crescente producéo de
acido acético, acido latico e CO,, e as bactérias heterofermentativas diminuem sua atividade
(SILVA; FERREIRA; FERNANDES, 2004).

A fase Il ou fase de transicéo ocorrera quando o declinio do pH favorecer o aumento
da eficiéncia das bactérias produtoras de &cido latico (BAL), homofermentativas. O pH
comegara a ser efetivo quando a populacéo de BAL é da ordem de 10° ufc/g™ de forragem.
Simultaneamente acontece a estabilizagdo da temperatura da silagem entre 30° e 40°C. Esta
condicéo ocorrera a partir de uma semana do fechamento do silo.

Na fase IV ou fase de estabilizagdo, a concentragdo de acido latico oriundo da
fermentacdo dos carboidratos solUveis é elevada, ficando o material ensilado potencialmente
conservado (HOLZER et al., 1999; SILVA; FERREIRA; FERNANDES, 2004). Esta € a fase
mais longa do processo de ensilagem e caracteriza-se pela estabilidade do pH, que se mantém
baixo e inibe o crescimento de bactérias putrefativas, mofos e leveduras.

A fase seguinte (Fase V) é considerada de definicdo do pH e de conversdo do &cido
latico, e por isto dependera grandemente da umidade e do tipo da forragem que foi utilizada
para ser conservada. Forrageiras contendo baixos teores de carboidratos sollveis (4 — 6%) e
alta capacidade tamponante irdo geralmente atingir o pH terminal proximo de 4,5, valor que
se encontra fora do intervalo tido como 6timo (3,8 — 4,2), e que indica a ocorréncia de
fermentacGes indesejaveis. As silagens de milho e sorgo, que possuem altos niveis de
carboidratos sollveis e baixa capacidade tamponante, apresentam um pH final mais baixo. E
importante considerar que o pH sozinho ndo é um bom indicador da qualidade da
fermentacdo, sendo, portanto, necessario a avaliacdo de outros parametros para que uma boa
caracterizacao possa ser efetuada (SILVA; FERREIRA; FERNANDES, 2004).

De acordo com estes mesmos autores, na fase VI ou fase de abertura do silo ocorrera a

exposicdo do material ensilado ao ar atmosférico.
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E importante ser lembrado que a silagem é um alimento conservado, mas nio inerte,
pois, segundo Zago (1999), quando da abertura do silo, as popula¢fes de microrganismos
aerobios retomam seu crescimento, o que inevitavelmente deteriorara a silagem. Este processo
é caracterizado por aumentos de temperatura, pH e oxida¢do dos produtos da fermentagédo
(RODRIGUES et al., 2002). Neste sentido, Kung Jr. (2001) comenta que a silagem que possui
microrganismos aerobios em sua massa quando exposta ao ar, resulta na ocorréncia de perdas
de matéria seca e consequente perda da qualidade da silagem.

Os processos de enchimento, fermentacdo e fechamento influenciam as perdas na
abertura do silo, além do tempo de exposicéo da silagem ao oxigénio atmosférico, durante a
abertura. Para que esse tipo de manejo seja possivel, é necessario o correto dimensionamento
do silo, sem que haja excesso de movimento do material que permanecerd armazenado
(SILVA; FERREIRA; FERNANDES, 2004).

Quando o silo é aberto, a face da abertura que permanece em contato direto com o ar
atmosférico rapidamente sofrerd acdo de microrganismos oportunistas que iniciam atividade
metabolica produzindo calor e consumindo nutrientes. (SIQUEIRA; BERNARDES; REIS,
2005). De acordo com Schmidt (2006), a perda de componentes nutritivos apos a abertura dos
silos é, também, fator determinante do valor nutritivo das silagens. O autor completa, que a
exposicdo da silagem ao oxigénio, tanto no painel do silo, quanto no cocho ao fornecer aos
animais € inevitavel, permitindo o crescimento de microrganismos aerobios que causem
deterioracdo da forragem. Por isso, além de contribuirem para a redugdo de perdas oriundas
do processo de ensilagem, os aditivos tém sido preconizados para aumentar a estabilidade
aerdbia de silagens.

A utilizacdo dos nutrientes da silagem pelo processo respiratério de levedura e mofos
resulta na producdo de CO,, H,O e calor. Bactérias acido-acéticas e bacilos também podem
estar envolvidos em algumas circunstancias. Mofos podem produzir aflatoxinas e/ou outros
compostos tdxicos, que podem comprometer a salde dos animais. O aumento da temperatura
do silo apds a abertura depende dos niveis de microrganismos aerdbicos ou dos seus esporos
viaveis na silagem no momento da abertura do silo, do tempo de exposic¢do da silagem antes
do fechamento do silo, das caracteristicas da silagem, e da temperatura ambiente. Quanto
maior a quantidade de microrganismos aerdébicos apds a abertura do silo, mais rapido sera o
aquecimento da silagem. Portanto, 0 manejo dos processos de enchimento, fermentagdo e
fechamento do silo tém efeito sobre as possiveis perdas que venham ocorrer quando da
abertura do silo (SILVA; FERREIRA; FERNANDES, 2004).
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As bactérias que compdem os inoculantes de silagens fermentam agUcares (glicose e
frutose) em &cido latico, resultando na menor quantidade de perdas na fermentagédo
(McDONALD e HENDERSON, 1981). Assim, acelerando o processo de fermentagdo com o
aumento da producéo de &cido latico e a rapida queda do pH, poderia resultar em menor perda
de nutrientes, maior estabilizacdo da silagem apo6s a abertura do silo e em producdo de
silagem com maior qualidade (LAVEZZO, 1993; BOLSEN; ASHBELL; WILKINSON,
1995). Muck e Kung Jr. (1997) verificaram em uma de suas revisdes efeito inconsistente dos
inoculantes contendo BAL homofermentativas, sobre a estabilidade aerdbia das silagens. A
razdo deste achado inclui o fato do acido latico, isoladamente, ndo exercer acdo antifungica
eficiente, além da reducéo da sintese de &cido acético, devido a fermentacdo homolética
predominante. Ja Kung Jr. (2001) ressalta que silagens tratadas com bactérias
homofermentativas podem ser estaveis, caso a pratica de alimentacdo e o manejo do silo
forem adequados. Porém, o nimero de produtores que utilizam silagem e, dominam esta
tecnologia, ainda é restrito, o que condiciona a busca de novos aditivos capazes de melhorar a

estabilidade pos-abertura.

2.3 MICROBIOTA EPIFITA

Os microrganismos naturalmente presentes nas plantas forrageiras, também
caracterizados como sendo a microflora epifitica, sdo os responsaveis pela fermentacdo das
silagens, afetando a estabilidade aerdbica das mesmas. O ndmero de microrganismos
epifiticos varia grandemente, sendo afetado pelo tipo de forragem, estadio de maturidade das
plantas, clima, tamanho do corte e modo como a forragem picada é acondicionada (LIN et al.,
1992).

A flora microbiana da cultura forrageira antes da ensilagem é diferente daquela
encontrada ao longo do processo de fermentacdo ou na silagem, tanto em nimero, como
taxonomicamente. Os principais microrganismos presentes nas plantas, segundo Pahlow,
Muck e Driehuis (2003), sdo as bactérias produtoras de acido latico (BAL), enterobactérias,
leveduras e mofos. Na concepcéo de Langston e Bowman (1960 apud PAHLOW; MUCK;
DRIEHUIS, 2003), a microbiota total, em forragens frescas, antes da ensilagem, varia entre
10° e 10° ufc/g™ de forragem.
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Durante o processo de ensilagem ocorre o desenvolvimento e predominancia de
grupos diferentes de microrganismos nas diferentes fases do processo, observando-se,
portanto, uma sucessdo de microrganismos que estdo diretamente relacionados com a
concentragdo de O, e com o pH do meio (MEESKE; BASSON; EMANUEL, 1999).

Jobim, Gongalves e Santos (2001), afirmaram que as plantas forrageiras s&o
naturalmente contaminadas por microrganismos epifitas, benéficos ou ndo, e o
desenvolvimento de cada espécie dependera dos tipos de condi¢bes encontradas no meio. No
processo de confeccdo da silagem a presenca ou auséncia de O, no interior do silo
determinard o desenvolvimento microbiano, mesmo que temporariamente, sendo observados
trés tipos de microrganismos: aerdbios, anaerdbios e anaerdbios facultativos. A agdo dos
diferentes grupos de bactérias levara a formacao de produtos de maior ou menor importancia
para a conservacao e qualidade da silagem.

H& uma escassez de informagGes relacionadas as bactérias epifiticas das forrageiras,
sobretudo quanto ao grupo caracterizado como bactérias laticas, que sdo responsaveis pela
producdo do acido latico, tido como sendo fundamental para uma boa conservacdo da
silagem, bem como para o fornecimento de energia, quando esta constitui parte da dieta dos
ruminantes (PAHLOW, 1989).

Os principais grupos de microrganismos, desejaveis ou ndo, envolvidos com a

producdo de silagens sdo caracterizados, a seguir:

2.3.1 Bactérias acido laticas

O grupo de bactérias cido laticas (BAL) é constituido por microrganismos associados
a diversos alimentos incluindo a silagem, o milho, as hortaligas, a cevada, a carne e o leite
(CARR; CHILL; MAIDA, 2002; HICKEY, 2002; FERREIRA, 2003).

As BAL estdo presentes na microbiota primitiva de forrageiras perenes e anuais, sendo
essenciais ao longo de toda a fermentagdo das silagens. Este importante grupo de
microrganismos destaca-se pela diversificacdo quanto as espécies e numeros, partindo do
limite de deteccdo 10" a 10° ufc g™ de forragem, de acordo com as distintas plantas, solos e
estacdes do ano (PAHLOW; MUCK; DRIEHUIS, 2003). PopulacBes dentro dessa faixa tém
sido tambem registradas em condicGes tropicais, para diferentes espécies forrageiras
(ROCHA, 2003; PEREIRA; SOUZA; PENTEADO, 2005; PENTEADO et al., 2006).
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Observou-se ainda que o periodo em que as BAL se tornam predominante dentro do silo
varia, sendo dependente da composicdo da microbiota epifita, da quantidade de carboidratos
sollveis e do teor de matéria seca do material colhido. Quanto mais rapido o desenvolvimento
das bactérias laticas, mais acentuada é a queda do pH e, consequentemente, a inibicdo de
microrganismos indesejaveis, tais como as enterobactérias e bactérias clostridicas (SANTOS,
2007).

As BAL sdo microrganismos anaerobios, anaerdbios facultativos ou microaerofilos
que apresentam melhor desenvolvimento em meios com baixas tensfes de oxigénio.
Apresentam-se sob a forma de cocos ou bacilos, asporogénicos, ndo redutores de nitrato a
nitrito, gelatinase negativos e incapazes de utilizar o lactato. S&o quimiorganotroficas,
basicamente sacaroliticas, e atuam preferencialmente sobre os carboidratos. Classificam-se
como mesdfilas ou termdfilas, com temperaturas 6timas de crescimento variando entre 30 e
37°C e 45 e 50°C, respectivamente. Como produto do metabolismo primario dos aglcares
produzem o &cido latico e necessitam de grande quantidade destes, assim como de vitaminas
do complexo B e de alguns amino&cidos, em determinadas espécies, para obtencdo da energia
necessaria a biossintese e reprodugdo (FERREIRA, 1987; KLEIN et al.,1998; CARR; CHILL,;
MAIDA, 2002; FERREIRA, 2003).

Por varias décadas, foram considerados como verdadeiros componentes do grupo
latico os géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus e o recém denominado
Lactococcus (VEDAMUTHU et al., 1992; CARR; CHILL; MAIDA, 2002; FERREIRA,
2003). Apoés inameras agregacgdes, desagregacOes e reclassificagBes, juntamente com o
aparecimento de novos géneros, o grupo de bactérias &cido laticas esta atualmente constituido
por 15 géneros de bactérias (Quadro 1).

Os géneros Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus, e
Streptococcus sdo as bactérias que constituem o principal grupo de microrganismos que sao
regularmente associados a silagem (PAHLOW; MUCK; DRIEHUIS, 2003).
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Géneros Morfologia

Aerococcus Cocos, pares/ aglomerados/ tétrades
Atopobium Bacilos, pares

Bifidobacterium Pleomorfos

Brochothrix Cocos, ovoides/ pares
Carnobacterium Bacilos, pares

Enterococcus Cocos, isolados/ cadeia
Lactobacillus Bacilos, isolados/ pares/ cadeia
Lactococcus Cocos, pares/ cadeias curtas
Leuconostoc Cocos, ovaides/ pares/ cadeias curtas
Oenococcus Cocos, ovaides/ pares

Pediococcus Cocos, tétrades

Streptococcus Cocos, isolados/ cadeias de tamanhos variados
Tetragenococcus Cocos, ovaides/ pares/ tétrades
Vagococcus Cocos, ovoides/ pares, tétrades
Weissella Cocos, ovaides/ pares

Fonte: Ferreira, 2003.
Quadro 1. Géneros de bactérias do grupo latico e sua morfologia.

Com base no metabolismo fermentativo as BAL podem ser classificadas em
homofermentativas ou heterofermentativas. As homofermentativas produzem acido latico
como o principal produto da fermentacdo da glicose, enquanto que as heterofermentativas
produzem diversos metabolitos como produtos resultantes da fermentagdo da glicose, tais
como o &cido acético, CO, e etanol, além do proprio acido lactico. O grupo das bactérias
lacticas homofermentativas inclui os géneros Streptococcus, Pediococcus e os Lactobacillus
homofermentativos, e o grupo heterofermentativo inclui os géneros Leuconostoc e um
subgrupo do género Lactobacillus (CARR; CHILL; MAIDA, 2002).

2.3.1.1 Género Lactobacillus
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O género Lactobacillus apresenta-se sob a forma de bacilos ou cocobacilos gram
positivos, isolados, aos pares ou formando correntes curtas, anaerdbios facultativos ou
microaerofilos. Ndo formam esporos, sdo catalase negativa, porém algumas espécies podem
produzir pseudocatalase. Sdo na maioria imdveis e crescem na faixa de temperatura que varia
entre 2 e 53°C (FERREIRA, 2003). Eles sdo uma parte importante do grupo de BAL,
chamado como tal, porque a maioria dos seus membros converte lactose e outros aglicares em
4cido latico. Eles sdo comuns e geralmente benignos (FERRERO et al., 1996; VASQUEZ et
al., 2005).

Para as espécies do género Lactobacillus, trés grupos foram definidos com base na
presenca ou auséncia das enzimas aldolase e fosfoquetolase desde a Ultima edicdo completa
do Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (KANDLER; WEISS, 1986). Os
agrupamentos dependem de propriedades bioquimicas e fisiologicas e ndo sdo mais baseados
em critérios classicos de Orla-Jensen (1919), como a morfologia e a temperatura, por serem
estes requisitos insuficientes para o ajuste de muitas espécies descritas recentemente no
tradicional sistema de classificagdo (PAHLOW; MUCK; DRIEHUIS, 2003).

Estes grupos sdo: Grupo | — Homofermentadores obrigatorios: sdo os que fermentam
hexoses quase que exclusivamente (> 85%) a acido latico, mas sdo incapazes de fermentar
pentoses. Estes ndo possuem a fosfoquetolase. Grupo Il — Heterofermentadores facultativos:
assim como o Grupo |, também fermentam hexoses quase que exclusivamente a &cido latico.
Sdo também capazes de fermentar pentoses e possuem as enzimas aldolase e fosfoquetolase.
Grupo Il — Heterofermentadores obrigatérios: sdo capazes de fermentar as hexoses a outros
produtos, além do acido latico (PAHLOW; MUCK; DRIEHUIS, 2003).

Os Lactobacillus que utilizam a via glicolitica para o metabolismo do agucar e em
condicBes de baixa tensdo de oxigénio tem como produto principal o &cido latico, sendo
denominados de homofermentadores. Outras bactérias, denominadas de heterofermentativas,
pertencentes a este mesmo género, possuem capacidade genética para formar outros produtos
a partir do piruvato, como o acetato, o etanol e 0 CO,. A formacéo desses compostos pode ser
verificada em condi¢fes de baixa disponibilidade de glicose e, sdo atribuidas as baixas
concentragdes de frutose 1-6 bifosfato, ativador essencial da lactato desidrogenase. Sob tais
condi¢bes, a homofermentacdo efetivamente se torna heterofermentagdo, tendo como
principais produtos o etanol, o &cido acético, o0 manitol e o &cido férmico (McDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991). O Quadro 2 mostra a divisdo do género Lactobacillus de

acordo com a habilidade fermentativa das espécies que o compdem.
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A bactéria Lactobacillus plantarum é comumente encontrada em chucrute, picles,
azeitonas e outros materiais vegetais, alguns queijos e enchidos fermentados. Este
microrganismo é gram-positivo, e ndo cresce em temperatura entre 15 a 45°C. L. plantarum
tem um dos maiores genomas conhecidos de bactérias laticas e € uma espécie muito flexivel e
versatil. L. plantarum é a bactéria mais comum utilizada em inoculantes microbianos para
silagem. Estudos tém demonstrado o efeito positivo desta bactéria sobre o perfil fermentativo
e valor nutricional de silagens (MEESKE; BASSON; EMANUEL, 1999; MEESKE;
BASSON, 1998; DRIEHUIS; OUDE ELFERINK; VAN WIKSELAAR, 2001).

Todavia, trata-se de estudos que foram realizados com microrganismos isolados em
condicBes temperadas, sendo necessdrio o isolamento e a utilizacdo de espécies de
Lactobacillus isolados em condicdes tropicais, para se obter melhores resultados por ocasido
da ensilagem de gramineas de clima tropical (ZANINE et al. 2007). L. plantarum pode ser
adicionado como inoculante com objetivo de promover o abaixamento do pH, a producdo de
acido latico e a inibicdo de enterobactérias e bactérias produtoras de &cido butirico
(EMANUEL; JOCHMANN; GADEKEN, 2005).

Grupo | Grupo Il Grupo Il
Homofermentativo Heterofermentativo Heterofermentativo
Obrigatorio Facultativo Obrigatorio

L. acidophilus L. acetotolerans L. brevis

L. amylovorus L. bavaricus L. buchneri

L. cryspatus L. casei L. celobiosus
L. gallinarum L. curvatus L. fructivoruns
L. johnsonii L. intestinalis L. hilgardii

L. delbrueckii ssp. delbrueckii L. murinus L. kefir

L. delbrueckii ssp. bulgaricus L. pentosus L. panis

L. delbrueckii ssp. lactis L. paracasei ssp.paracasei L. sanfrancisco
L. helveticus L. paracasei ssp. Tolerans

L. kefiranofaciens L. plantarum

L. salivarius ssp. salivarius L. rhamnosus

L. salivarius ssp. salicinus

Fonte: Ferreira, 2003.
Quadro 2. Classificagdo do género Lactobacillus em grupos de acordo com sua habilidade

fermentativa e algumas espécies que os compdem.
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As bactérias Lactobacillus rhamnosus sdo gram-positivas, ndo esporuladas,
desprovidas de citocromos, anaerébias, mas aerotolerantes (HOLZAPFEL et al., 2001).
Apresentam-se como bacilos ndo mdveis, que crescem em temperatura de 10°C, porém alguns
em temperaturas entre 15 e 45°C. Essa espécie produz L (+) &cido lactico e fermenta
amidalina, arbutina, celobiose, frutose, galactose, beta-gentiobiose, gluconato, glicose,
lactose, manitol, manose, maltose, melezitose, N-acetilglicosamina, ramnose, ribose, salicina,
sorbitol, turanose e trealose. Ndo possui a capacidade de hidrolisar arginina e uréia, porém
hidrolisa esculina (CARR; CHILL; MAIDA, 2002).

A espécie L. rhamnosus possui cepas aptas a colonizar varios ambientes naturais e
criados pelo homem, como boca, trato intestinal, laticinios, produtos vegetais, ensilagem,
esgoto e alimentos deteriorados (FELIS et al.,, 2001; STILES; HOLZAPFEL, 1997,
HAMMES; HERTEL, 2002).

A bactéria Lactobacillus paracasei é gram-positiva, catalase-negativa, acido-tolerante,
anaerodbia e estritamente fermentativa (HOLZAPFEL et al., 2001). Caracteriza-se por crescer
em temperaturas entre 10 e 40°C, ndo apresenta motilidade, produz L (+) acido lactico a partir
de amidalina, arbutina, celobiose, frutose, galactose, glicose, maltose, manitol, manose,
melezitose, N-acetilglicosamina, salicina, turanose e trealose e ndo hidrolisa arginina, esculina
ou uréia (CARR; CHILL; MAIDA, 2002). A espécie L. paracasei, bem como a L. rhamnosus
coloniza varios ambientes naturais ou criados pelo homem, como intestino humano e boca
além de produtos vegetais e ensilagem (HAMMES; HERTEL, 2002).

2.3.2 Enterobactérias

Este grupo de microrganismos desperta muito interesse pelo fato de algumas espécies
serem patogénicas ao homem, plantas e animais. S&o definidas como gram-negativas, néo
esporuladas, anaerobias facultativas, normalmente mdveis e fermentadoras de carboidratos
(McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991). O caminho mais comum de inibigdo desses
microrganismos é promovendo a anerobiose e a rapida fermentagdo que leva a producédo de
acido latico (OSTLING; LINDGREN, 1995).

As enterobactérias sdo o segundo grupo microbiano mais numeroso da microflora
epifitica ativa no silo, e, portanto, o mais importante em competicdo com a microflora de
BAL, produzindo principalmente &cido acético (PAHLOW; MUCK; DRIEHUIS, 2003).
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Dentre os integrantes da familia Enterobacteriaceae, os coliformes compreendem 0s mais
abundantes microrganismos aerébios que estdo presentes nas silagens (McDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991).

Independente da populacdo epifitica por ocasido da colheita, o ndmero de
enterobactérias podera aumentar substancialmente durante os primeiros dias apds a ensilagem,
com populacdes t&o altas quanto 108-10 ufc g ! forragem fresca, em silagens de gramineas e
leguminosas (LINDGREN et al., 1985). Silagens com alta populacéo de enterobactérias séo
caracterizadas por aumentar a producédo de &cido acético, amonia, aminas e os valores de pH
(PEREIRA; SANTOS, 2006).

Diante do exposto, torna-se evidente que a presenga desses microrganismos €
indesejavel, pois competem pelos nutrientes a serem disponibilizados as bactérias acido-
laticas, além de produzirem toxinas e relevante quantidade de amdnia, durante a ensilagem.
Os principais produtos decorrentes da fermentacdo desses microrganismos séo o lactato, o
acetato, o succinato e o etanol (HENDERSON, 1993).

2.3.3 Género Clostridium

Os clostridios sdo microrganismos anaerdbicos indesejaveis que podem se apresentar
na forma de esporos nas plantas, mas ndo pertencem a microbiota epifitica das culturas,
surgindo a partir da contaminagdo do solo pelo emprego de adubos mal compostados e
contaminados (FENLON; HENDERSON; ROOKE, 1995). Sdo responsaveis por grandes
perdas no interior do silo, pois produzem CO, e &cido butirico em vez de &cido latico
(SANTOS; ZANINE; OLIVEIRA, 2006). A temperatura de crescimento dos clostridios varia
entre 20 e 45°C e eles apresentam baixa atividade metabdlica sob valor de pH inferior a 4,0. O
desenvolvimento destes microrganismos dependera, além do meio anaerdbico, do tipo de
fermentacdo ou acidificagdo do meio (ANDRIGUETTO et al.,, 2002). As espécies mais

comuns em silagens estdo apresentadas no Quadro 3.
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Fermentadores de lactato Fermentadores de aminoacidos Qutros

C. butyricum C. bifermentans C. sphenoides
C. paraputrificum C. sporogenes C. perfringens

C. tyrobutyricum

Fonte: McDonald, Henderson e Heron, 1991.
Quadro 3. Espécies de Clostridium presentes em silagens.

Os clostridios podem ser agrupados em dois grupos fisiologicos: esporos sacaroliticos,
que fermentam principalmente aglcares em acidos organicos, e esporos proteoliticos, que
fermentam principalmente aminoacidos. Alguns destes microrganismos também utilizam
acucares e acidos latico como fonte de energia, gerando butirato, dioxido de carbono e
hidrogénio. Como apenas um mol de butirato é produzido a partir de dois moles de lactato, e
0 &cido butirico € um &cido fraco, o pH aumenta, favorecendo o crescimento de clostridios
proteoliticos, que podem degradar seletivamente muitos aminoacidos (FENLON;
HENDERSON; ROOKE, 1995). Fenlon et al. (1995) sugerem que, em conjunto com
enterobactérias, os clostridios sejam responsaveis pela producéo de grande parte do contetdo

de nitrogénio presente em forma de aménia em silagens mal preservadas.

2.3.4 Género Bacillus

Os bacilos possuem a forma de bastonetes, gram-positivos, esporulados, em geral sao
moveis, aerdbios ou anaerdbios facultativos e fermentam principalmente as proteinas. Muitas
espécies estdo presentes no solo e nos vegetais em decomposicdo. Alguns causam
enfermidades ao homem e animais, outros estéo relacionados com alteragéo do valor nutritivo
dos alimentos (COLLINS; LYNE, 1989).

Segundo McDonald, Henderson e Heron (1991), bactérias do género Bacillus
contribuem pouco ou nada na preservagéo de silagem, desempenhando grande importancia no
processo de deteriorizagdo aerobia, sob condigdes de pH acima 5,0 e temperatura alta. As
principais espécies implicadas na deteriorizacdo sdo B. cereus, B. firmus, B. lentus e B.
sphaericus (LINDGREN et al., 1985).
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2.3.5 Género Listeria

O género Listeria é formado por bacilos gram-positivos, moveis, anaerdbicos
facultativos, amplamente distribuidos na natureza, encontrados em matéria organica vegetal,
aguas poluidas, fezes, solo e silagens, sendo a espécie L. monocytogenes tida como o
microrganismo patogénico mais frequentemente associado a silagem, amplamente distribuido
na vegetacéo, na interface entre a planta e o solo (FENLON; HENDERSON; ROOKE, 1995).
Esta espécie pode sobreviver por até dois anos no solo seco e nas fezes, sendo capaz de
crescer sob temperaturas entre 4° e 44°C (WOOLFORD, 1990).

A L. monocytogenes, € a cepa mais patogénica ao homem e aos animais entre as
espécies de Listeria. Ao contrario da maioria dos patégenos de origem alimentar que
geralmente provocam sintomas gastrintestinais, as principais manifestagdes clinicas da
listeriose sdo inicialmente semelhantes as de um resfriado, com febre baixa e mal-estar geral,
podendo progredir para meningite, meningoencefalite, septicemia, aborto ou parto prematuro
(SILVA; JUNQUEIRA,; SILVEIRA, 2001).

Os animais podem ser infectados pela ingestdo de varios tipos de alimentos
contaminados, como pastagens frescas, palha e outros tipos de alimentos (McCARTHY,
1990), mas a silagem é o alimento que com maior freqiiéncia é associado a listeriose dos
ruminantes (FENLON, 1999).

Esta associacdo foi pela primeira vez estabelecida em 1922 na Islandia, local onde
ficou conhecida como a doenga da silagem Gray (1966 apud GUERRA, 2005), (GRAY,
1966). Desde entdo, a relacdo entre listeriose e consumo de silagem tem sido estudada, seja
em respeito ao gado leiteiro (RYSER; MARTH, 1991), ovino (RISSI, et al. 2010) e caprino
(GUEDES et al. 2007).

Muitos dos casos sdo resultantes do consumo de silagem de ma qualidade, ou seja,
silagem de fermentacé&o inadequada, com valores de pH variando entre 3,8 e 4,5 (OSTLING;
LINDGREN, 1993; RYSER; ARIMI; DONNELLY, 1997).

Woolford (1990) descreve que muitas espécies de Listeria tém sido isoladas de
silagem, principalmente perto da superficie, onde o desenvolvimento de mofos é evidente e a
alimentacdo com essa silagem parece aumentar a susceptibilidade do animal a doengas. Por
isso, a eliminacdo dessa silagem mal conservada, no momento de fornecer aos animais,

previne problemas de contamina¢do ndo s6é com a Listeria, mas também com outros
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microrganismos, como mofos (aflatoxinas) e esporos de clostridios (MUCK; SHINNERS,
2001).

Em estudo com silagem de azevém, Fenlon e Wilson (1998) avaliaram a deterioracéo
aerébia durante 90 dias, confirmando a relacdo entre a presenca de L. monocytogenes e
enterobactérias nas silagens deterioradas, o que mostra que esse Ultimo grupo microbiano

pode ser um indicador do risco potencial da contaminagdo por L. monocytogenes.

2.3.6 Mofos e leveduras

Os mofos, sobretudo as espécies dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium,
crescem nos fenos e nas silagens produzindo toxinas que podem acarretar problemas aos
animais (MAHANNA, 1994). Pelo fato dos mesmos serem aerdbios obrigatérios, o
fechamento completo e eficiente do silo produz uma silagem sem a presenga desses
microrganismos (McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991). A ocorréncia de mofos em
silagens esta associada, principalmente, a ma compactacdo, que permite a entrada de ar no
silo. O alto contetdo de matéria seca e o tamanho de particulas sao fatores predisponentes ao
desenvolvimento de mofos e leveduras (MUCK; SHINNERS, 2001; PEREIRA; REIS, 2001).
Segundo Fenlon, Henderson e Rooke (1995), os mofos podem estar presentes na ensilagem na
forma de esporos, restringindo a fermentacdo latica da silagem e tornando-as altamente
contaminadas, embora as vezes esta situagao seja imperceptivel a olho nu.

Téao logo o silo é aberto, as leveduras iniciam o processo de oxidacdo dos acidos
organicos produzidos na fase de conservacdo (fase anaerdbica), e por conseqiiéncia, havera
elevacdo do pH, com desenvolvimento de outros microrganismos, como mofos, Bacillus e L.
monocytogenes (WOOLFORD, 1990; DRIEHUIS; OUDE ELFERINK, 2000), razéo pela
qual o manejo ap6s a abertura do silo tem também grande relevancia para a manutencéo do
valor nutritivo do alimento que sera ofertado aos animais (CHEN; WEINBERG, 2009).

O desenvolvimento das leveduras pode ser prolongado, e o seu controle é dificultado,
por ndo serem inibidas pelo pH normalmente encontrado nas silagens. Na maioria das
espécies de leveduras o pH 6timo encontra-se entre 3,5 e 6,5, sendo que algumas espécies sao
capazes de sobreviver em pH igual ou inferior a 2 (McDONALD; HENDERSON; HERON,
1991).
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Deve se considerar que, sempre que houver penetracdo de ar nas silagens, as leveduras
e os mofos, além de causarem a deteriorizacdo aerobica e perdas no valor nutritivo da
forragem, promovem a elevacdo do pH, aumentando o risco de desenvolvimento de
microrganismos patogénicos (ROTZ; MUCK, 1994).

2.4 ACIDOS ORGANICOS

Varios &cidos organicos sdo produzidos durante a fermentacdo de silagens como:
latico, acético, butirico, isobutirico, propidnico, valérico, isovalérico, succinico e férmico
(McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991), mas na avaliacdo da qualidade do processo
fermentativo, os mais comumente utilizados sdo os acidos latico, butirico e acético. Apesar de
todos os acidos formados na fermentagdo contribuirem para reducdo do pH da silagem, o
acido latico possui fundamental papel nesse processo por apresentar maior constante de
dissociacdo que os demais, por isto, € o0 mais forte e 0 maior responsavel pelo abaixamento do
pH para a faixa de 3,8-4,2 (MOISIO; HEIKONEN, 1994).

Embora o conteldo do &cido latico seja frequentemente utilizado na avaliacdo da
qualidade da fermentacdo, a quantidade, necessaria para reduzir rapidamente o pH e impedir
0S processos que promovem a deterioragdo do material ensilado, varia conforme a capacidade
de tamponamento da forrageira e depende do contetdo de umidade da silagem. Foi observado
ainda, que ndo ha um unico contetido de &cido latico em silagens capaz de permitir a eficiente
conservacdo da forragem, o que inviabiliza o estabelecimento de niveis deste &cido como
parametro a ser seguido isoladamente na avaliagido do processo fermentativo (TOMICH et al.,
2003).

J& o contetido de &cido butirico reflete a extensdo da atividade clostridiana sobre a
forragem ensilada e esta relacionado a maiores valores finais de pH nas silagens (KUNG;
SHAVER, 2001). O contetdo desse &cido pode ser considerado um dos principais indicadores
negativos da qualidade do processo fermentativo. A sua presenga também em niveis elevados
é indicativa das silagens que apresentaram perdas acentuadas de matéria seca e energia em
comparagdo ao contetdo observado para a forragem original, antes da sua fermentacdo. O
contetido de acido butirico é positivamente correlacionado a reducéo da palatabilidade e do
consumo da forragem (TOMICH et al., 2003). Segundo Roth e Undersander (1995) uma
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silagem para ser considerada de muito boa qualidade, deve apresentar niveis de acido butirico
inferiores a 0,1% MS.

Para o acido acético, que sempre esta presente nas silagens, foi observado ser ideal que
a sua presenca seja inferior em relacdo a proporcdo encontrada para o acido latico. Sua
presenca resulta principalmente, da acdo de bactérias laticas heterofermentativas e
enterobactérias sobre os agucares, podendo, algumas vezes, ser formado pela degradagdo do
citrato, malato e aminoacidos (MOISIO; HEIKOMEN, 1994). As bactérias produtoras de
acido acético sdo as primeiras a atuar, mas logo sdo inibidas pelo aumento de temperatura e
acidez do meio (ANDRIGUETTO et al., 2002). Silagens bem conservadas devem apresentar
reduzido contedo de &cido acético, cujo nivel também pode ser utilizado como pardmetro
para a avaliacdo da qualidade do processo fermentativo (TOMICH et al., 2003). De acordo
com Rodriguez et al. (1999) uma silagem de qualidade muito boa deve apresentar niveis de

acido acético inferiores a 2,5% MS).

2.5 ADITIVOS PARA SILAGEM

Os resultados obtidos com o uso dos varios aditivos existentes no mercado, quanto a
preservacdo da silagem, além de respostas no desempenho animal, sdo extensivamente
estudados ao longo da sua producdo e utilizagio em todo o mundo (HARRISON;
BLAUWIEKEL; STOKES, 1994). Estes trabalhos tém abrangido uma variedade de espécies
forrageiras e de aditivos, porém nao de forma ampla o suficiente para esclarecer as variagdes
encontradas dentro das espécies investigadas, quando sao utilizados diferentes aditivos.

De acordo com McDonald, Henderson e Heron (1991) os aditivos comerciais podem
ser classificados em cinco categorias: 1) fontes de nutrientes e/ou MS, incluindo minerais e
nitrogénio ndo protéico; 2) inibidores de fermentacdo; 3) inibidores da deteriorizacéo
aerobica; 4) estimulantes da fermentacdo, como inoculantes microbianos e enzimas; 5)
materiais absorventes que sdo adicionados as plantas que apresentam baixo conteldo de
materia seca, a fim de evitar a formac&o de efluentes, como consequente perda de nutrientes e
poluicdo de cursos de agua.

O desenvolvimento de aditivos para silagem objetiva reduzir perdas na producao da
mesma e melhorar seu valor nutritivo (COAN et al., 2005). Segundo Schmidt (2006) a

escolha do aditivo deve ser baseada em critérios que considerem aspectos como: reducao de
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perdas de matéria seca (MS) quando da ensilagem, melhoria na qualidade higiénica, inibicdo
das fermentacdes secundarias, aumento da estabilidade aerobia, incremento do valor nutritivo
pela maior eficiéncia de utilizacdo da silagem pelo sistema digestivo do ruminante, além de
proporcionar ao produtor um retorno maior que o custo investido no aditivo.

Como menciona Santos (2007), nem sempre o uso de aditivos vem acompanhado de
melhora no desempenho de animais recebendo silagens tratadas. Entretanto mesmo que isso
ndo aconteca, se o aditivo for capaz apenas de alterar o padréo de fermentacéo de silagens,
reduzindo as perdas totais e aumentando a recuperacdo de MS de forma economicamente
viavel, sua utilizacdo ja se torna justificivel.

Varios aditivos sdo propostos e usados na reducéo da deteriorizago aerdbia, uma vez
que eles tém propriedades antimicrobianas contra a microbiota representada pelos mofos que
se desenvolvem na silagem em presenca de ar (MUCK, 1988). A decisdo quanto ao uso de um
determinado aditivo deve contemplar a eficiéncia, o custo e a necessidade do produto. Os
aditivos ndo devem ser utilizados com o objetivo de compensar préaticas inadequadas na
producdo e utilizacdo de silagens (MAHANNA, 1993; MUCK, 1993). Entre os resultados
experimentais, alguns sdo contraditorios e a recomendagdo do melhor aditivo dependeréa entre
outros aspectos, da disponibilidade na regido e das caracteristicas produtivas de cada
propriedade (VILELA, 1984).

2.5.1 INOCULANTES MICROBIANOS

No grupo dos aditivos estimulantes, encontram-se os inoculantes microbianos que séo
adicionados a silagem para estimular a fermentacéo latica, resultando em répida e intensiva
producdo de acido latico que acelera a queda de pH, melhorando a preservacao e minimizando
perdas (WEINBERG et al., 1995). Esses inoculantes microbianos sdo compostos por bactérias
acido-laticas, adicionados ou ndo de enzimas (celulases, amilases e hemicelulases), e
abrangem a classe dos aditivos com mais rapido desenvolvimento em todo o mundo (COAN
et al., 2005). Apresentam as seguintes vantagens: facilidade de uso, ndo oferecem riscos a
salide humana e dos animais domésticos, ndo sdo corrosivos, nao poluem o meio ambiente e
sdo facilmente conservados, visando & comercializacdo (FILYA et al., 2000).

O sucesso do uso do inoculante microbiano esta vinculado a trés fatores: 1) a

populacdo natural de bactérias laticas, 2) contetdo de agucares da forragem, e 3) a(s) cepas(s)
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de bactéria(s) presente(s) no inoculante. Este ultimo, diz respeito a compatibilidade entre a
planta e 0s microrganismos, visto que as bactérias constituintes dos inoculantes devem ser
eficientes na competicdo com a flora microbiana natural da planta, devendo ainda se
mostrarem efetivas junto ao processo fermentativo, condi¢fes que resultardo num maior
desempenho do animal (MUCK, 1993). Hill (1989 apud MUCK, 1996), 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 a natural de
cada planta. Isto sugere que a bactéria isolada de determinada planta pode ndo ter o efeito
esperado, quando aplicada em outra diferente.

A recomendacdo desta tecnologia baseia-se no desejo de elevar a populagdo de BAL
ao minimo de 10° ufc/g de forragem fresca no inicio do processo fermentativo, por ser
considerada como populacdo minima necessaria para que seja assegurada posi¢do dominante
do inoculante adicionado sobre as bactérias epifiticas e garantam boa preservacdo dos
nutrientes da silagem (MAHANNA, 1993; ROOKE, 1990). A silagem sem inoculante possui,
em média, 10 bactérias laticas por grama de forragem, por isso a demora da fermentagédo
latica, que possibilita o crescimento de mofos e microrganismos patogénicos, deteriorando a

silagem e colocando em risco a satde dos animais (OLIVEIRA, 2005).

2.6 COMPOSICAO DO INOCULANTE

T&o importante para o sucesso da inoculagdo quanto a quantidade de microrganismos
inoculantes é a composicdo microbiana do indculo a ser adicionado a silagem (MORAIS,
1995). O inoculante pode ser utilizado separadamente ou em misturas para cobrir um largo
espectro de efeitos benéficos (KNICKY, 2005).

A maioria dos inoculantes microbianos comerciais de silagem contém culturas vivas
de espécies homofermentativas, como de Lactobacillus, Pedicoccus ou Streptococcus, com
predominancia de Lactobacillus plantarum (Quadro 4).

A bactéria L. plantarum, é considerada como a mais adequada para o0 processo de
inoculacédo pelos critérios de Whittenbury (1961 apud ANDRIGUETO et al., 2002). Contudo,
0 préprio Whittenbury (1961 apud MERRY; CUSSEN MACKHNNA; JONES, 1993),
considera L. plantarum de pouca eficiéncia na producdo de &cido latico enquanto o pH néo

atingir valores inferiores a 5.



39

Inoculante Fabricante Composicao Referéncia
Sil All Alltech, Inc. L. plantarum, http://www.alltech.com/About/sil-All.htm
P. acidilacticie acesso: 30/03/08
S. faecium
Pioneer 1174  Pioneer Hi-Bred L. plantarum, http://pioneer.com/Products/Inoculants/117
Internacional, Inc.  E. faecium 4/tabid/129/Default.aspx acesso: 30/03/08

Lalsil CL

Silobac

Biotal
Supersile

Promote AS

Ecosyl 50T
DG

Durasile
Agros Clamp
Bio Max
Milho/Sorgo
Ucaferm

hidrosoluble

Bactensil

2000 Granules

or Liquid

Lallemand S.A.

Chr. Hansen Ltd.

Biotal Inc.

Cargill

Ecosyl Products Inc.

Durapak Agri Ltd.

Volac Internacional

Ltd.

Katec

Nutrilac

Co-operative

Animal Health Ltd.

L. plantarum e
P. acidilactici

L. plantarum e
P. pentosaceus

L. plantarum e
P. pentosaceus

L. plantarum

L. plantarum
L. plantarum e
P. acidilactici

L. plantarum
L. plantarum

L. plantarum,
E. faeciume
P. acidilactici

L. plantarum,
L. caseli,
P. pentosaceus

_silobac.asp acesso: 30/03/08

http://www.lallemandanimalnutrition.com/
products acesso: 30/03/08

http://www.purinadobrasil.com.br/produtos
http://www.biotal.co.uk/agricultural/grass
acesso: 30/03/08
http://www.cargillpromote.com/Screens/So
lutions/ForagePreservation/Productinfo.asp

x acesso: 30/03/08

http://mww.ecosyl.co.uk/us/ecosyl50tdg.ht
m acesso: 30/03/08

http://www.durapakagri.ie/fca.htm
acesso: 30/03/08

http://www.volac.com/content/agrosclamp.
asp acesso: 30/03/08

http://www.katec.com.br/
acesso: 30/03/08

http://www.nutrilac.fr/f_fourrage.htm

acesso: 30/03/08

http://www.cahl.ie/shop/asp/prodtype.asp?p
rodtype=62 acesso: 30/03/08

Quadro 4. Lista de alguns inoculantes comerciais existentes no mercado, seus fabricantes e

sua composicao.

A combinacdo de L. plantarum com outras bactérias homofermentativas ou

heterofermentativas, para que atuem em faixas de pH variaveis ao longo do processo de

ensilagem, tem sido utilizada em muitos inoculantes disponiveis atualmente no mercado.

(FITZSIMMONS et al.,1992).

Resultados de pesquisas ttm comprovado que a aplicagéo de L. plantarum associado a

outras espécies homofermentativas (Enterococcus faecium e/ou Pediococcuss sp) ou
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heterofermentativas (Lactobacillus buchneri) ou ambos, pode-se obter melhorias adicionais
ao processo de ensilagem (RANJIT; KUNG, 2000; DRIEHUIS; OUDE ELFERINK; VAN
WIKSELAAR, 2001).

Rodrigues et al. (1994), ao avaliar o efeito do inoculante microbiano contendo L.
plantarum sobre a silagem de sorgo forrageiro, produzida em mini silos, conclui que houve
efeito positivo, com reducgdo do pH e maior populacéo de bactérias produtoras de &cido lactico
na silagem proveniente da forragem inoculada.

Froetschel et al. (1994), ensilaram milho e sorgo, com ou sem inoculante microbiano,
em silos de concreto com capacidade para 900 kg e detectaram aumento do teor dos acidos
latico, acético e graxos volateis totais e diminui¢do na perda da MS em 7,1%, concluindo que
houve melhor preservagéo para as forragens inoculadas.

Eichelberg, Siewerdt e Silveira (1997), observaram efeito do uso do inoculante
microbiano sobre silagens de milho, preparadas com a inclusdo de niveis crescentes de soja,
mediante uso de inoculantes microbianos contendo Lactobacillus plantarum e Streptococcus
faecium. Estes autores notaram efeito heterogéneo sobre os parametros analisados (pH,
proteina bruta, digestibilidade in vitro da matéria seca, fésforo e célcio), impedindo a
indicagdo definitiva da vantagem ou nao de sua utilizac&o.

Ranjit e Kung (2000), ao trabalharem com Lactobacillus buchneri, bactéria
heterofermentativa, observaram diminuicao de &cido latico, aumento de acido acético e menor
crescimento de leveduras (Saccharomyces, Candida, Cryptococcus e Pichia spp), prevenindo
a deterioracdo aerobia quando a silagem foi exposta ao ar. Ohmomo et al. (2002), em
experimento com isolados de L. rhamnosus e L. plantarum encontraram efeito positivo na
producdo de acido latico em ambos os isolados e na combinagdo dos mesmos.

De acordo com Weinberg e Muck (1996), o insucesso no emprego de um inoculante
microbiano pode estar relacionado a variacdo da populacdo epifitica de bactérias laticas, a
infecgdo do inoculante por bacteriéfagos, as cepas podem ndo ter crescido no vegetal ensilado
e/ou pode ter ocorrido problemas técnicos para manter vidveis 0s microrganismos do
inoculante até a hora da aplicag&o.

Os inoculantes microbianos disponiveis atualmente no mercado sdo quase todos
liofilizados, devido a facilidade de manuseio e o tempo de estocagem de bactérias viadveis
(McDONALD; HENDERSON; HERON, 1991). No entanto, para Merry et al. (1995), ao
comparar o efeito de culturas liofilizadas com frescas verificaram que a principal vantagem da
cultura fresca em relacdo a liofilizada, quando adicionadas a forragem, foi proporcional

devido ao seu estado metabdlico, visto que as culturas liofilizadas provavelmente sofrem
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efeitos negativos a coleta, a desidratagdo e ao longo do processo de liofilizacdo, caso sejam
realizadas operagdes de forma incorreta. Apesar de a liofilizacdo exigir grande demanda
energética e ser de alto custo, é o processo mais conveniente em termos de longevidade,

distribuicdo e manuseio seguro do produto.

2.7 DETERMINACAO DA QUALIDADE DA SILAGEM

O termo qualidade de silagem, segundo Tomich et al. (2003) se refere a eficiéncia do
processo fermentativo de promover a conservacdo dos valores de composicdo e
digestibilidade da forrageira original na forragem ensilada e ndo é utilizado para designar o
valor nutritivo do volumoso.

Os parametros mais utilizados na avaliacdo da qualidade da silagem sdo os teores de
acidos organicos (latico, acético e butirico), nitrogénio amoniacal e pH. No entanto, o teor
adequado de matéria seca, antes da ensilagem, é um fator importante para que ocorra boa
fermentacdo no silo (ASHBELL; WEINBERG, 2003), evitando fermentacfes indesejaveis.
Além disso, a matéria seca estd intimamente ligada a maturidade da planta e a espécie
forrageira e, a medida que ocorre seu amadurecimento, menor serd o teor de nitrogénio nao
protéico, proteina bruta e a digestibilidade in vitro da matéria seca das silagens (SNYMAN;
JOUBERT, 1996).

Guim, Andrade e Malheiros (1995), observaram a melhora na digestibilidade aparente
da matéria seca, proteina bruta, extrato ndo nitrogenados e nos nutrientes digestiveis totais de
silagem de milho com alto teor de matéria seca (37%), mediante emprego de inoculante
microbiano, porém ndo observaram efeitos em silagens com baixo teor de matéria seca (25%).
Por outro lado, Daenicke et al. (1999) demonstraram que ndo houve efeito da utilizacdo de
inoculantes microbianos sobre a digestibilidade de silagens de milho ou sorgo.

Backes et al. (2000), descreveram que a adi¢do de inoculante microbiano (L.
plantarum e S. faecium) ndo provocou efeito significativo sobre a degradacéo da matéria seca
e proteina bruta da silagem de milho. Todavia, houve tendéncia de maior degradagdo da
proteina bruta em silagem de milho sem inoculante microbiano ap6s 24 horas de incubacéo.
Em silagens de capim-elefante com uso de inoculantes microbianos, Guim, Andrade e

Malheiros (1995), observaram que o emprego deste instrumento técnico resulta em menor
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degradacdo da materia seca, mas ndo houve diferenca na degradacdo da fibra em detergente
neutro.

Bolsen et al. (1992), usando inoculantes microbianos e enzimaticos, relataram néo
haver variacdo na contagem microbiana durante o periodo de ensilagem, mas notaram o
aumento da eficiéncia de fermentacdo (maior porcentagem de &cido latico e menor pH, &cido
acetico, etanol e aménia) em silagem de alfafa, e verificaram que em silagem de milho o uso
do inoculante microbiano ndo apresentou efeito na contagem de microrganismos e nas

caracteristicas de fermentagdo durante o periodo de ensilagem.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCALIZAGCAO E CLIMA

A pesquisa foi desenvolvida nas dependéncias da Universidade Federal Rural da
Amazonia (UFRA), localizada em Belém, Pard, cujas coordenadas geogréficas sdo 1° 28’ de
latitude sul e 48° 27" de longitude oeste de Greenwich, em tipo climatico Afi, segundo a
classificacdo de Koppen, caracterizado por chuvas abundantes durante o ano inteiro, com
periodo mais chuvoso, de janeiro a junho, e menos chuvoso, de julho a dezembro, com
precipitacdo pluviométrica de 2.870 mm/ano, temperatura média anual de 26°C e umidade
relativa de 85 % (BASTOS et al., 1986). O solo da area utilizada € do tipo Latossolo
Amarelo, fase pedregosa, cujas analises fisicas e quimicas revelaram os seguintes teores: areia
grossa 31%, areia fina 37%, limo 18%, argila total 14%, pH 5,7, Al 0,55 cmol.dm™, Ca 1,21
cmol.dm™, Mg 1,28 cmol.dm™, K 0,08 cmol.dm™, Na 0,10 cmol.dm™, P 1,60 mg.dm™.

3.2 PLANTIO, COLHEITA, PREPARO DAS AMOSTRAS E ARMAZENAMENTO

No experimento utilizou-se o hibrido de sorgo de duplo propésito BR-700 (Monsanto

do Brasil). O sorgo teve seu plantio realizado em area de 0,2 ha, previamente submetida a
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aracao e gradagem. A adubacéo de plantio empregada foi de 20 Kg de N, 80 Kg de P,0s e 60
Kg de K;O (N-P-K), e posteriormente, feita adubacdo nitrogenada (20 kg de N/ha), sob
cobertura, aos 28 dias ap6s a emergéncia das plantas visando obter produtividade entre 30 e
40 t/ha de forragem fresca. Empregou-se espacamento entre linhas de 0,7m, sendo as
sementes espagadas de cinco centimetros e plantadas & profundidade de dois centimetros. As
plantas foram colhidas quando os grdos atingiram o estadio farindceo, aos 90 dias, apos a
semeadura.

O material foi picado em particulas de tamanho médio de dois centimetros, com
picadeira estacionéaria de forragem. A forragem picada foi transportada imediatamente até o
local onde ocorreu o processo de ensilagem. A estocagem foi realizada a campo em trés silos
experimentais de madeira, medindo aproximadamente 1,0m x 0,5m x 0,5m (altura x largura X
comprimento) cada, sendo obtida densidade final de 600 kg/m® de silagem. Cada silo
correspondeu aos seguintes periodos de abertura: 1, 3 e 28 dias.

Realizou-se dois experimentos por silo, EXPERIMENTO 1 (tratamentos com
inoculantes liofilizados, na regido superior) e EXPERIMENTO 2 (tratamentos com
inoculantes a fresco, na regido inferior), com cinco tratamentos e trés repeti¢cdes por silo, em
esquema de parcelas subdivididas onde os trés periodos de abertura foram as parcelas, e 0s
cinco tratamentos as subparcelas no delineamento inteiramente casualizado. Os tratamentos
estdo descritos de forma detalhada nas Tabelas 1 e 2.

EXPERIMENTO 1: INOCULANTES MICROBIANOS LIOFILIZADOS
Tabela 1. Composigdo dos tratamentos contendo inoculantes microbianos liofilizados.

Tratamentos Composic¢ao
Controle (C) Sem inoculante

Inoculante Microbiano Comercial L. plantarum, S. faecium, P. acidilactici, amilase,
(1) celulase, dextrose e hemicelulase

L. plantarum/L. paracasei (LPP) L. plantarum (70%) + L. paracasei (30%)

L. plantarum/L. rhamnosus (LPR) L. plantarum (70%) + L. rhamnosus (30%)

L. plantarum (LP) L. plantarum (100%)
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EXPERIMENTO 2: INOCULANTES MICROBIANOS A FRESCO

Tabela 2. Composicdo dos tratamentos contendo inoculantes microbianos a fresco.

Tratamentos Composicéo

Controle (C) Sem inoculante
Inoculante Microbiano Comercial (IC) L. plantarum, S. faecium, P. acidilactici, amilase,

celulase, dextrose e hemicelulase

L. plantarum/L. paracasei (LPP) L. plantarum (70%) + L. paracasei (30%)
L. plantarum/L. rhamnosus (LPR) L. plantarum (70%) + L. rhamnosus (30%)
L. plantarum (LP) L. plantarum (100%)

No tratamento com inoculante microbiano comercial utilizou-se MAIZE-ALL, da
Alltech do Brasil. Os inoculantes dos demais tratamentos foram produzidos no Laboratério de
Bactérias Laticas da UFRA, a partir de isolados microbianos oriundos da planta de sorgo,
sendo no EXPERIMENTO 1 inoculantes microbianos liofilizados e no EXPERIMENTO 2
inoculantes microbianos a fresco.

Na selecdo dos isolados microbianos, o parametro basico adotado foi a rapidez de
crescimento da cultura e a sua homogeneidade (permitiu menor contaminacéo), dos quais
foram selecionadas trés cepas com alto potencial para utilizagcdo em processos de ensilagem:

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus.

Os inoculantes microbianos do Experimento 1, foram liofilizados de forma a manter
conservada as caracteristicas originais do isolado microbiano e, apos a reidratacdo, recompor-
se normalmente. Momentos antes da inoculagdo, as solucbes eram misturadas,

assepticamente, de modo a se obter as concentracGes desejadas de cada componente.

A aplicacdo do inoculante microbiano comercial ocorreu apos diluicdo em &agua, de
acordo com as instrugdes do fabricante, para concentragdo de 10g do produto por tonelada de
material fresco. Os demais inoculantes testados contendo L. plantarum + L. paracasei, L.
plantarum + L. rhamnosus e L. plantarum foram diluidos previamente em &gua, sendo
retirado 1 mL do inoculante para cada 1Kg de forragem, e aplicados possibilitando a
concentracao de 10° ufc/mL.

Para as culturas mistas (L. plantarum + L. paracasei e L. plantarum + L. rhamnosus),
obedeceu-se a relacdo de 70:30, pipetando-se 0,7 mL de uma cultura e 0,3 mL da outra, sendo

adicionado no mesmo frasco antes de ser aspergida sobre a forragem.
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As suspensdes de inoculantes microbianos foram pulverizadas sobre porcbes de
forragem picada, de acordo com os tratamentos previamente estabelecidos. As amostras foram
homogeneizadas, mediante uso de luvas descartiveis para cada tratamento. As por¢des de
forragem inoculada, ou ndo, foram armazenadas conforme cada tratamento em sacos plasticos
com furos padronizados de modo a facilitar a compactacéo e eliminagéo do ar do interior dos
mesmos, quando colocados nos silos.

Entre os experimentos colocou-se camada de forragem, bem como no fundo, nas
laterais e topo dos silos (Figura 1). A parede interna de cada silo foi revestida com lona
plastica para facilitar a vedacdo do material ensilado. Apds compactagdo e preenchimento
total dos silos, estes foram vedados com a lona e colocados pesos de areia em cima a fim de
evitar a entrada de ar e exposi¢do aos efeitos prejudiciais do sol e/ou furo por animais e

outros.

SILO1

SILO 2

SILO 3

EXPERIMENTO 1

Inoculantes
I iofilizadons

EXPERIMENTO 1

Inoculantes
Liofilizados

EXPERIMENTO 1

Inoculantes
Liofilizados

EXPERIMENTO 2

Inoculantes
& Fresco

EXPERIMENTO 2

Inoculantes
& Fresco

EXPERIMENTO 2

Inoculantes
& Fresco

Figura 1. Organizacdo dos experimentos nos silos.

3.3 ANALISES LABORATORIAIS

A segunda fase dos experimentos realizou-se no Laboratério de Analise de Alimentos
do Instituto de Saude e Producédo Animal da UFRA.

Ao 1° 3° e 28° dia de ensilagem, um silo foi aberto e o contetdo dos tratamentos
pesados. Posteriormente, 0 material de cada tratamento foi homogeneizado e dividido em trés
fracbes, para a determinacdo da composicdo quimico-bromatoldgica da silagem. A primeira
fracdo foi submetida & pesagem e pré-secagem em estufa de ventilagdo forcada a 65°C de
temperatura durante 72 horas. Apés este periodo o material foi deixado a temperatura

ambiente por duas horas, para estabilizacdo e obtencdo de peso constante, e imediatamente
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pesado para determinacdo da matéria pre-seca. As amostras pré-secas foram entdo moidas em
moinho estacionario tipo “Thomas-Willey”, utilizando-se peneira de 1 mm, sendo em seguida
acondicionadas em recipientes de vidro com tampa para determinacdo dos teores de matéria
seca (MS) em estufa a 105°C, conforme método recomendado por Silva e Queiroz (2002),
proteina bruta (PB), pelo método de Kjeldahl (AOAC, 2000), fibra em detergente neutro (FDN),
fibra em detergente acido (FDA), hemicelulose, celulose e lignina - método sequencial (SILVA;
QUEIROZ, 2002), carboidratos soltveis em alcool (CHOs) por Bailey (1967) e digestibilidade
in vitro da matéria seca (DIVMS) segundo Tilley e Terry (1963) — modificado por Silva e
Queiroz (2002). A segunda fragéo foi utilizada para determinagéo dos teores de pH (SILVA,;
QUEIROZ, 2002) e nitrogénio amoniacal (N-NHs), segundo AOAC (2000). Para o pH foram
coletadas amostras de 25 g das silagens, as quais adicionou-se 100 mL de &gua destilada,
seguindo-se repouso por 2 horas para determinagdo do pH. Em outra amostra de 25 g de cada
tratamento, adicionou-se 50 mL de uma solucao de H,SO,4 a 0,2 N, permanecendo em repouso
por 48 horas em geladeira, fazendo-se em seguida filtragem em papel de filtro do tipo “Whatman
54”. Esse filtrado permaneceu em geladeira até as determinacOes de nitrogénio amoniacal. A
terceira fragdo foi mantida em freezer, até o final do experimento, para determinagdo dos
acidos graxos volateis (acido lactico, ac. acético e ac. butirico). Apds descongelamento as
amostras foram tratadas com acido metafosforico na proporgéo de quatro partes de suco para
uma de &cido, e em seguida centrifugadas, acondicionadas em tubos de 15 mL e recongeladas,
para posterior analise dos acidos graxos volateis por cromatografia gasosa, em aparelho
"Varian, modelo 2485", usando-se coluna de vidro de um quarto de polegada de diametro e
"Chromosorb™ 101 de 80 a 100 "mesh", como fase estacionaria (AOAC, 2000). Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo procedimento GLM do Statistical

Analysis System (SAS, 2001), segundo o0 método de Tukey.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composi¢do bromatoldgica e a digestibilidade in vitro da matéria seca da planta de
sorgo antes da ensilagem € apresentada na Tabela 3. O teor de MS encontra-se acima dos 25%
preconizados por McDonald, Henderson e Heron (1991) como condigdo necessaria para que
as perdas de efluentes dentro do silo sejam minimizadas, e consequentemente ocorra
manutencdo dos nutrientes da massa vegetal. Forragem umida favorece o desenvolvimento de
bactérias do género Clostridium, produtoras de acido butirico. Entretanto forragem muito seca
torna dificil a compactacéo e eliminacéo do ar. Segundo os mesmos autores, a MS é um dos

fatores que afeta o tipo de fermentacéo e a conservacdo da massa ensilada.

Tabela 3. Composic¢éo bromatolégica e digestibilidade “in vitro” da matéria seca da planta de
sorgo antes da ensilagem.

Parametro Composicéo
Matéria Seca (%) 315
Proteina Bruta (%MS) 6,1
Fibra em Detergente Neutro (%MS) 65,4
Fibra em Detergente Acido (%MS) 34,9
Celulose (%MS) 29,1
Hemicelulose (%MS) 30,5
Lignina (%MS) 5,7
Carboidratos SolGveis em Alcool (%MS) 7,72
DIVMS (%) 65,3

O teor de PB de 6,1% estd dentro da faixa considerada ideal para realizar ensilagem
que pode variar entre 6 e 9%, segundo Pedreira et al. (2003).

Os teores das frages fibrosas sdo proximos aos mencionados por Pedreira et al.
(2003), em avaliagdo de hibridos de sorgo que encontraram uma variacdo de 57,0% a 70,3%
nos teores de FDN, 29,8% a 36,2% para FDA, 25,3% a 31,2% para Celulose e 3,6% a 5,5%
para Lignina.

A variacdo dos teores de FDN, FDA, Celulose e Lignina, entre hibridos de sorgo,

também foram observadas por Pesce, Gongalves e Santos (2000), os quais apresentaram
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resultados de 20 cultivares de sorgo variando de 57,2 a 66,5%, 31,9 a 36,8%, 4,0 a 5,7% e
27,6 a 31,7% respectivamente.

Os teores de nutrientes obtidos indicam que o sorgo utilizado para producdo das
silagens, e posterior inoculagdo microbiana, encontrava-se sob condi¢des adequadas para

producdo de um volumoso de boa qualidade, ap6s fechamento dos silos experimentais.

4.1 EXPERIMENTO 1 - INOCULANTES MICROBIANOS LIOFILIZADOS

4.1.1 Composicéo bromatoldgica e digestibilidade “in vitro” da matéria seca.

Ao analisar o efeito dos tratamentos nos dias de abertura, observa-se diferenca
significativa (P<0,05) para o teor MS em todos os periodos de abertura, cujos valores

encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Teores de matéria seca (%) de silagens de sorgo tratadas com inoculantes
microbianos liofilizados, em diferentes dias de abertura.

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
Cc 28,59 B 28,85 C 29,07 B
IC 28,07 B 28,68 C 28,55 C
LPP 30,35 A 30,76 A 30,28 A
LPR 30,48 A 29,58 B 29,85 A
LP 30,78 A 30,63 AB 30,53 A

C: Controle/Sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=1,70%.

Os teores de MS nos tratamentos LPP, LPR e LP no 1° e 28° dia de abertura do silo,
assemelham-se entre si diferindo estatisticamente de C e IC. No 3° dia de fermentagéo os

tratamentos C e IC comportaram-se de forma semelhante, diferindo dos demais tratamentos.
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Os valores de MS obtidos sdo proximos aos de Campos et al. (2006a), para silagem de
sorgo, entre 29,01 e 33,58% e Koc, Coskuntuna e Ozduven (2008), variaram 28,95 e 32,97%
para silagem de milho, que obtiveram silagens bem preservadas.

Na Tabela 5 encontram-se os teores de PB da silagem de sorgo, em fungdo dos
tratamentos utilizados, conforme os periodos de fermentacéo.

Para PB detectou-se efeito (P>0,05) dos tratamentos no 28° dia de abertura do silo,
com menores teores de PB em todos os tratamentos com inoculante, no entanto o tratamento
LP ndo apresenta diferenca significativa de C.

Os teores de PB dos tratamentos permaneceram estaveis ao longo do processo de
fermentagdo, 0 que se esperava, Vvisto que o ideal sdo os teores de PB das silagens

permanecerem inalterados ao longo do periodo de fermentacdo (VAN SOEST, 1994).

Tabela 5. Teores de proteina bruta (% MS) de silagens de sorgo tratadas com inoculantes
microbianos liofilizados, em diferentes dias de abertura.

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 5,59 5,42 6,10 A
IC 5,85 5,82 537 B
LPP 4,98 5,92 538 B
LPR 6,08 5,93 545 B
LP 5,06 5,26 5,66 AB

C: Controle/Sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=5,93%.

Campos et al. (2006a) e Grise et al. (2006), ndo observaram variagcdes nos teores de
PB das silagens de sorgo que produziram em trabalho com inoculante microbiano.

Na Tabela 6 encontram-se os teores de FDN dos tratamentos pelos periodos de
abertura dos silos. Ao longo dos periodos de abertura ndo houve diferenca significativa
(P>0,05), mas todas as silagens apresentaram teor de FDN inferior aquele da matéria original
(Tabela 3), indicando que os microrganismos presentes na massa ensilada degradaram parte
dessa fragéo fibrosa.

Ao analisar o efeito dos inoculantes microbianos dentro do 3° dia, observa-se que o
tratamento LPP e IC sdo semelhantes estatisticamente, no entanto IC ndo diferiu dos
tratamentos LPR e LP.



50

Tabela 6. Teores de fibra em detergente neutro (% MS) de silagens de sorgo tratadas com
inoculantes microbianos liofilizados, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 58,36 60,41 A 60,61 A
IC 56,83 57,92 BC 56,38 B
LPP 58,30 55,10 C 56,76 B
LPR 57,89 59,95 AB 59,03 AB
LP 57,60 59,44 AB 58,08 AB

C: Controle/Sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=2,24%.

No 28° dia de abertura, constatam-se menores teores de FDN aos tratamentos com
inoculante, sendo que os tratamentos LPR e LP ndo diferiram estatisticamente de C . Xing,
Chen e Han (2009), observaram reducdo dos teores de FDN para silagem de palha de sorgo
tratada com L. plantarum, ap6s 60 dias de ensilagem, comparados ao tratamento Controle.

Silva, A. (2001), em estudo com silagens de milho e sorgo inoculadas, constatou
menores teores de FDN nas silagens de milho tratadas com inoculantes microbianos,
registrando-se menor valor naguela tratada com mesmo inoculante microbiano comercial
utilizado neste experimento. Por sua vez, para silagem de sorgo, registrou-se menor FDN, na
silagem ndo tratada.

Os teores de FDA das silagens de sorgo, tratadas ou ndo com inoculantes microbianos,
sdo apresentados na Tabela 7 em funcdo dos periodos de abertura dos silos. No 3° dia de
abertura do silo os tratamentos IC e LPP comportaram-se semelhantes entre si, no entanto o
tratamento IC apresenta semelhanca estatistica também com LPR e LP.

Ao observar o efeito do inoculante microbiano, no 28° dia de abertura do silo,
verificou-se que os menores teores de FDA estdo nos tratamentos IC e LPP, que por sua vez
néo diferiram (P>0,05) de LPR e LP. O tratamento C diferiu (P<0,05) apenas do tratamento
IC e LPP, sendo estatisticamente igual aos demais.

O tratamento LPP apresentou menor teor no 3° dia de abertura entre os demais
tratamentos com inoculante microbiano, conforme constatado também para o teor de FDN.
No experimento de Xing, Chen e Han (2009), observaram reducgdo dos teores de FDA para
silagem de palha de sorgo tratada com inoculante L. plantarum, ap6s 60 dias de ensilagem,

comparados ao tratamento Controle, bem como em seu FDN.
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Tabela 7. Teores de fibra em detergente acido (% MS) de silagens de sorgo tratadas com
inoculantes microbianos liofilizados, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 30,96 35,80 A 34,67 A
IC 30,62 31,94 BC 3193 B
LPP 31,22 30,44 C 31,36 B
LPR 32,21 33,79 AB 33,37 AB
LP 32,07 33,38 AB 33,39 AB

C: Controle/Sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna ndo
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=2,56%.

Aguiar, Lima e Farache (2000) e Rosa et al. (2000), diferentemente da estatistica
apresentada ndo observaram alteragbes nos teores de FDA ao final do processo de
fermentacdo em seus tratamentos experimentais, com inoculantes microbianos em silagens.

Os teores de FDA foram superiores aos encontrados por Pedroso, Freitas e Souza
(2000) e Vieira et al. (2004) para silagem do sorgo, que observaram, respectivamente, teores
de 24,89 e 26,43% da MS para silagem tratada com inoculante microbiano e 22,53 e 23,13%
da MS para o tratamento Controle e inferiores ao de Grise et al. (2006), que obteve 45,78% da
MS para silagens tratadas e 44,95% da MS no Controle.

Os dados dos teores de celulose na silagem ndo apresentaram diferenca significativa
(P>0,05) entre tratamentos e dias de abertura (Tabela 8).

Tabela 8. Teores de celulose (% MS) de silagens de sorgo tratadas com inoculantes
microbianos liofilizados, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 25,62 28,78 27,51
IC 23,04 26,57 25,71
LPP 26,02 25,54 26,07
LPR 26,43 28,25 27,55
LP 25,54 26,23 26,63

C: Controle/Sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=3,49.
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No 3° dia de abertura do silo, observam-se menores valores numéricos de celulose nas
silagens tratadas com inoculante microbiano, com atencdo ao tratamento LPP que possuiu
valor inferior as demais silagens inoculadas. Esse relativo aumento de solubilizacdo da
celulose notado no tratamento LPP pode ter contribuido diretamente para a maior preservagdo
de seus nutrientes.

Na Tabela 9, encontram-se os teores de hemicelulose das silagens nos periodos de
abertura dos silos. O teor de hemicelulose ndo apresentou diferencga significativa (P>0,05)
entre tratamentos no mesmo periodo, ou entre periodos de abertura. No entanto, observa-se
reducdo numeérica no teor do tratamento LPP no 3° dia de abertura, fato que pode ter

influenciado a reducéo estatistica do teor de FDN para este tratamento.

Tabela 9. Teores de hemicelulose (% MS), de silagens de sorgo tratadas com inoculante
microbianos liofilizados, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
Cc 27,24 26,62 26,43
IC 26,38 25,97 24,44
LPP 27,12 24,46 25,40
LPR 25,68 26,13 25,64
LP 25,83 26,61 24,68

C: Controle/Sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=4,25.

Houve reducédo nos teores de hemicelulose em relacdo ao material original (Tabela 3)
em todos os tratamentos. Muck (1988) e Henderson (1993) pressupdem que, a hemicelulose é
a principal fonte adicional de substratos para a fermentacdo, ocorrendo o desaparecimento de
até 40% dessa fracdo. Rosa et al. (2000) pelos resultados obtidos em seu experimento
concluiram que o tratamento com inoculante microbiano néo interferiu significativamente nos
valores de hemicelulose.

Os teores de lignina das silagens ndo foram influenciados pelos dias de abertura e ao
avaliar o efeito dos tratamentos nos periodos de fermentacdo, ndo se detectou alteragdes
significativas sobre os teores de lignina, estimando-se valores entre 5,06 e 6,75% (Tabela 10).

Van Soest (1994) relata que a celulose e a lignina se mantém estaveis nas
fermentacBes no interior do silo e que estas fracfes s6 sdo perdidas quando se tem a presenca
de mofos aerdbicos.
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Tabela 10. Teores de lignina (% MS) de silagens de sorgo tratadas com inoculante
microbianos liofilizados, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 5,53 5,70 6,67
IC 6,16 5,39 6,20
LPP 5,17 5,06 5,28
LPR 5,79 5,53 5,82
LP 6,51 6,59 6,75

C: Controle/Sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=7,31.

Os resultados corrobam com os observados por Silva et al. (2005), que estudaram o
efeito da aplicacdo de inoculantes sobre silagens de duas espécies forrageiras e néo
observaram efeito do inoculante microbiano sobre 0s teores desse parametro.

Na Tabela 11 s&o apresentados os teores de CHOS das silagens. Observa-se que 0s
tratamentos dentro e entre periodos de abertura ndo tiveram efeito dos inoculantes

microbianos sobre esta variavel.

Tabela 11. Teores dos carboidratos soltveis (% MS) de silagens de sorgo tratadas com
inoculantes microbianos liofilizados, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 4,17 3,95 3,40
IC 4,32 3,27 3,81
LPP 4,10 3,61 3,24
LPR 3,41 2,61 3,11
LP 3,51 2,99 2,81

C: Controle/Sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna néo
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=12,62.

Observa-se que a partir do primeiro dia de fermentag&o houve a utilizagéo de boa parte
dos teores de CHOS, quando comparados aos valores registrados na planta antes da ensilagem,
em média 7,72% na MS. Comportamento semelhante observado por Bernardino (1996), que

verificou a utilizacdo de aproximadamente metade dos teores em plantas de sorgo nas
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primeiras 24 horas ap6s ensilagem. De acordo com Gourley e Lusk (1977), sdo necessarios 6 a
8% de carboidratos sollveis na matéria seca da forrageira a ser ensilada para ocorrer
fermentacdo predominantemente homolatica, com rapida queda de pH.

A maior parte dos CHOS é fermentada até sete dias pelas bactérias laticas. A
necessidade de constante producéo de lactato para manutencdo do pH faz com que o minimo
de 1% de carboidratos fermentéveis seja desejavel para longos tempos de estocagem (VAN
SOEST, 1994).

Os valores da DIVMS da silagem sem inoculante ou com inoculantes microbianos nos

diferentes dias de abertura estdo na Tabela 12.

Tabela 12. Valores da digestibilidade in vitro da matéria seca (%) de silagens de sorgo
tratadas com inoculantes microbianos liofilizados, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 66,65 B 65,82 B 69,48
IC 69,88 A 69,50 A 69,07
LPP 70,53 A 67,70 AB 68,82
LPR 71,02 A 68,16 A 69,23
LP 70,05 A 66,36 B 69,23

C: Controle/Sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=2,72%.

Os valores dos tratamentos ndo foram influenciados pelos inoculantes microbianos ao
longo dos periodos de abertura. Campos et al. (2006a), ao avaliarem o perfil de fermentacéo
de silagem de sorgo, observaram que apenas a silagem ndo inoculada apresentou valores
estaveis de DIVMS com o decorrer do periodo de ensilagem, resultados semelhantes ao
observados por Borges (1995) e Porto (2002).

No 1° dia de abertura todos os inoculantes microbianos empregados foram
estatisticamente semelhantes entre si, diferindo apenas do tratamento C. No 3° dia de abertura,
detectou-se efeito (P<0,05) entre os tratamentos, onde se observou semelhancas estatisticas
entre C, LP e LPP, este por sua vez ndo diferiu (P>0,05) dos tratamentos IC e LPR. Os
valores obtidos séo superiores aos dados encontrados na literatura, provavelmente decorrente
do periodo precoce de colheita da forrageira no campo que ocorreu aos 90 dias ap6s o plantio
em estado farindceo dos grdos, em razéo das condi¢des edafoclimaticas favoraveis. Silva, A.

(2001), utilizando silagem de sorgo encontrou valores entre 58,31 e 61,28%, com periodo de
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colheita da forragem de 118 dias. Seguindo o critério de classificagdo qualitativa de Paiva
(1976), as silagens experimentais foram classificadas como muito boa quanto a qualidade,
pois apresentam valores de DIVMS superiores a 65%.

4.1.2 Produtos da Fermentagéo

A adicdo de inoculantes microbianos nas silagens nédo resultou em efeito (P>0,05)
sobre os valores de pH dentro dos periodos de abertura, indicando a ocorréncia de
fermentacdo nas mesmas propor¢des (Tabela 13).

O valor de pH reduziu significativamente entre o 3° e 28° dia de abertura do silo em
todos os tratamentos. Aos 28 dias apds o inicio do processo fermentativo, todas as silagens
estudadas apresentaram valores de pH estatisticamente iguais (P>0,05), considerados
adequados para a preservacdo da silagem. Estes valores permitem classificar essas silagens de
qualidade muito boa segundo Paiva (1976), que admite valores < 3,8. Acredita-se que as
condi¢bes estabelecidas dentro dos silos foram favoraveis a predominancia dos
microrganismos desejaveis.

Tabela 13. Valores de pH (% MS) de silagens de sorgo tratadas com inoculantes microbianos
liofilizados, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 3,83 a 3,73 a 352 b
IC 3,86 a 3,71 a 345 b
LPP 381 a 3,81 a 352 b
LPR 3,83 a 3,74 a 351 b
LP 3,80 a 3,73 a 3,50 b

C: Controle/Sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L .plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra mintscula na linha nao diferem
significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CVV=0,94.

A queda do pH ao longo do processo de fermentagdo, resultando em pH final baixo
pode ajudar a minimizar a popula¢do de microrganismos que produzem altos niveis de acido
acetico e butirico (VAN SOEST, 1994).
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O pH no entanto, isoladamente, ndo é considerado como critério seguro para avaliagcdo
das silagens, porque seu efeito inibidor sobre as bactérias e enzimas das plantas depende da
velocidade do declinio da concentragdo ionica e do grau de umidade do meio (VIEIRA et al.,
2004).

Os valores de pH obtidos nos tratamentos séo semelhantes aos obtidos por Silva et al.
(2005) para silagem de sorgo, que encontraram pH de 3,63 para silagem ndo tratada e 3,62
tratada com inoculante.

Os resultados referentes a quantificagdo de N-NH3s/NT sdo apresentados na Tabela 14.
Os teores de N-NH3/NT para todos os tratamentos foram menores ao 1° dia de abertura do
silo, com aumento significativo (P<0,05) nos demais periodos de abertura, no entanto os
valores mantiveram-se em padrdes adequados. De acordo com Oshima e McDonald (1978),
AFRC (1987) e Henderson (1993) para que a silagem seja considerada de boa qualidade os

niveis de N-NH3/NT devem atingir no maximo entre 8 e 11%.

Tabela 14. Teores de nitrogénio amoniacal/NT (% MS) de silagens de sorgo tratadas com
inoculantes microbianos liofilizados, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 297 ¢ 570 b 8,18 Ca
IC 2,74 ¢ 6,59 b 10,46 Aa
LPP 3,10 c 5,68 b 9,40 Ba
LPR 3,65 ¢ 6,57 b 8,55 Ba
LP 2,79 ¢ 6,17 b 9,36 Ba

C: Controle/Sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra mintscula na linha ou mesma
letra maiuscula na coluna ndo diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=9,75%.

No 28° dia de abertura, o tratamento IC apresentou teor de 10,46%, diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos. Os tratamentos LPP, LPR e LP foram
significativamente iguais (P>0,05), diferindo do tratamento C que registrou menor teor. Os
teores finais de N-NH3/NT para os tratamentos com e sem inoculantes, foram superiores aos
descritos por Campos et al. (2006b), com 4,98 de N-NH3/NT para silagem de sorgo inoculada
e 6,26 N-NH3/NT para Controle e inferiores aos descritos por Pedroso, Freitas e Souza
(2000), que foram de 14,5% de N-NH3/NT para tratamento com inoculante e 15,31% de N-
NH3/NT sem inoculante.
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Os teores de acido latico ndo apresentaram diferencas significativas ao longo do processo
de fermentacgéo (Tabela 15).

Tabela 15. Teores de &cido latico (% MS) de silagens de sorgo tratadas com inoculantes
microbianos liofilizados, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 1,67 1,82 3,30
IC 1,71 2,75 3,39
LPP 2,15 2,83 3,31
LPR 1,91 1,98 2,84
LP 1,56 1,89 2,60

C: Controle/Sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nédo
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=30,13%.

No tratamento C no qual o material foi ensilado sem o uso de aditivos, o teor de acido
latico na silagem foi de 3,30% na MS ao final da fermentacdo, valor que ndo apresenta
diferenca significativa (P>0,05) daqueles apresentados nos tratamentos com adicdo de
inoculante microbiano. Estes resultados evidenciam a ocorréncia em todos estes casos de
fermentacdo latica durante o periodo de ensilagem.

A presenca de acido latico nas silagens de todos os tratamentos ao final do processo de
fermentacdo, bem como teores adequados de pH, confirmam o desenvolvimento de
fermentacdo latica, que é o principal processo esperado na producdo de silagens de boa
qualidade.

Na Tabela 16, encontram-se 0s teores de acido acético nos periodos de abertura dos
silos. Nos tratamentos é observado efeito somente no 28° dia de abertura. O emprego dos
inoculantes microbianos foi efetivo quanto & redugdo dos teores de &cido acético nos
tratamentos IC, LPR e LP, provavelmente pelo aumento da capacidade destes em impedir a
atuacdo dos microrganismos que convertem agUcares e &cido latico em &cidos e etanol, que ao
serem produzidos reduzem o valor nutritivo das silagens.

Os teores de acido acético variaram de 0,58 até 1,60% na matéria seca, nas diversas

silagens experimentais ao 28° dia de abertura do silo.



58

Tabela 16. Teores de cido acético (% MS) de silagens de sorgo tratadas com inoculantes
microbianos liofilizados, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 0,72 0,68 1,60 A
IC 0,45 0,39 0,58 B
LPP 0,53 0,67 133 A
LPR 0,62 0,56 059 B
LP 0,61 0,62 0,86 B

C: Controle/Sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=47,75%.

Ao ensilarem o sorgo submetido a inoculagcdo microbiana Rodrigues et al. (2002),
observaram teores de acido acético nas silagens entre 0,818 e 0,915% de &cido acético. Vieira
et al. (2004), utilizaram inoculante microbiano em quatro hibridos de sorgo e obtiveram teores
médios de 2,02 e 1,72% de &cido acético para silagem inoculada ou ndo, respectivamente.

Hinds et al. (1982), ensilaram sorgo com inoculante microbiano comercial e
observaram valores respectivos de 1,58 e 1,82% de &cido acético para silagens com e sem
inoculante. Segundo Kung Jr. (1996), a presenca do acido acético no silo é importante por ser
um eficiente “inibidor” de mofos e leveduras que atuam prejudicando as silagens ap6s os silos
serem abertos e entrarem em contato com o oxigénio. Os teores de &cido acético observados
para silagens produzidas neste estudo permite classifica-la qualitativamente como muito boa,
segundo Rodriguez et al. (1999).

Os dados de avaliacdo dos niveis de acido butirico das silagens submetidas aos cinco
tratamentos encontram-se na Tabela 17. Notou-se que a adi¢do dos inoculantes microbianos
ndo alterou a concentragao butirico das silagens.

Os teores de acido butirico na MS obtidos nos tratamentos experimentais foram
inferiores a 0,1%, o que permite classificd-los como de qualidade muito boa, segundo os
critérios de Roth e Undersander (1995).
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Tabela 17. Teor de &cido butirico (% MS) de silagens de sorgo tratadas com inoculantes
microbianos liofilizados, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C - - -
IC - 0,05 0,08
LPP 0,03 0,04 0,03
LPR 0,06 0,07 -
LP - 0,05 0,04

C: Controle/Sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV= 33,68%.

Rodrigues et al. (2002) e Silva, A. (2001), avaliaram o efeito da adicdo de inoculantes
microbianos sobre o perfil fermentativo da silagem de sorgo e ndo encontraram alteracfes na

concentracdo do acido butirico em seus tratamentos.

4.2 EXPERIMENTO 2 - INOCULANTES MICROBIANOS A FRESCO

4.2.1 Composi¢do bromatolodgica e digestibilidade “in vitro” da matéria seca.

Os teores de MS das silagens experimentais sdo apresentados na Tabela 18. Os
tratamentos nao diferiram em mesmo periodo ou entre periodos de fermentacéo.

Alguns estudos mostram mesmo resultado sobre o teor de MS, seja em silagens
inoculadas com P. acidilactici, P. pentosaceus ou L. casei, e armazenadas a temperaturas de
25 e 48 °C (CAl et al., 1999), em silagem de sorgo, produzida em mini silos, com 56 dias de
fermentacdo (VIEIRA et al., 2004), ou ainda, estudando a adi¢do de inoculantes microbianos

comerciais em silagens de girassol (RODRIGUES, et al., 2001).
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Tabela 18. Teores de matéria seca (%) de silagens de sorgo tratadas com inoculantes

microbianos a fresco, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 30,23 30,72 28,98
IC 30,49 30,71 28,32
LPP 30,44 30,13 29,35
LPR 29,95 28,57 27,74
LP 29,31 29,53 28,67

C: Controle sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=2,29%.

Porém, Silva et al. (2005), ao trabalharem com inoculacdo microbiana, verificaram nas
silagens de milho redugdes nos teores de MS em todos os tratamentos e na silagem de sorgo
apenas nas silagens tratadas com inoculantes. Contrariando esse resultado Rodrigues et al.
(2004) e Luther (1986), observaram incrementos nos teores de MS das silagens, ap6s o
processo de ensilagem.

Os teores observados nos tratamentos experimentais ao final do processo de ensilagem
sdo considerados de boa qualidade de acordo com a classificagdo proposta por McDonald,
Henderson e Heron (1991). Os teores foram superiores ao de Grise et al. (2006) que ao
avaliarem silagem de sorgo submetidas a inoculacdo microbiana obtiveram valores médios
nos tratamentos com inoculantes de 22,7% de MS e Controle 19,8%, porém inferiores ao de
Pedroso, Freitas e Souza (2000), que ao analisar o efeito de inoculantes microbianos sobre a
qualidade da silagem de sorgo encontraram valores médios de MS de 41,28% para o
tratamento Controle e 41,72% para o inoculado.

A anélise dos teores de PB mostra que ndo houve diferenca significativa dentro e entre
periodos de abertura (Tabela 19). Tais resultados indicam que tanto o processo fermentativo
natural quanto os tratamentos experimentais com inoculantes microbianos néo alteraram os
teores de PB da biomassa fermentada. Antunes (2001), assim como Borges (1995)
trabalharam com silagem de sorgo inoculada e ndo observaram variagfes no teor de PB ao
longo do processo de ensilagem.
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Tabela 19. Teores de proteina bruta (% MS) de silagens de sorgo tratadas com inoculantes
microbianos a fresco, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 5,58 4,89 5,12
IC 5,66 4,74 5,40
LPP 5,83 5,22 5,23
LPR 5,18 5,34 5,49
LP 5,90 5,20 5,86

C: Controle sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=4,20%.

Os teores de PB encontrados nos tratamentos estdo de acordo com os valores obtidos
por Campos et al. (2006a), que ao trabalharem com inoculante microbiano em silagem de
sorgo observaram valores de 5,95% de PB na MS para o tratamento com inoculante e 5,15%
de PB na MS para o sem inoculante, e inferior aqueles encontrados por Rodrigues et al.
(2002) o qual cita valores entre 13 e 14% de PB na MS em silagem de sorgo.

Vieira et al. (2004) determinaram que a adi¢do de inoculante microbiano na silagem de
sorgo elevou a concentracdo de PB ao final do processo de ensilagem em relacdo ao Controle,
indicando que a inoculagdo corrigiu uma provavel deficiéncia na concentragdo de bactérias
acido laticas nesse material.

Na Tabela 20 encontram-se os teores de FDN das silagens experimentais. Os
tratamentos apresentaram teores de FDN inferiores aos das plantas antes da ensilagem, que
correspondia a 65,37 % da MS, indicando que 0s microrganismos presentes na massa ensilada
degradaram parte dessa fracdo fibrosa nas primeiras 24 horas apds a ensilagem, visto que,
apos este tempo os teores se estabilizaram.

Ao analisar o efeito dos inoculantes microbianos dentro dos periodos, apenas no 28°
dia de abertura do silo constatou-se que os tratamentos IC e LPP diferiram (P<0,05) entre si,
sendo estatisticamente iguais aos demais. Xing, Chen e Han (2009) observaram redugdo dos
teores de FDN para silagem de palha de sorgo tratada com L. plantarum, apo6s 60 dias de

ensilagem, comparados ao tratamento controle.
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Tabela 20. Teores de fibra em detergente neutro (% MS) de silagens de sorgo tratadas com
inoculantes microbianos a fresco, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 59,02 57,16 56,76 AB
IC 58,73 56,71 57,27 A
LPP 58,21 56,97 55,08 B
LPR 57,96 58,03 56,12 AB
LP 58,01 58,16 56,10 AB

C: Controle sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=1,65%.

Vieira et al. (2004) e Grise et al. (2006) em estudo com silagem de sorgo néo
observaram alteragdo no teor de FDN na silagem de sorgo com adicdo de inoculante
microbiano, bem como Silva et al. (2005), que em trabalho realizado com uso de inoculante
microbiano em silagens de milho e sorgo ndo observaram efeito nas silagens tratadas com
inoculante, apenas naquela ndo tratada, estimando-se teor maximo de 63,52% de FDN aos 18
dias.

Os resultados da andlise de FDA das silagens experimentais de sorgo sao apresentados
na Tabela 21.

N&o se observou efeito nos teores de FDA, no periodo ou entre periodos de abertura
dos silos. Estes resultados concordam com os obtidos por Martins et al. (2002), Rodrigues et
al. (2002) e Weinberg, Ashbell e Hen (1993), que estudaram a aplicacdo de inoculantes
comerciais e ndo observaram efeito dos mesmos sobre esse parametro nutricional em silagem
de sorgo. Avaliando silagens de sorgo e milho tratadas com inoculante microbiano, Silva et
al. (2005) néo encontraram influéncia no periodo de fermentacéo sobre os teores de FDA da
silagem de sorgo ndo tratada com valor médio de 33,12% e daquela tratada com o Inoculante
Microbiano Comercial de 34,20%.



63

Tabela 21. Teor de fibra em detergente acido (% MS) de silagens de sorgo tratadas com
inoculantes microbianos a fresco, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 30,88 31,18 32,93
IC 30,73 31,94 32,03
LPP 31,75 31,72 30,97
LPR 29,29 29,91 30,29
LP 30,52 30,78 30,86

C: Controle sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L
.plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=2,45%.

Os teores de FDA dos tratamentos encontram-se dentro da faixa registrada em outros
trabalhos, no Brasil, tais como aqueles observados por Vieira et al. (2004) e Rosa et al.
(2000), na avaliagéo de silagens de sorgo e milho respectivamente.

Os teores de celulose nas silagens experimentais ndo apresentaram diferencgas
significativas (P>0,05) no periodo e entre os periodos de avaliagdo (Tabela 22).

Tabela 22. Teores de celulose (% MS) de silagens de sorgo tratadas com inoculantes
microbianos a fresco, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 24,57 24,36 27,58
IC 25,02 26,55 26,73
LPP 26,08 25,76 26,20
LPR 24,73 24,82 25,32
LP 25,72 25,44 24,92

C: Controle sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nédo
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=2,99%.

Rodrigues et al. (2002) ao estudar o efeito da aplicacdo de inoculantes comerciais
sobre a composicdo bromatoldgica e perfil fermentativo da silagem de sorgo, ndo observaram
efeitos sobre os teores de celulose, mesmo quando alguns dos produtos utilizados continham

celulase e hemicelulase em sua composigéo.
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Na Tabela 23, encontram-se os resultados de hemicelulose. Durante os periodos de
fermentacdo ndo houve diferenca significativa nos teores de hemicelulose das silagens
experimentais. Ao 3° dia de fermentacgdo o tratamento LPP diferiu significativamente de LPR
e LP, porém apresentou semelhanga (P>0,05) com C e IC. Vieira et al. (2004) estudando o
efeito da aplicacdo de inoculante microbiano em silagem de sorgo ndo observaram efeito do

inoculante sobre esse parametro nutricional.

Tabela 23. Teores de hemicelulose (% MS) de silagens de sorgo tratadas com inoculantes
microbianos a fresco, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 28,13 26,04 ABC 24,10
IC 27,99 23,76 BC 25,34
LPP 26,45 23,24 C 23,82
LPR 27,67 28,51 AB 26,43
LP 28,49 28,57 AB 25,24

C: Controle sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=2,98%.

O conteudo do tratamento LPP é inferior a todos os demais tratamentos ao 3° e 28° dia
de abertura, o que provavelmente possibilitou a diminuicdo do valor de FDN para este
tratamento. Segundo Muck (1988) e Morrisson (1988), a reducdo no teor de hemicelulose da
silagem tratada com inoculante microbiano € a principal responsavel pela diminuigcdo dos
valores de FDN nas silagens.

Pode se atribuir esse efeito quando o inoculante possui em sua composi¢do enzimas,
entretanto o tratamento LPP ndo possui enzima hemicelulase, o que leva supor a possibilidade
do efeito ter sido ocasionado pela propria acdo da bactéria utilizada na inoculagdo. A presenca
de enzimas na composicdo dos inoculantes microbianos pode ser eficiente na quebra de
constituintes que compBdem os carboidratos estruturais das células vegetais e, desta forma,
fornecer agucares adicionais como substrato para os microrganismos (O’KIELY; FLYNN,
1985). De acordo com Hunt et al. (1993), a hemicelulose provavelmente é o principal
substrato para a fermentacdo ap6s a utilizagdo dos carboidratos sollveis, podendo haver
degradacéo de até 50% do total presente no material original.

Os teores de lignina na silagem de sorgo em fungdo dos periodos de abertura do silo
encontram-se na Tabela 24.
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Tabela 24. Teores de lignina (% MS) de silagens de sorgo tratadas com inoculantes
microbianos a fresco, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 6,31 6,82 5,72
IC 5,70 5,39 5,27
LPP 5,68 5,96 4,79
LPR 4,55 5,08 511
LP 4,80 5,34 5,98

C: Controle sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=6,83%.

Observa-se que os teores dessa fragdo ndo diferiram (P>0,05) entre os periodos e
dentro dos periodos de abertura estudados. O mesmo Vieira et al. (2004) e Rodrigues et al.
(2002), observaram em seus experimentos. Tal comportamento era esperado, uma vez que
esta fracdo segundo Van Soest (1994), mantém-se inalterada ao longo do processo
fermentativo.

Na Tabela 25 observa-se reducdo nos teores de CHOS a partir do primeiro dia de
fermentacdo pelas bactérias laticas, quando comparados aos valores registrados na planta
antes da ensilagem, de 7,72% na MS. Apds esse tempo, 0 consumo de substratos fermentaveis
manteve-se estabilizado, uma vez que o pH j& se encontra baixo o suficiente para inibir a
maioria dos processos bioldgicos.

Tabela 25. Teores dos carboidratos soliveis (% MS) de silagens de sorgo tratadas com
inoculantes microbianos a fresco, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 2,95 3,04 2,40
IC 3,17 3,35 3,01
LPP 3,25 4,06 2,80
LPR 3,18 3,30 2,90
LP 2,96 3,12 2,89

C: Controle sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L .plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=7,72%.
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Os teores residuais de CHOS determinados no 28° dia de abertura dos silos sdo
superiores aos observados por Campos et al. (2006b) e inferiores aos determinados por
Rodrigues et al. (2004). Ambos os autores, ndo observaram efeito dos inoculantes
microbianos ao longo do processo fermentativo.

A adicdo de inoculante microbiano na silagem de sorgo ndo propiciou efeito
significativo na DIVMS (Tabela 26), concordando com os estudos de Rodrigues et al. (2002)
e Vieiraet al. (2004).

Os valores finais de DIVMS do presente trabalho sdo superiores ao da literatura
(AGUIAR; LIMA; FARACHE, 2000; CAMPOS et al., 2006a; RODRIGUES et al., 2004),
provavelmente atribui-se a idade de colheita da cultura para preparo da silagem de 90 dias,

idade inferior aos dos autores citados.

Tabela 26. Valores da digestibilidade in vitro da matéria seca (%) de silagens de sorgo
tratadas com inoculantes microbianos a fresco, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 69,21 68,43 67,14
IC 67,81 65,55 68,56
LPP 69,44 63,79 69,80
LPR 67,27 68,08 68,07
LP 66,75 61,90 70,80

C: Controle sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L
.plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=2,23%.

Sabe-se que os componentes fibrosos sao inversamente relacionados a digestibilidade
e, a medida que a planta envelhece, ocorre aumento na percentagem dos componentes
estruturais da parede celular em relagdo ao contetdo celular resultando em queda do valor
nutritivo.

De acordo com os critérios para classificacdo da qualidade da silagem de sorgo de
BORGES (1995), as silagens dos tratamentos sdo consideradas de muito boa qualidade
(>65%) no 28° dia de abertura dos silos.

4.2.2 Produtos da Fermentacéo
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Na Tabela 27, verifica-se com relagdo aos dias de ensilagem que o pH declinou

progressivamente, apresentando diferenca significativa (P<0,05) em todos os tratamentos.

Tabela 27. Valores de pH (% MS) de silagens de sorgo tratadas com inoculantes microbianos

a fresco, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 381 a 3,77 a 348 b
IC 3,84 a 3,74 b 349 c
LPP 3,81 a 3,75 a 3,49 b
LPR 3,82 a 3,75 a 3,50 b
LP 3,83 a 375 b 3,46 c

C: Controle sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha ndo diferem
significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=0,45%.

Nos tratamentos IC e LP observaram-se declinio a partir do 3° dia de abertura,
diferentemente dos demais tratamentos que sofreram reducdo estatistica dos seus valores
somente no 28° dia.

Campos et al. (2006b) e Koc, Coskuntuna e Ozduven (2008), ao avaliarem o perfil
fermentativo de silagens de sorgo e milho, respectivamente, observaram o mesmo efeito
decrescente nos tratamentos durante os periodos de fermentagé&o.

No experimento de Rocha Jr. et al. (2000) o pH das silagens dos sete tipos de sorgo
avaliados ja se encontrava estabilizado aos sete dias de ensilagem e aos 56 dias oscilou de 3,5
a4,3.

O pH é um indicador de qualidade de silagens, visto que a redugdo do pH é funcédo
direta da fermentacdo latica (FENLON; HENDERSON; ROOKE, 1995). De acordo com a
classificagdo qualitativa de silagens proposta por Paiva (1976), todas as silagens
experimentais foram consideradas de muito boa qualidade, por serem inferiores a 3,8.

Ao analisar o efeito dos inoculantes microbianos entre tratamentos experimentais nos
periodos de abertura, os teores de pH das silagens ndo foram influenciados pelo seu uso,
sendo este achado semelhante aos observado por Rodrigues et al. (2002), Grise et al. (2006) e
Baytok, Karsl e Muruz (2005) que ndo notaram alteracdes de pH quando utilizaram

inoculantes microbianos em silagens.
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Pesce et al. (1998), ao trabalharem com 20 hibridos de sorgo forrageiro, nédo
constataram diferencas nos valores de pH das silagens tratadas, com inoculantes microbianos,
ao final do processo de ensilagem e os resultados oscilaram de 3,5 a 3,7. Entretanto, Ely,
Sudweeks e Moon (1981), Cai et al. (1999) e Rodrigues et al. (2001), observaram diminuigdo
do pH, comparado ao grupo Controle, mediante o emprego de inoculantes microbianos.

Os valores semelhantes de pH obtidos por diferentes autores (ROSA et al., 2000;
VIEIRA et al., 2004; MARTINS et al., 2002) em silagens de sorgo, com ou sem uso de
inoculante microbiano, podem ser interpretados como consequéncia da presenca de
concentragdes adequadas de agucares fermentesciveis, de populagdes suficientes de bactérias
laticas no vegetal in natura e baixos valores tamponantes, condi¢es fundamentais para
reducédo do pH.

Os resultados referentes a quantificacdo de N-NH3/NT mostram o incremento em
todos os tratamentos com o passar dos dias de fermentacdo, atingindo valores entre 9,43 e
10,83% ao 28° dia de fermentacédo (Tabela 28).

Tabela 28. Teores do nitrogénio amoniacal/NT (% MS) de silagens de sorgo tratadas com
inoculantes microbianos a fresco, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 292 ¢ 718 b 9,97 a
IC 237 c 6,74 b 10,83 a
LPP 2,80 ¢ 585 b 9,43 a
LPR 2,30 ¢ 7,18 b 10,28 a
LP 213 ¢ 6,04 b 10,57 a

C: Controle sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra mintscula na linha ndo diferem
significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=8,31%.

Quanto aos teores de N-NH3/NT entre os tratamentos, no 28° dia de abertura néo foi
observado alteragdo significativa desses pardmetros, estando de acordo com Pedroso, Freitas e
Souza (2000), Rodrigues et al. (2002), Vieira et al. (2004), Rocha et al. (2006) e Koc,
Coskuntuna e Ozduven (2008), mas discordando de Baytok, Karsl e Muruz (2005) e
Rodrigues et al. (2001), os quais obtiveram diferenca entre o tratamento controle e os demais.

Os valores finais obtidos no presente trabalho se apresentaram baixos, comparados aos
observados por Pedroso, Freitas e Souza (2000), que avaliando silagem de sorgo com e sem

inoculante microbiano encontraram, respectivamente, 14,50 e 15,31% de N-NH3/NT e Hinds
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et al. (1982) que obtiveram valor de 17,45% de N-NH3/NT em um dos tratamentos com
inoculante microbiano de seu experimento com silagem de sorgo.

Segundo a classificacdo qualitativa de AFRC (1987), em relagdo aos teores de N-
NH3/NT, as silagens dos tratamentos experimentais sdo consideradas muito boa ou boa, pois
se encontram no intervalo entre 0-10% e 10-15%, respectivamente. Porém, assim como o pH,
a porcentagem de N-NH3/NT, isoladamente, ndo € um indicador confiavel na avaliacdo
qualitativa de silagens.

Na Tabela 29 sdo apresentados os teores de acido latico em porcentagem da MS.

Tabela 29. Teores de acido latico (% MS) de silagens de sorgo tratadas com inoculantes
microbianos a fresco, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
Cc 3,09 2,74 2,87 B
IC 2,05 3,55 3,66 B
LPP 2,50 2,63 2,90 B
LPR 2,85 3,02 3,55 B
LP 2,43 3,07 515 A

C: Controle sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=31,20%.

Os teores de acido latico ndo apresentaram diferenca significativa durante os periodos
de avaliacdo. Somente no 28° dia de abertura dos silos, notou-se diferenca significativa
(P<0,05) entre o tratamento LP e os demais que permaneceram estatisticamente iguais entre
Si.

Meeske et al. (1983) e Sanderson (1993), observaram aumento na producgdo de acido
ltico nas silagens de sorgo tratadas com inoculantes enzimo-microbianos ou microbianos,
quando comparados as silagens controles ao final do processo de fermentacao.

Os resultados de cido acético em porcentagem da MS, encontram-se na Tabela 30.
Né&o houve diferenga (P>0,05) entre tratamentos ao longo do processo de fermentacdo de 28
dias.

Rodrigues et al. (2002), ao avaliar silagem de sorgo e Koc, Coskuntuna e Ozduven
(2008), trabalhando com silagem de sorgo e milho, observaram que os niveis de &cido acético

das silagens inoculadas ao final do processo de ensilagem, ndo sofreram efeito do inoculante.
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Tabela 30. Teores de acido acético (% MS) de silagens de sorgo tratadas com inoculantes
microbianos a fresco, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
C 0,98 0,74 0,74
IC 1,82 1,71 0,74
LPP 0,89 0,89 0,46
LPR 1,65 1,65 0,60
LP 1,87 1,01 0,63

C: Controle sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna nao
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CVV=44,02%.

Os teores de &cido acético variaram de 0,46 a 1,87%, sempre inferior a 2%, o que
segundo Nogueira (1995) classifica as silagens avaliadas como muito boa quanto a qualidade.
Segundo Moisio e Heikonen (1994), o alto conteldo de &cido acético parece restringir a
fermentacdo latica, mas se faz necessaria a sua presenca, pois segundo Kung Jr. (1996), o
acido acético inibe mofos e leveduras que atuam prejudicialmente sobre silagens, apos
abertura de silos.

A Tabela 31 mostra os resultados de &cido butirico em porcentagem de MS. Os
tratamentos ndo diferiram entre si (P>0,05), dentro e entre cada periodo de abertura com o0s

teores de acido butirico variando de 0,03 a 0,07% na matéria seca.

Tabela 31. Teores de &cido butirico (% MS) de silagens de sorgo tratadas com inoculantes
microbianos a fresco, em diferentes dias de abertura

Tratamentos Periodos de abertura dos silos (dia)

1 3 28
Cc 0,04 - 0,04
IC 0,03 0,03 -
LPP - - -
LPR 0,05 - -
LP 0,04 0,04 0,07

C: Controle sem inoculante; IC: Inoculante Microbiano Comercial; LPP: L. plantarum e L. paracasei; LPR: L.
plantarum e L. rhamnosus; LP: L. plantarum. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna néo
diferem significativamente (P>0,05) entre si pelo teste de Tukey. CV=34,91%.
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Ao final do processo de ensilagem, as silagens tratadas com e sem inoculantes
microbianos foram classificadas com qualidade muito boa, visto que mostraram niveis
inferiores a 0,1% de &cido butirico, de acordo com Paiva (1976).

Durante o processo de fermentacdo ndo houve variagdo (P>0,05) dos teores de acido
butirico, no entanto ao 28° dia de fermentacgdo o tratamento LP, apresentou uma elevagéo do
seu nivel, ndo sendo significativo, o que pode ter sido ocasionado por uma agéo de bactérias
putrefativas (clostridios, por exemplo), na fase inicial da ensilagem. No entanto, acredita-se
que estes microrganismos foram pouco efetivos, pois segundo McDonald, Henderson e Heron

(1991), sob condigéo de anaerobiose e pH abaixo de 4,2 , estes sdo completamente inibidos.



72

5 CONCLUSOES

O tratamento LPP liofilizado e o IC no Experimento 1 reduziram significativamente o
teor de FDN mostrando a efetividade do processamento para a conservagdo da atividade
microbiana do inoculante.

A anélise de AGV ndo apresentou diferenca estatistica nos dois experimentos.

A combinagéo dos isolados microbianos liofilizados de L. plantarum e L. paracasei

mostrou potencial para uso pratico, pois foi tdo efetivo quanto o tratamento IC.
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