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EFEITO DA ADICAO DE UREIA E Lactobacillus buchneri EM SILAGENS DE
MILHO

RESUMO GERAL

Objetivou-se, neste estudo, avaliar os efeitos da adicdo de ureia e inoculante a base de
Lactobacillus buchneri liofilizado e pré-ativado em leite desnatado reconstituido,
testando-se os efeitos dos aditivos isolados e associados, sobre as caracteristicas
fermentativas, composicdo bromatoldgica, populacdes microbianas e estabilidade
aerobia de silagens de milho. Foram realizados 2 ensaios experimentais no Setor de
Forragicultura do Centro de Ciéncias Agrarias, Campus II, da Universidade Federal da
Paraiba. No primeiro experimento, os tratamentos avaliados foram os niveis de adig@o
de 0,0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0% de ureia, com base na matéria seca. No segundo
experimento, as silagens foram tratadas com inoculante liofilizado sem e com ureia,
inoculante ativado sem e com ureia, ¢ 1% de ureia, em diferentes periodos
fermentativos (1, 3, 7, 14 e 70 dias). As variaveis fermentativas avaliadas foram: pH,
conteudo de matéria seca, acidos organicos e etanol, perdas de matéria seca, perdas
por gases e efluentes, recuperacdo de matéria seca, composi¢do bromatoldgica e
contagem de populagdes de bactérias acido lacticas e leveduras. As silagens foram
expostas ao ar durante o periodo de 96 horas e avaliaram-se valores de pH, populagdes
de leveduras, temperatura maxima atingida pelas silagens e estabilidade aerobia. Apds
a contagem de populacdes de bactérias laticas das silagens, procedeu-se analise de
reacdo em cadeia da polimerase para identificagdao das bactérias isoladas. A adicao de
ureia nas silagens promoveu melhorias no perfil fermentativo, reducdo de perdas,
incremento de nitrogénio na massa ensilada, redu¢do do contetido fibroso e aumento
da estabilidade aerdbia das silagens de milho. A inoculag¢do das silagens com cepas
liofilizadas e pré-ativadas ndo apresentou resultados expressivos quando realizada
isoladamente. A adicdo de Lactobacillus buchneri e ureia na ensilagem de milho
afetou o perfil fermentativo, as perdas fermentativas e estabilidade aerdbia, as
populacdes de bactérias acido lacticas e leveduras e a composi¢ao bromatologica das
silagens. A estabilidade aerdbia das silagens tratadas com aditivos foi superior aquelas
ndo tratadas. Os resultados da analise de identifica¢do de bactérias laticas isoladas nas
silagens nao tratadas e tratadas com inoculante liofilizado e pré-ativado em leite
desnatado reconstituido ndo indicaram a predominancia de Lactobacillus buchneri nas
silagens aditivadas.

Palavras chaves: aditivo bioldgico; bactéria latica; ensilagem.
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EFFECT OF UREA AND Lactobacillus buchneri ADDITION ON THE CORN
SILAGE

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of the addition of urea and
Lactobacillus buchneri lyophilized and activated inoculant in reconstituted skim milk,
by testing the effects of the isolated and associated additives on the fermentative
characteristics, microbial populations and aerobic stability of corn silages. Two
experimental trials were carried out in the Forage Sector of the Center of Agrarian
Sciences, Campus II, Federal University of Paraiba. In the first experiment, the
treatments evaluated were the addition levels of 0.0; 0.5; 1.0; 1.5 and 2.0% urea, based
on the dry matter. In the second experiment, the silages were treated with lyophilized
inoculant without and with urea, inoculant activated without and with urea, and 1% of
urea, in different fermentation periods (1, 3, 7, 14 and 70 days). The fermentative
variables evaluated were: pH, dry matter content, organic acids and ethanol, dry matter
losses, gas and effluent losses, dry matter recovery, bromatological composition and
lactic acid bacteria and yeast populations. The silages were exposed to air during the
96 hour period and pH values, yeast populations, maximum temperature reached by
silages and aerobic stability were evaluated. After counting populations of lactic acid
bacteria from the silages, polymerase chain reaction analysis was performed to
identify the isolated bacteria. The addition of urea in the silages promoted
improvements in the fermentation profile, reduction of losses, increase of nitrogen in
the ensiled mass, reduction of the fibrous content and increase of the aerobic stability
of corn silages. The inoculation of silages with lyophilized and activated strains did
not present expressive results when carried out alone. The addition of Lactobacillus
buchneri and urea in maize silage affected the fermentation profile, fermentative losses
and aerobic stability, populations of lactic acid bacteria and yeasts and the
bromatological composition of the silages. The aerobic stability of the silages treated
with additives was higher than those not treated. The results of the analysis of
identification of lactic bacteria isolated in the untreated and treated silages with
lyophilized inoculant and activated in reconstituted skimmed milk did not indicate the
predominance of Lactobacillus buchneri in the additive silages.

Keywords: biological additive; lactic acid bacteria; ensilage.

XX



CONSIDERACOES INICIAIS

A utilizagdo de silagens tem sido uma eficiente alternativa para a produgao
animal, proporcionando volumoso de boa qualidade e largamente empregado na
alimenta¢do de ruminantes.

A ensilagem ¢ uma técnica de preservacao de forragens umidas a partir da
acidificacdo da massa ensilada através da atividade de bactérias lacticas, que
convertem carboidratos soluveis a dcidos organicos, principalmente 4cido latico.

A qualidade da silagem estd diretamente ligada ao processo fermentativo
que ocorre no silo. A técnica de ensilagem pode apresentar possiveis riscos de perdas
de nutrientes decorrentes da baixa qualidade do processo fermentativo (fermentagdes
indesejaveis). Os principais fatores que podem interferir na fermentacao da silagem
estdo associados as caracteristicas da forrageira utilizada. Quando estas limitam a
qualidade do processo fermentativo, indica-se a utilizacdo de aditivos na ensilagem.
Existe uma diversidade de aditivos para ensilagem e diferentes situagdes de uso.

Ha aditivos que estimulam a fermentacao, enquanto outros inibem a agdo de
microrganismos indesejaveis. Ainda, hd aditivos que elevam o valor nutritivo do
alimento final, aumentam o conteido de matéria seca da silagem e melhoram a
resisténcia da massa ensilada quando exposta ao ar.

Um dos principais motivos para o uso de aditivos no processo de ensilagem
¢ a redugdo do risco de ocorréncia de fermentacdo de baixa qualidade, o que gera
perdas consideraveis e decréscimo do valor nutritivo do alimento final.

Outras razdes para o uso destas substancias na ensilagem ¢ o beneficiamento
nutritivo resultante do uso do aditivo (exemplo: a adi¢do de ureia na ensilagem de
forrageiras com baixa concentragdo proteica) e a melhoria da estabilidade aerdbia da
massa ensilada durante a fase de descarga.

A deterioracao aerdbia da silagem ¢ um problema de grande significancia
para a qualidade dos alimentos e rentabilidade das explora¢des agricolas no mundo.
Todas as silagens expostas ao ar deterioram, como resultado da atividade microbiana

aerobia. Até mesmo as silagens que apresentam boa fermentagao.



A silagem de milho possui adequado perfil fermentativo, entretanto, o alto
conteudo de 4cido latico resultante e o teor de carboidratos soluveis residuais podem
promover maior deterioragdo aerdbia quando na fase de descarga e oferta do
alimento aos animais.

Com isso, propusera-se neste trabalho, avaliar os efeitos de dois aditivos
comumente utilizados na ensilagem de forrageiras com elevada producgdo de acido
latico: a ureia e inoculante a base de cepas de Lactobacillus buchneri, de forma
isolada ou associada.

No Capitulo I, constituiu-se Revisdo de Literatura com objetivo de
descrever os efeitos da adicdo de ureia e Lactobacillus buchneri em diferentes
silagens, abordando e descrevendo estudos experimentais realizados com a utilizagao
destes aditivos em diferentes tipos de silagens, enfatizando os principais efeitos
encontrados.

No Capitulo 1II, intitulado Efeito da Ureia sobre a Fermentagdo,
Composi¢cdo Bromatologica e Estabilidade Aerobia de Silagens de Milho, objetivou-
se avaliar os efeitos da adicdo de ureia sobre as caracteristicas fermentativas,
composicdo bromatologica, populagdes microbianas e estabilidade aerdbia de
silagens de milho.

No Capitulo III, objetivou-se o avaliar os efeitos da aplicagdo de inoculante
previamente ativado e/ou liofilizado, isolado e associado com ureia, sobre as perdas,
caracteristicas fermentativas, composi¢do bromatologica e estabilidade aerdbia de
silagens de milho.

No Capitulo IV, com o objetivo de avaliar a sobrevivéncia de Lactobacillus
buchneri nas silagens inoculadas com bactérias liofilizadas e ativadas em leite
desnatado reconstituido (LDR) antes da ensilagem, realizou-se a identificacdo de

microrganismos através da técnica de reagdo em cadeia de polimerase (PCR).



CAPITULO I - REFERENCIAL TEORICO

EFEITO DA ADICAO DE UREIA E LACTOBACILLUS
BUCHNERI EM SILAGENS



Efeito da Adicao de Ureia e Lactobacillus buchneri em Silagens

1. Introducao

A ensilagem ¢ uma técnica de preservagdo de forragens umidas baseada na
fermentagdo anaerdbia, onde bactérias 4acido lacticas metabolizam agticares soluveis
a acidos organicos, principalmente acido lactico. Com isso, a biomassa se torna
acidificada e as forragens sdo preservadas até a penetracdo do ar (RUTENBERG et
al., 2016).

A qualidade da silagem estd diretamente ligada ao processo fermentativo
que ocorre no silo. Os principais fatores que podem interferir na fermentacao da
silagem estao associados as caracteristicas da forrageira utilizada, como conteudo de
matéria seca a colheita, concentragdo de carboidratos soluveis, substancias
tamponantes e populacdes de microrganismos presentes na forragem (McDONALD
etal., 1991).

Quando as caracteristicas da forrageira limitam a qualidade do processo
fermentativo, indica-se a utilizagdo de aditivos na ensilagem. Como a fermentacao ¢
um processo dindmico afetado por uma variedade de fatores, diferentes pesquisas
sobre o uso de aditivos em silagens tém sido conduzidas no intuito de se obter
melhorias do material ensilado (YITBAREK e TAMIR, 2014).

Existe uma diversidade de aditivos para ensilagem e diferentes situacdes de
uso. Ha aditivos que estimulam a fermentacdo, enquanto outros inibem a agdo de
microrganismos indesejaveis (ARAKI et al., 2017). Ainda, ha aditivos que elevam o
valor nutritivo do alimento final, aumentam o contetido de matéria seca da silagem e
melhoram a resisténcia da massa ensilada quando exposta ao ar (VIEIRA et al.,
2004).

Um dos principais motivos para o uso de aditivos no processo de ensilagem
¢ a reducao do risco de ocorréncia de fermentacdo de baixa qualidade, o que gera
perdas consideraveis e decréscimo do valor nutritivo do alimento final (VIEIRA et
al., 2017). Com maior frequéncia, os aditivos sdo utilizados em situacdes onde os
efeitos da adversidade do ambiente dentro do silo influenciam a fermentagdo da

silagem com baixo e/ou elevado teor de matéria seca ou de carboidratos soluveis.



A deterioragdo aerobia da silagem reduz consideravelmente a qualidade do
alimento, podendo implicar em perdas expressivas. Todas as silagens expostas ao ar
deterioram, como resultado da atividade microbiana aerébia. Esse processo de
deterioragdo pode atingir diferentes graus e ocasionar perdas de até¢ 20% de matéria
seca (TABACCO et al, 2011), mesmo em silagens com perfil fermentativo
adequado, como a silagem de milho, tanto em condi¢cdes ambientais de clima
temperado (TABACCO et al., 2011), quanto de clima tropical (HUISDEN et al.,
2009).

A presenca de oxigénio ¢ deteriorante as silagens, devido ao crescimento
oportunista de microrganismos aerobios deletérios, especialmente leveduras e
bolores (WOOLFORD, 1990). O uso de aditivos de natureza quimica e/ou bioldgica
em silagens que apresentam adequado perfil fermentativo, como o milho, visa elevar
a estabilidade aerobia e reduzir as perdas relacionadas a deterioragdo aerobia.

As modifica¢des decorrentes do uso de aditivos em silagens, principalmente
no perfil fermentativo das silagens, podem alterar a composi¢ao final do alimento e
afetar o consumo de matéria seca e a digestibibilidade de nutrientes (NEUMANN et
al., 2010).

Tradicionalmente, os aditivos tém sido utilizados na tentativa de solucdo das
limitagdes das forrageiras no processo de ensilagem, minimizando perdas e
assegurando um alimento de qualidade ao animal. Contudo, determinados resultados
indicam que alguns aditivos de natureza bioldgica podem influenciar a produtividade
animal (ELLIS et al., 2016; WEINBERG et al., 2016).

Objetivou-se nesta revisdo, descrever os principais efeitos da adi¢do de ureia

e Lactobacillus buchneri em diferentes silagens.



2. Tipos de Aditivos e Seus Efeitos Sobre a Qualidade da Silagem

Aditivos sao produtos naturais e/ou industriais que controlam ou previnem
determinados tipos de fermentagdes, reduzindo as perdas e melhorando a estabilidade
aerobia das silagens. Varios aditivos tém sido usados para incrementar o valor
nutritivo e recuperagdo de matéria seca das silagens, frequentemente com
subsequente melhoria no desempenho animal (YITBAREK e TAMIR, 2014).

Segundo Henderson (1993), o aditivo considerado ideal deve proporcionar
seguran¢a no manuseio, contribuir a diminui¢cdo de perdas de matéria seca, melhorar
a qualidade higiénica da silagem, restringir fermentagdes indesejaveis, elevar o valor
nutritivo do alimento final e promover aumento da estabilidade aerdbia, oferecendo o
maior retorno na produ¢do animal em relagdo ao custo. Embora haja diferentes
estudos realizados e ainda em andamento, dificilmente um aditivo apresentara todas
essas caracteristicas.

Aditivos em silagens tém sido desenvolvidos e usados por muitos anos. A
funcdo de tais aditivos variam de acordo a natureza e composi¢cdo das silagens
(RUTENBERG et al., 2016). Eles sdao aplicados na ordem de melhorar a
fermentagdo, redug¢do de perdas, incremento do valor nutritivo e aumento da
estabilidade aerobia quando as silagens sdo expostas ao ar (HUISDEN et al., 2009).

A classificacdo dos aditivos utilizados no processo de ensilagem se da,
geralmente, em funcdo de suas caracteristicas fisico-quimicas, finalidade de uso,
acao esperada (SCHMIDT et al., 2014) ou natureza do material.

De acordo com Woolford (1984), as limitagdes das caracteristicas das
forrageiras, como baixo teor de matéria seca e/ou carboidratos soluveis para
ensilagem, acentua a demanda para o uso de aditivos. Entretanto, o desenvolvimento
de pesquisas relacionadas a aditivos em silagens apresentou “fases de modismos”, o
que promoveu deliberadamente o uso de aditivos (algumas vezes de forma incorreta).

A classificagdo dos aditivos, proposta por este autor, considera o principio
ativo (modo de acdo) das substancias utilizadas no processo de ensilagem, dividindo-
se os aditivos nos seguintes grupos: 1) acidificantes diretos (dcidos organicos e
inorganicos); 2) inibidores de fermentacdo (esterilizantes de agdo direta e indireta);

3) estimulantes da fermentacdao (substratos, enzimas e culturas microbianas); 4)



antimicrobianos especificos (antibidticos, antibidticos sintéticos e outros agentes
antimicrobianos); 5) nutrientes (energia, nitrogénio € minerais).

No seu livro “Biochemistry of silage”, McDonald et al. (1991) descreveram
classificagdo para os aditivos em silagens, de acordo com o principio ativo no
processo de ensilagem. Contudo, considerando-se também o fendmeno natural de
deterioragdo aerdbia na fase de abertura e descarga dos silos, onde se expde a massa
ensilada a aerobiose, e a capacidade absortiva dos aditivos.

Os cinco grupos de classificacao sdao: 1) estimuladores de fermentacao
(culturas bacterianas e fonte de carboidratos soluveis); 2) inibidores de fermentacao
(acidos organicos e inorganicos e outros); 3) inibidores de deterioracdo aerdbia; 4)
nutrientes (farelos, polpas, ureia e outros); 5) absorventes (aditivos com alto teor de
matéria seca).

Corroborando com o trabalho de McDonald et al. (1991), Kaiser (1999)
descreveu em seu capitulo de livro “Silage Additives” a classificagdo
internacionalmente aceita para os aditivos em silagens:

1. Estimuladores da fermentacdo: promove a fermentacdo lactica
desejavel na massa ensilada. Subclassificados em fonte de carboidratos soluveis
(aditivos que disponibilizam maior quantidade de substratos fermentesciveis para as
bactérias laticas converterem em acidos organicos, como melago, sacarose, glicose,
polpa citrica, dentre outros); enzimas (celulase, hemicelulase, amilase); inoculantes
(cepas de bactérias acido lacticas).

2. Inibidores de fermentac¢io: acidificam dirctamente e esterilizam a
silagem, inibindo o crescimento de microrganismos indesejaveis. Sao eles acidos e
sais de acidos organicos (acido acético, acido férmico, acido latico, &cido
propidnico); outros inibidores de natureza quimica (formaldeido, nitrito de sodio,
metabissulfito de sodio).

3. Inibidores de deterioracdo aerébia: especificamente destinados a
melhoria da estabilidade aerdbia das silagens (acido propidnico, acido acético,
amonia, alguns inoculantes).

4. Nutrientes: adicionado para melhorar o valor nutritivo das silagens

(ureia, amodnia, graos, minerais, polpa de frutos).



5. Absorventes: utilizados para prevenir perdas por efluentes, aumentando
o conteudo de matéria seca da silagem e/ou através da absor¢do de umidade (graos,
palhas, farelos).

Nesta classificagdo, o mesmo aditivo pode ser incluido em diferentes
categorias, como exemplo, os farelos, que podem ser considerados aditivos
estimuladores de fermentacao (devido ao seu contetido consideravel de carboidratos),
nutrientes (incremento do valor nutritivo da silagem) e absorventes (elevado teor de
matéria seca).

Na tentativa de se reduzir o confundimento e a ambiguidade das categorias
na classificagdo dos aditivos, Nussio e Schmidt (2004) sugeriram uma nova
classificacdo dos aditivos. Basicamente, os autores dividiram as substincias de
acordo com o principio ativo e a natureza de origem, formando-se entdo trés
categorias: 1) aditivos quimicos; 2) aditivos microbianos (subgrupos de bactérias

homofermentativas e heterofermentativas); 3) aditivos sequestradores de umidade.

3. Uso de Aditivo Quimico e Microbiano em Silagens

A conservagdo de forragens na forma de silagem envolve um complexo
processo bioquimico e microbiologico, desde a colheita a sua utilizagdo na
alimentagdo animal (CARVALHO et al., 2008). Essas rea¢des quimicas e biologicas
geralmente alteram a estrutura da forrageira, assim como o seu valor nutritivo. O uso
de aditivos na ensilagem pode alterar tanto o perfil fermentativo, as perdas
fermentativas, a estrutura, o valor nutritivo e a estabilidade aerobia das forrageiras
ensiladas (YITBAREK e TAMIR, 2014).

Os aditivos quimicos s3o substancias que atuam no controle das reagdes
quimicas e bioldgicas na ensilagem. Podem atuar de forma seletiva na massa
ensilada, atingindo as populacdes de microrganismos deletérios a silagem ou sem
distincdo sobre o processo fermentativo. Possuem diferentes propriedades e
mecanismos de acdo, podendo auxiliar no pH da silagem, na redugdao de
microrganismos indesejaveis através de atividade bateriostatica e antiflingica,
hidrélise da parede celular, incremento de nitrogénio a massa ensilada e reducao da

respiracdo celular da forrageira ensilada (NEUMANN et al., 2010).



Os aditivos quimicos de natureza alcalina s3o empregados,
preferencialmente, na ensilagem de forrageiras com altos teores de carboidratos
soluveis e, consequente, elevada producdo de acido lactico. Estes aditivos atuam
diretamente no controle do pH, impedindo acidificagdao excessiva, ¢ na atividade de
microrganismos como fungos filamentosos e leveduras (BALIEIRO NETO et al.,
2009).

Dentre os principais aditivos quimicos estudados, destaca-se a ureia, por
possuir propriedades antimicrobianas, reduzir as perdas no processo fermentativo
(SARICICEK e KILIC, 2009), retardar o rapido abaixamento do pH em silagens com
elevadas concentragdes de carboidratos soluveis (VIEIRA et al., 2017), incrementar
o valor nutritivo da massa ensilada (FERNANDES et al., 2009) e aumentar a
estabilidade aerdbia das silagens.

A ureia ¢ um aditivo de baixo custo, de simples manuseio e facilmente
encontrado no mercado. Possui caracteristicas que a classifica como aditivo inibidor
de fermentacdo e aditivo nutriente, pois melhora o valor nutritivo das silagens
(McDonald et al., 1991).

Além dos aditivos quimicos, os aditivos microbianos apresentam vantagens
como facilidade e seguranga no uso, ndo corroem equipamentos, ndo poluem o
ambiente e sdo considerados produtos naturais (ROWGHANI e ZAMIRI, 2009).

As bactérias lacticas (BAL) sdo as principais espécies de microrganismos
utilizadas como aditivos em silagens, podendo ser classificadas a partir do
metabolismo de carboidratos soluveis: bactérias homo e heterofermentativas
obrigatdrias e/ou facultativas (MUCK, 2010; SCHMIDT et al., 2014). As bactérias
homofermentativas obrigatorias produzem acido lactico a partir de hexoses, como a
glicose; enquanto bactérias heterofermentativas facultativas e obrigatorias convertem
hexoses e pentoses a acido lactico, acido acético e etanol, produzindo didxido de
carbono (MUCK, 2010).

O é&cido lactico € o principal acido organico reconhecidamente capaz de
reduzir o pH da massa ensilada e evitar o desenvolvimento de microrganismos
deletérios no processo fermentativo. Por isso, as bactérias acido lacticas foram as
primeiras espécies utilizadas como inoculantes em silagens (McDONALD et al.,

1991; Fylia et al., 2007).



Devido a sua intensa atividade produtora de acido lactico, resultando em
rapido declinio do pH, baixa producdo de etanol e amoénia nas silagens, cepas de
bactérias homofermentativas, como Lactobacillus plantarum, estdo presentes em
inoculantes até a atualidade (JATKAUSKAS e VROTNIAKIENE, 2011). A reducao
do pH da massa ensilada ocasionada pela atividade de cepas inoculadas de bactérias
acido lacticas (BAL) beneficia a qualidade da silagem por reduzir os riscos de
crescimento de microrganismos deletérios como bactérias produtoras de acido
butirico (McDONALD et al., 1991).

Apo6s intenso estudo e ampla recomendacdo de BAL homofermentativas
(FYLIA et al. 2006; PARVIN e NISHINO, 2009; TABACCO et al., 2011), pesquisas
indicam que silagens com fermentagdo predominantemente homoléatica sdo mais
susceptiveis a deterioracdo aerobia (OLIVEIRA et al., 2011) e as cepas de BAL
heterofermentativas se destacaram por melhorar a estabilidade aerobia das silagens,
principalmente por converter acido lactico em 4&cido acético sob condicdes
anaerobias (OUDE ELFERINK et al., 2001). Com isso, os inoculantes microbianos
usados como aditivos em silagens incluem bactérias homofermentativas e/ou
heterofermentativas (ZOPOLLATTO et al., 2009).

O acido lactico, embora seja importante no processo fermentativo e conservagdo do
material ensilado, ndo possui atividade antifungica que impeca o desenvolvimento de fungos
filamentosos e leveduras na fase de abertura e descarga do silo. O acido acético, por sua vez,
inibe o crescimento de populagdes de bolores e leveduras, preservando as silagens apods a
exposi¢ao ao ar (FYLIA et al., 2007).

Embora as pesquisas desenvolvidas atualmente sejam majoritariamente com
aditivos microbianos, ressalta-se que os resultados positivos nas caracteristicas
fermentativas das silagens nem sempre sdo evidentes e hd muita controvérsia no uso
destes, pois os resultados obtidos se apresentam inconstantes (KUNG JR et al., 2003;
MUCK, 2010; OLIVEIRA et al., 2011).

A diversidade de pesquisas com aditivos microbianos tem sido crescente
nos ultimos anos, aprofundando-se o grau de conhecimento sobre a dinamica de
atuacdo das bactérias na massa ensilada. As principais espécies estudadas
representam as fermentadoras homoldacticas (Lactobacillus plantarum) e as
fermentadoras heterolacticas (Lactobacillum buchneri), ambas produtoras de acido

lactico e esta ultima, capaz também de produzir 4cido acético.
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A utilizagdo de bactérias acido laticas heterofermentativas visa o aumento
da producdo de acidos organicos com propriedades antifingicas, como o acido
acético e acido propionico (SCHMIDT e KUNG JR., 2010; TABACCO et al, 2011;
QUEIROZ et al., 2013; GANDRA et al., 2017).

Os efeitos de inoculantes sobre a estabilidade aerdbia das silagens tém sido
testados, e cepas de Lactobacillus buchneri sio apontadas como protagonistas no
aumento da resisténcia a deterioracdo aerdbia das silagens tratadas (QUEIROZ et al.,
2013; GANDRA et al., 2017), devido a capacidade de conversao de acido lactico em
acido acético (OUDE ELFERINK et al. 2001).

4. Efeito da Adicao de Ureia nas Silagens

A ureia (CH4N20) é uma substincia que contém entre 42 a 45% de
nitrogénio, sendo muito utilizada na amonizagao de forragens devido a facilidade de
sua aplicacdo, nao ser substancia poluente e ser fonte de nitrogénio nao proteico
(NEUMANN et al, 2010). E considerada um aditivo inibidor de deterioragdo
aerobia, controlando a deterioracdo causada pelo ar quando o silo ¢ aberto, assim
como também ¢ um aditivo nutriente, tendo em vista a melhoria do valor nutritivo da
silagem (MCDONALD et al., 1991).

A utiliza¢do da ureia em diferentes silagens tem sido descrita na literatura,
tanto para a preservacao da composi¢ao dos nutrientes da forrageira no processo
fermentativo, quanto para melhoria do valor nutritivo do material ensilado e aumento
da estabilidade aerdbia das silagens apos abertura do silo.

Em situagdes adversas como forrageiras com elevado ou baixo teor de
matéria seca e carboidratos soluveis, entre outros, a degradacao aerobia decorrente da
multiplicacdo de microrganismos indesejaveis, como os fungos, requer a utilizagao
de aditivos que possuam ac¢do de inibicdo do desenvolvimento destas populacdes
microbianas deletérias. A wureia atua de forma positiva nestas circunstancias
(NEUMANN et al., 2010).

A atuagdo da ureia sobre o pH das silagens, elevando-o a uma faixa
adequada a atividade das bactérias acido lacticas, impede o desenvolvimento de

microrganismos indesejaveis. Essa resisténcia a queda brusca do pH, associada a
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acdo antifungica, promove a reducdo de perdas associadas a producdo de gases e
efluentes (VIEIRA et al. 2017).

A conversdao de ureia em amodnia na massa ensilada beneficia o processo
fermentativo das silagens (MIRANDA et al., 2011). Silagens como a cana de agucar,
onde ha perdas consideraveis devido a excessiva producdo de etanol pelas leveduras
podem apresentar redugdo significativa na populacdo de fungos quando tratadas com
ureia (ARAKI et al., 2017).

A ureia possui agdo fungistatica no metabolismo das leveduras. As
leveduras sd3o microrganismos auxotroficos, dependendo estritamente da
disponibilidade de uma combinacdo especifica entre fontes de carbono e fontes de
nitrogénio para se desenvolverem. As fontes de carbono preferenciais sao glicose e
galactose, enquanto glicerol e ribose apresentam potencial inferior de
desenvolvimento de leveduras. Assim como as fontes de carbono, as fontes de
nitrogénio para a rdpida multiplicacdo de leveduras sdo necessarias, sendo
preferencial a disponibilidade de glutamina no meio (VANDERSLUIS et al., 2014).

Fontes de carbono para crescimento de leveduras, como a glicose,
geralmente nao sdo limitantes em forrageiras ensiladas, como milho, sorgo e cana de
acucar. Entretanto, diferentes trabalhos apontam a redugdo das populagdes de
leveduras quando se aplica ureia na ensilagem destas forrageiras (MIRANDA et al.,
2011; VIEIRA et al.,, 2017). A ureia ¢ uma fonte pobre de nitrogénio para as
leveduras (VANDERSLUIS et al., 2014), logo, a aplicacdo de ureia na ensilagem
promove o aumento da concentragdo de amoénia na massa ensilada, retardando o
desenvolvimento das leveduras, uma vez que promove desbalanco na relagdo
especifica de substratos para o crescimento de leveduras.

Ainda, de acordo com Hess et al. (2006), o aumento da concentracao de
amonio ¢ toxico as leveduras, obrigando-as a modificarem o metabolismo de
nitrogénio, incorporando o amdnio na formacgdo e excre¢do de aminoacidos como a
glutamina ou glutamato, na presenga de teores adequados de potéssio.

Além de impedir o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis e
alterar o perfil fermentativo da silagem através da amonia liberada por sua hidrolise,
a ureia promove melhorias no valor nutritivo das silagens a partir da incorporagao de

nitrogénio na massa ensilada, elevando o valor proteico das silagens (FERNANDES
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et al., 2009). A incorporac¢do de nitrogénio na massa ensilada, a partir da aplicacdo de
ureia, elevou os valores de proteina bruta de 34,5 g/kg MS para 110 g’kg MS em
silagens de cana de acucar (ARAKI et al., 2017).

Além do efeito de conservagdo das propriedades nutricionais das silagens, a
ureia, através da formagdo natural de amonia na reagcdo de hidrdlise pela enzima
urease, aumenta a digestibilidade in vitro de MS das silagens, devido a maior
disponibilidade de nitrogénio ndo proteico aos microrganismos ruminais (ARAKI et
al., 2017).

A ureia atua sobre a fragdo fibrosa da massa ensilada a partir de suas reagdes:
a uredlise, que consiste numa reacdo enzimatica onde ocorre a liberagdo da amonia
através da hidrodlise da ureia; e a amoniolise.

As bactérias ureoliticas produzem a urease (enzima catalisadora presente nas
plantas) que atua na presenga de umidade, hidrolisando a ureia e produzindo duas
moléculas de amonia (que atua diretamente na parede celular das forragens) e uma de
dioxido de carbono (WILLIANS et al., 1984; NEUMANN et al., 2010).

A partir da hidrélise da ureia, ocorre a reagdo quimica de amoniolise entre a
amonia e as ligagdes do tipo éster existentes entre cadeias de hemicelulose e entre os
grupos de carboidratos ou moléculas de carboidratos e lignina (FADEL et al., 2003).
A amonidlise provoca uma lise nas ligagdes entre os carboidratos estruturais,
liberando-os e, consequentemente, aumentando a superficie de contato aos
microrganismos do raimen (TARKOW e FEIST, 1969).

Além destas reagdes, ha outro fator importante a se considerar: a amonia
apresenta alta afinidade com a agua resultando na formagdo de uma base fraca, o
hidréxido de amonio (NH4OH). A alta afinidade da amonia com a agua promove
expansdao da parede celular e ruptura dos componentes dos tecidos de forragens
aditivadas com ureia. Através de estudos especificos de microscopia eletronica,
pode-se constatar essa alteracdo da parede celular (ROSA e FADEL, 2001).

A reagdo quimica que origina o hidréxido de amdnio promove elevagdo do
pH da massa ensilada devido a formagao desta base fraca. O hidroxido de amonio ¢
uma solu¢do aquosa que atua através da hidrolise alcalina das ligagdes do tipo éster
dos compostos da parede celular, alterando o pH da massa ensilada (BUETTNER et
al., 1982).
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A amonia liberada nas reagdes dentro do silo € uma substancia volatil e a alta
produgdo de acidos organicos pode ser benéfica em converter amonia a produtos
menos volateis como sais de amonio: lactato de amonio e acetato de amonio (LOPEZ
et al., 1970).

Quando os ruminantes consomem dietas com baixo teor proteico, uma fonte
de nitrogénio, como a amonia, seria insuficiente para o crescimento microbiano no
rimen, sendo necessario disponibilizar fonte de amonia extra na dieta, através de
fontes proteicas naturais, como o farelo de soja ou de nitrogénio ndo proteico, como
a ureia (SUGIMOTO et al., 2007).

A adi¢do de ureia na ensilagem de forrageiras contribui para o aumento dos
compostos nitrogenados das silagens de gramineas tropicais, sugerindo incorporagao
de parte do nitrogénio aplicado. Considerando-se um sistema de alimentacao de
ruminantes, a elevagdo dessas fracdes nitrogenadas podem beneficiar a fermentacao
ruminal e promover maior sintese de proteina microbiana (OLIVEIRA et al., 2007),
além de melhorar o perfil fermentativo das silagens e consequentemente reduzir
perdas (FERNANDES et al., 2009).

Em estudos para se avaliar o efeito da ureia sobre o consumo e a
digestibilidade de silagem de polpa de batata como suplemento a novilhos, Sugimoto
et al. (2007) ndo verificaram efeito da adicdo de ureia sobre o consumo e a
digestibilidade da silagem de polpa de batata. Entretanto, houve efeito sobre a
degradabilidade efetiva do feno quando se considerou a dieta total, sugerindo-se que
a acdo quimica da amonia derivada da ureia reduz a resisténcia da parede celular
vegetal e solubiliza parte da fragdo fibrosa do material ensilado durante o processo
fermentativo. Esta suposi¢cdo pode ser parcialmente explicada por menor conteudo de
FDN encontrado nas silagens tratadas com ureia quando comparadas com silagens
ndo tratadas. Embora a ingestdo de silagem de polpa de batata tratada com ureia ndo
apresentasse efeito sobre o pH ruminal, houve flutuagdes na concentracdao de
nitrogénio amoniacal no ramen (SUGIMOTO et al., 2007).

Resultados diferentes foram obtidos quando a ureia foi aplicada a silagens
de palha de arroz fresca (FANG et al., 2012). A palha de arroz ¢ uma forragem de
baixa digestibilidade de nutrientes devido a sua elevada lignificacdo, alto teor de

silica e baixo teor proteico. A ensilagem da palha de arroz fresca com adi¢ao de ureia
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promoveu efeitos positivos na composi¢do quimica e digestibilidade das silagens.
Verificaram-se aumentos significativos no valor nutritivo das silagens para o
conteudo proteico (+3,9%) e amodnia (+22%), com base na matéria seca. Houve
reducdo do teor de fibra soliivel em detergente neutro, de 63,4% nas silagens ndo
tratadas a 58,9% nas silagens tratadas com ureia (FANG et al., 2012).

Fang et al. (2012) observaram aumento significativo na digestibilidade de
MS (+8,9%), PB (+3,9%), FDN (+8,3%), NDT (+6,2%), com base na matéria seca.
O aumento da digestibilidade das silagens tratadas com ureia deveu-se, segundo os
autores, a conversao da urcia em hidroxido de amonio e, consecutivamente em
amonia, capaz de atuar nas ligagdes entre lignina e carboidratos, disponibilizando
maior quantidade de substancias soluveis.

A maior disponibilidade de proteina degradavel no raimen (PDR) ¢ uma das
razdes pelo qual também se utiliza ureia em silagens de milho. Embora a silagem de
milho seja uma excelente forragem para ruminantes por seu alto teor de energia
digestivel, o aumento da concentragdo de PDR pode elevar a sintese de proteina
microbiana no ramen e beneficiar o animal (NRC, 2001). Este aumento pode ser

obtido através da adi¢do de ureia no momento da ensilagem (BOUCHER et al.,

2007).

4. Efeito da Adicao de Lactobacillus buchneri nas Silagens

A deterioragdo aerdbia das silagens pode alterar a qualidade do alimento. A
sensibilidade das silagens a deterioracdo aerobia ¢ um fator problematico para esta
técnica de conservagao de forragens (TABACCO et al., 2011). Todas as silagens sao
suscetiveis a deterioragdo aerobia causada por microrganismos oportunistas que
assimilam carboidratos e proteinas soluveis e até o acido lactico (FYLIA et al,
2006).

Uma alternativa para se minimizar a reduc¢ao de perdas e risco de produgao
de toxinas (fungos) € a inoculagao. Diferentes aditivos foram estudados e a eficiéncia
em combater fermentacdes indesejaveis durante o processo fermentativo e apods a

abertura do silo registrada.
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Os inoculantes bacterianos constituem os aditivos mais utilizados para se
obter aumento da estabilidade aerdbia das silagens, principalmente cepas de
Lactobacillus buchneri, capazes de converter acido lactico em acido acético (OUDE
ELFERINK et al., 2001), que possui propriedade antifiingica.

As bactérias laticas homofermentativas, comumente produzem rapidamente
acido latico na massa ensilada, o que reduz o pH e promove a preservagdo da
silagem. Bactérias heterofermentativas, por sua vez, sdo capazes de atuar apos a
primeira fase do processo fermentativo, contribuindo para a diminui¢do da
deterioracdo aerdbia a partir da producdo de acido acético (HU et al., 2009).

A inoculacdo de forrageiras como o milho com Lactobacillus buchneri
promove modificagdes no perfil fermentativo das silagens, desviando a fermentacao
principal homofermentativa para a heterofermentativa, o que resulta em valores mais
elevados no pH e acido acético. Ainda, ha reducdo das populagdes de fungos
filamentosos e leveduras (de 5,91 para 4,96 log ufc/g) (RABELO et al., 2016).

Resultados semelhantes foram encontrados por Salvo et al. (2013), que
registraram valores de 41,50 g/kg de acido acético em silagens inoculadas com
Lactobacillus buchneri e 27,10 g/kg em silagens ndo tratadas. Schmidt e Kung Jr.
(2010) registraram além do aumento consideravel de acido acético, consequente
elevacdo da estabilidade aerdbia das silagens inoculadas por estas cepas, atingindo
136 horas de estabilidade das silagens apds a exposi¢ao ao ar.

Lactobacillus buchneri ¢ uma bactéria acido latica, gram-positiva, catalase
negativa (KOC et al., 2017), heterofermentativa, fermenta hexoses a acido latico,
didéxido de carbono e etanol (ou 4acido acético e demais produtos organicos)
(HOLZER et al., 2003). Em condi¢des de anaerobiose ¢ pH acido, L. buchneri ¢
capaz de degradar o acido latico a acido acético, 1,2-propanodiol e tracos de etanol.
Cada mol de 4acido latico pode ser convertido em 0,5 mol de 4cido acético, 0,5 mol
de 1,2-propanodiol e pequenas quantidades de etanol (OUDE ELFERINK et al.,
2001).

Entretanto, esse potencial de conversdao de acido latico a acético ndo ocorre
apenas em L. buchneri, outras bactérias laticas também degradam &cido latico. O que
difere as bactérias L. buchneri das demais, ¢ o mecanismo de conversido € oS

produtos organicos formados. Em condigdes anaerobias, L. buchneri nao exige
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aceptor externo de elétrons e nao produz acido succinico, acido formico e H> como
as bactérias da espécie L. plantarum (OUDE ELFERINK et al., 2001).

Em ensaios, com objetivo de verificar a capacidade degradante de acido
latico de cepas de Lactobacillus buchneri, Oude Elferink et al. (2001) verificaram
degradagdo lenta de acido latico a &cido acético e, apds 55 dias de atividade destas
bactérias em meio com pH 4,0, observaram elevagdo do pH para 4,4. Isto se deve ao
potencial de acidificacdo do &cido acético ser inferior ao do acido latico. Estes
autores nao detectaram degradagdo de acido latico por L. buchneri em meio com pH
5,8, sugerindo-se que o metabolismo de degradacdo de 4cido latico ocorre apenas em
meios com pH 4cidos. A degradacdo do 4cido latico ocorreu significativamente mais
rapido em temperatura de 15°C em meio de pH 3,8.

O conhecimento da propriedade fungicida do acido acético (DANNER et
al., 2003) predispds a realizacdo de diferentes ensaios visando a obtencdo de
aumento expressivo na estabilidade aerébia das silagens. Espécies de
microrganismos, como Lactobacillus buchneri t€ém sido empregadas na ensilagem,
buscando-se elevar a concentracao de acido acético na massa ensilada (e consequente
estabilidade aerdbia), sem prejuizos ao valor nutritivo das silagens (LI e NISHINO et
al., 2011).

O aumento na concentragdo de acido acético em silagens inoculadas com L.
buchneri foi relatado em diferentes trabalhos (NSEREKO et al., 2008; SCHMIDT et
al., 2009; LI e NISHINO et al., 2011; LIU, DONG e SHAO, 2018). Li e Nishino
(2011) verificaram valores de 13,3; 20,0 e 50,6 g/kg de acido acético em silagens de
milho tratadas com L. buchneri em 14, 56 ¢ 120 dias de fermentagdo. Além disso,
relataram reducao significativa de populacdes de leveduras nas silagens (de 6,23 log
ufc/g em silagens nao tratadas para 5,98 log ufc/g forragem em silagens inoculadas
com L. buchneri, aos 120 dias de fermentacdo). Resultados diferentes foram
encontrados por KOC et al. (2017), que ndo detectaram diferencas significativas na
composi¢ao das populagdes microbianas de silagens de alfafa inoculadas com L.
buchneri.

A inoculacdo de silagens com L. buchneri pode restringir a producdo de
acido butirico na massa ensilada, reduzindo as populagdes de bactérias aerdbias e

elevando a estabilidade aerobia das silagens (LIU, DONG e SHAO, 2018).
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Embora apresente atividade sobre o perfil fermentativo e estabilidade
aerobia das silagens, L. buchneri possui crescimento lento, sendo verificados seus
efeitos a partir de 45 a 60 dias (OUDE ELFERINK et al., 2001; SCHMIDT et al.,
2009).

O lento desenvolvimento deste microrganismo se deve ao metabolismo de
conversao de acido latico a 4cido acético em meio de pH 4cido. Como as bactérias
lacticas homofermentativas multiplicam-se de forma acelerada, diminuindo o pH da
massa ensilada rapidamente devido a maior producdo de acido latico, as bactérias L.
buchneri limitam o seu crescimento e ativam o metabolismo de degradagdo de acido
latico, como estratégia de manutencdo da viabilidade celular (OUDE ELFERINK et
al., 2001).

Ao avaliar o desenvolvimento de L. buchneri em silagens de alfafa
inoculadas, Schmidt et al. (2009) observaram o comportamento de crescimento
destas bactérias, detectando o predominio de L. buchneri somente apos 45, 90 e 180

dias de fermentagao.
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Figura 1. Populagdes de L. buchneri em silagens de alfafa durante a ensilagem

Silagens ndo tratadas (0); Silagens inoculadas com L. buchneri (o0); Silagens inoculadas com L.
buchneri e Pediococcus pentosaceus ().

Pontosape correspondem aos dias especificos com diferengas significativas (P<0,05).

O conteudo de fibra em detergente neutro pode ser alterado pela atividade
de L. buchneri na forragem. De acordo com Nsereko et al. (2008), cepas de L.

buchneri sdo capazes de produzir a enzima 4cido fertlico esterase, que pode
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aumentar a susceptibilidade da parece celular a hidrdlise enzimatica. Os autores
ainda observaram efeito da inocula¢do na elevacdo do pH e contetdo de acido
acético (de 13,1 g/kg MS nas silagens controle para 43,2 g/kg MS em silagens
inoculadas). Verificou-se aumento de 44 horas na estabilidade aerdbia das silagens
de azevém.

Corroborando com Nsereko et al. (2008), Koc et al. (2017) verificaram
redu¢do de FDN nas silagens inoculadas com L. buchneri. Ainda, observaram
aumento significativo na digestibilidade in vitro da matéria organica nas silagens de
alfafa.

Alguns trabalhos mais recentes verificaram efeito probiotico de
Lactobacillus buchneri na suplementacdo alimentar de espécies de animais nao
ruminantes, como coelhos, que tem se apresentado eficiente na melhoria da
microbiota intestinal, diminuindo os valores de Escherichia coli (ZHOU et al., 2018).
Mais estudos sobre o efeito de L. buchneri no funcionamento do aparelho digestivo

devem ser realizados.

5. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de ureia e a inoculagao da massa ensilada com Lactobacillus
buchneri podem promover melhorias no perfil fermentativo, valor nutritivo, redugao
de perdas e aumento da estabilidade aerobia das silagens.

Embora os aditivos possam atuar beneficiando a fermentagao das silagens, ¢
imprescindivel a realizacdo correta da técnica de ensilagem, respeitando-se todas as
fases e exigéncias das forrageiras a ser ensiladas. A depender das caracteristicas da
forrageira, os aditivos promovem melhorias no perfil fermentativo das silagens,
contudo, ¢ importante ressaltar que a dosagem, forma de aplicagdo e tempo de

armazenamento influenciam diretamente nos resultados obtidos.
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CAPITULO II

EFEITO DA UREIA SOBRE A FERMENTACAO, COMPOSICAO
BROMATOLOGICA E ESTABILIDADE AEROBIA DE
SILAGENS DE MILHO
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Efeito da ureia sobre a fermentacio, composicdo bromatologica e estabilidade
aerobia de silagens de milho

RESUMO: Objetivou-se neste estudo avaliar os efeitos da adicdo de ureia sobre as
caracteristicas fermentativas, composi¢ao bromatoldgica, populacdes microbianas e
estabilidade aerdbia de silagens de milho. O experimento foi conduzido no Setor de
Forragicultura do Centro de Ciéncias Agrarias, Campus II, da Universidade Federal
da Paraiba. A colheita do milho foi realizada aos 97 dias. Os tratamentos avaliados
foram os niveis de adigdo de 0,0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0% de ureia, com base na matéria
seca. A densidade foi de 600 kg/m® de matéria verde. Apos 70 dias da vedagdo, os
silos foram abertos e realizaram-se as andlises. As variaveis fermentativas avaliadas
foram: pH, conteido de matéria seca, acidos organicos e etanol, perdas de matéria
seca, perdas por gases e efluentes, recuperacdo de matéria seca, composicao
bromatoldgica e contagem de populagdes de bactérias 4cido lacticas e leveduras. As
silagens foram expostas ao ar durante periodo de 96 horas e avaliaram-se valores de
pH final, populacdes de leveduras, temperatura méaxima atingida pelas silagens e
estabilidade aerobia. A adigdo de wureia na ensilagem de milho afetou
significativamente o pH, conteudo de acidos organicos, etanol e proteina bruta,
populagdes de bactérias acido lacticas e leveduras e as perdas por efluentes das
silagens (P<0,05). Houve correlacdo positiva entre as concentracdes de acidos
acéticos e propidnico, entre o teor de etanol e as perdas por efluentes e populagdo de
leveduras, entre as perdas por gases e acido butirico, e entre as populagdes de
bactérias acido lacticas e pH. A adicdo de ureia afetou o padrdao fermentativo, as
perdas por efluentes, a composicdo bromatoldgica, a producdo de etanol, as
populacdes microbianas e das silagens de milho. A incorporagdo de nitrogénio a
massa ensilada melhorou o valor nutritivo das silagens, através da disponibilidade de
maiores valores de nitrogénio ndo proteico. Ainda, a redugdo de parte da fracdo
fibrosa da forragem contribui para o maior aproveitamento do alimento. A
estabilidade aerdbia das silagens de milho nao tratadas com ureia perdeu-se em
aproximadamente 62 horas, enquanto as silagens aditivadas a partir de 1,0% de ureia
ndo perderam a estabilidade aerobia até as 96 horas. A adi¢do de ureia ¢ indicada na
ensilagem de milho devido aos seus beneficios no processo fermentativo e
estabilidade aerdbia das silagens, sendo indicada a adicdo entre 1% a 1,5% de ureia
(com base na matéria seca).

Palavras—chave: aditivo quimico, deterioracao aerobia, ensilagem, leveduras.
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Effects of urea on fermentation, chemical composition and aerobic stability of
corn silages

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the effects of urea addition
on fermentation characteristics, chemical composition, microbial populations and
aerobic stability of corn silages. The experiment was conducted in the Forage Sector
of the Center for Agrarian Sciences, Campus II, Federal University of Paraiba. Corn
harvesting was performed at 97 days. The treatments evaluated were the addition
levels of 0.0; 0.5; 1.0; 1.5 and 2.0% urea, based on the dry matter. The density was
600 kg/m> of green matter. After 70 days of sealing, the silos were opened and
analyzes were performed. The fermentative variables evaluated were: pH, dry matter
content, organic acids and ethanol, dry matter losses, gas and effluent losses, dry
matter recovery, chemical composition and lactic acid bacteria and yeast populations.
The silages were exposed to air for 96 hours and final pH, yeast populations,
maximum temperature reached by silages and aerobic stability were evaluated. The
addition of urea to maize silage significantly affected the pH, content of organic
acids, ethanol and crude protein, populations of lactic acid bacteria and yeasts, and
losses by silage effluents (P <0.05). There was a positive correlation between the
concentrations of acetic and propionic acids, between ethanol content and losses by
effluent and yeast population, between gas losses and butyric acid, and between
lactic acid bacterial populations and pH. The addition of urea affected the
fermentation pattern, effluent losses, chemical composition, ethanol production,
microbial populations and corn silages. The incorporation of nitrogen into the ensiled
mass improved the nutritive value of the silages, through the availability of higher
values of non - protein nitrogen. Also, the reduction of part of the fibrous fraction of
the forage contributes to the greater utilization of the food. The aerobic stability of
the untreated urea corn silages was lost in approximately 62 hours, while the silages
added from 1.0% urea did not lose aerobic stability until 96 hours. The addition of
urea is indicated in maize ensilage due to its benefits in the fermentation process and
aerobic stability of the silages, with the addition of 1% to 1,5% urea (based on dry
matter) being indicated.

Keywords: chemical additive, aerobic deterioration, ensilage, yeasts.
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1. INTRODUCAO

A ensilagem ¢ um dos métodos mais eficientes de conservacao de forragens
frescas, com perdas minimas, quando realizada corretamente. Baseada na
acidificacdo da massa ensilada, a preservac¢ao do alimento ¢ resultante, sobretudo, da
atividade das bactérias produtoras de 4cido latico em ambiente anaerdbio, que
impede substancialmente o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis.

Ao ensilar forrageiras umidas, objetiva-se aumentar a preservacao dos
nutrientes originais na forragem com o minimo de perdas de sua qualidade
nutricional, que permite a utilizacdo como fonte de alimentos durante periodos de
escassez, evitando as oscilacdes da disponibilidade de forragens decorrente da
sazonalidade e potencializando o uso da area da propriedade (ALONSO et al., 2013).

Dentre as espécies mais indicadas a producao de silagens, destaca-se o milho
(Zea mays L.), por apresentar alto valor nutritivo, adequado teor de matéria seca e
concentracdo de carboidratos soliiveis, baixo poder tampao e elevada digestibilidade.
Por outro lado, a elevada concentracdo de carboidratos soluveis (SARICICEK e
KILIC, 2009) pode ocasionar excessiva producdo de acido lactico e predispor a
massa ensilada ao desenvolvimento de leveduras, principalmente durante a exposi¢ao
aerdbia na fase de descarga e alimentagdo animal (WEINBERG et al., 2011). De
acordo com Pahlow et al., (2003), a planta de milho pode apresentar de 3 a 5 log
unidades formadoras de colonias (UFC)/g de leveduras epifitas, o que pode
comprometer a estabilidade aerobia das silagens (DA SILVA et al., 2015).

As leveduras sdo apontadas como os microrganismos iniciantes da
deterioragdo aerdbia das silagens, devido a assimilagcdo de lactato (MCDONALD et
al., 1991). Frequentemente, a instabilidade aerdbia associada aos fungos em silagens
de milho ocorre em condigdes praticas de producdo, principalmente nas camadas
superiores do silo, que sdo mais propensas a deterioragao.

Com isso, aditivos com propriedades antifiingicas sao usados para se reduzir
as populacdes de leveduras e aumentar a estabilidade aerobia (TELLER et al., 2012;
DA SILVA et al., 2015). Diferentes pesquisas tém sido realizadas no intuito de se

reduzir as perdas durante a ensilagem e ap6s a abertura do silo, utilizando-se aditivos
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quimicos como a ureia (FERNANDES et al., 2009; VIEIRA et al., 2017; ARAKI et
al., 2017).

A utilizagdo da wureia como aditivo quimico em silagens com alta
concentracdo de carboidratos soliveis, em propor¢des adequadas, pode promover
menores perdas fermentativas e efeito toxico a populacdo de leveduras e mofos
(VIEIRA et al., 2017). O uso da ureia em silagens estd relacionado a sua
transformagdo em amonia. Na presenca de umidade e por meio da agdo da urease
(enzima catalisadora) das plantas e microrganismos, a ureia sofre hidrdlise,
produzindo duas moléculas de amonia e uma de dioxido de carbono. A adigdo de
ureia resulta em valores de pH e teor de acido lactico adequados para silagens,
devido ao poder tampao da amonia, evitando queda demasiada do pH (NEUMANN
et al., 2010).

Além da baixa estabilidade aerobia, silagens de milho apresentam baixas
concentragdes de proteina (SARICICEK e KILIC, 2009). O uso de nitrogénio nio
proteico (NNP) tem prolongado a estabilidade aerdbia das silagens e elevado a
concentracdo de proteina em forragens com baixo teor de nitrogénio (WEISS e
UNDERWOOD, 2006; SARICICEK e KILIC, 2009). Dessa forma, a incorporagdo
do nitrogénio ndo proteico da ureia a massa ensilada pode promover acréscimo
proteico no valor nutritivo das silagens (SCHMIDT et al., 2007; FERNANDES et al.,
2009; FANG et al., 2012; ARAKI et al., 2017).

Objetivou-se, neste estudo, avaliar os efeitos da adigdo de niveis de ureia
sobre as caracteristicas fermentativas, composicdo bromatologica, populacdes

microbianas e estabilidade aerdbia de silagens de milho.

2. MATERIAL E METODOS

Ensilagem do Milho e Tratamentos

O experimento foi conduzido no Setor de Forragicultura do Centro de
Ciéncias Agrarias (CCA), Campus II, Areia, da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). O hibrido de milho utilizado neste experimento foi o Ag 1051.

O milho foi cultivado na Fazenda Mata Limpa, localizada no Municipio de

Areia, Estado da Paraiba, na microrregido do Brejo Paraibano, latitude 6°58°07” S, e
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longitude 35°44°03” W e altitude de 627 m. Segundo a classificacdo de Koppen
(quente e umido), apresentando temperaturas médias anuais em torno de 24°C,
umidade relativa do ar em torno de 80%, ocorrendo precipitacdo pluvial média de
1.400 mm anuais.

O hibrido utilizado neste experimento foi o0 Ag 1051. A colheita do milho foi
realizada com idade cronologica de 97 dias, quando os graos estavam no estagio
leitoso/pastoso. O procedimento de ensilagem ocorreu no dia 09 de agosto de 2014.
As plantas foram colhidas inteiras de forma manual, picadas em maquina forrageira
estacionaria regulada para cortar a forragem em particulas de aproximadamente 2 cm
¢ homogeneizadas.

A forragem fresca foi transportada ao Laboratério de Forragicultura e foram
tratadas com 100 ml de dgua destilada com ou sem aditivo: (S1) silagem sem aditivo;
(S2) silagem com 0,5% de ureia (1,51 g de ureia’kg de forragem fresca); (S3)
silagem com 1% de ureia (3,03 g de ureia/kg de forragem fresca); (S4) silagem com
1,5% de ureia (4,54 g de ureia’kg de forragem fresca) e (S5) silagem com 2% de
ureia (6,06 g de ureia/’kg de forragem fresca). As respectivas quantidades de aditivo
foram diluidas em d4gua destilada e distribuidas na forragem conforme o
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des por tratamento.

Sobre lona pléstica, ocorreu a adi¢do de ureia (com base na MS) no material
picado. As dosagens de ureia diluidas foram aplicadas de forma manual, com auxilio
de um spray. Misturou-se homogeneamente o aditivo a forragem para o enchimento
dos silos experimentais. Imediatamente, foi realizada a compactagdo da forragem nos
silos, buscando-se atingir massa especifica de 600 kg/m* de matéria verde. Os silos
experimentais de polietileno utilizados possuiam 15 cm de diametro e 40 cm de
altura. O fechamento dos silos foi realizado com tampa dotada de uma mangueira de
borracha com um corte longitudinal adaptada a cada tampa, formando uma vélvula
de Bunsen para vazdo dos gases produzidos durante os processos fermentativos da
silagem, para avaliacdo das perdas por gases e efluentes.

Os silos foram armazenados por 70 dias a temperatura média de 24°C antes
da abertura. A abertura dos silos ocorreu no dia 19 de outubro de 2014. Os pesos de

todos os silos foram registrados ao inicio e ao final do processo fermentativo, assim
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como, também foram registrados os pesos dos silos vazios. Para estimativa de perdas
por gases e efluentes, utilizou-se as equacdes descritas por Zanine et al. (2010).

Para perdas por gases: G = (PCf — PCa)/(MFf x MSf) x 10000. Em que: G =
perdas por gases (%MS); PCf = Peso do silo cheio vedado no fechamento (kg); PCa
= Peso do silo aberto (kg); MFf = Massa de forragem (kg); MSf = Concentragdo de
MS da forragem (%).

Para perdas por efluentes: E = [(PVf — Tb) — (PVi — Tb)]/MFi x 1000. Em
que: E = perdas por efluentes (kg/t MF); PVi = Peso do balde vazio + peso da areia
na vedacgdo (kg); PVf = Peso do balde vazio + peso da areia na abertura (kg); Tb =
Peso do balde vazio (kg); MFi = Massa de forragem na vedagao (kg).

A taxa de recuperacao de matéria seca foi determinada pela diferenga entre os
pesos dos silos a ensilagem e na abertura. A estimativa de recuperagao de matéria
seca foi calculada de acordo com a equagdo proposta por Zanine et al. (2010):

RMS = (MFa x MSa)/(MFf x MSf) x 100. Em que: MS = Taxa de
recuperagdo o de matéria seca (%); MFa = Massa de forragem na abertura do silo
(kg); MSa = Concentracao de matéria seca da forragem na abertura do silo (%); MFf
= Massa de forragem na vedagdo do silo (kg); MSf = Concentracdo de matéria seca

da forragem na vedacao do silo (%).

Analises Laboratoriais
Antes da ensilagem, coletou-se uma amostra da planta de milho inteira e
quantificou-se teor de matéria seca (MS), pH, composicdo bromatolédgica,

populacdes de bactérias acido lacticas (BAL) e leveduras (Tabela 1).

Tabela 1. Composic¢ao quimica e populagdes microbianas da planta de milho antes da ensilagem.

Matéria Seca (g/kg) 262,49
pH 5,50
Proteina Bruta (g/kg MS) 49,05
Matéria Mineral (g/kg MS) 32,34
Fibra em Detergente Neutro* (g/kg MS) 548,34
Carboidratos Soluveis Totais (g/kg MS) 152,14
BAL (log ufc/g) 5,50
Leveduras (log ufc/g) 4,30

*Fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteinas
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O teor de MS das amostras (aproximadamente 200g) foi determinado em
estufa de aeracdo forcada a 60°C por 48 horas e, subsequente, em estufa a 105°C
durante 2 horas.

A determinac¢do do pH em agua destilada ocorreu em duplicata, coletando-se
aproximadamente 25 g de amostra do material ensilado de cada tratamento e
adicionado 100 ml de agua. Apo6s 1 hora, realizou a leitura, de acordo com a
metodologia descrita por Bolsen et al. (1992), com potencidometro.

As analises bromatoldgicas foram realizadas no Laboratério de Nutri¢ao
Animal e Avaliacdo de Alimentos do CCA/UFPB. Para andlises de composi¢do
bromatoldgica, utilizaram-se metodologias preconizadas pela AOAC (1990) para
matéria seca (Método 967.03), para matéria mineral (Método 942.05), para proteina
bruta (Método 981.10), com adaptacdes de Detmann et al. (2012). Para a
determina¢do de fibra em detergente neutro (FDN) foi utilizada a metodologia
preconizada por Van Soest (1991).

Para se determinar a concentracdo de carboidratos soluveis totais (CST),
utilizou-se o método do acido sulfurico concentrado, descrito por Dubois et al.
(1956). Para a extracdo, 100 mg de amostra seca ¢ moida foram adicionadas a 100
mL de solugdo de etanol a 80% e colocada em aparelho de banho-maria a 80°C
durante 30 minutos. Posteriormente, o material foi filtrado, o residuo soélido
descartado e completou-se o volume para 500 mL com 4gua destilada em baldo
volumétrico e homogeneizado o extrato etandlico. Em seguida, foram retiradas
aliquotas de 2 mL do extrato etandlico, adicionou-se 1 mL de solucdo de fenol a 5%
e 5 mL de 4cido sulfurico concentrado. Construiu-se uma curva padrdo com
concentragoes crescentes de solucdo de glicose a 0,01%, conduzindo-se as leituras
em espectrofotometro a 490 nm de absorbancia. Os teores de CST foram calculados
em g x100 mL-1, com base na solugdo e posteriormente, ajustado com base na
matéria seca de cada amostra utilizada.

Uma por¢ao de cada amostra coletada destinou-se a analise de acidos
organicos e etanol, segundo Kung Jr e Ranjit (2001): 10 g de amostra foram diluidas
a 10% em agua destilada, acidificada com H2SO04 a 50% e filtradas em papel de
filtro tipo Whatman. Em 2 ml do filtrado, adicionou-se 1 ml de acido metafosforico a

20% e 0,2 ml de &cido fénico a 0,1%. As amostras foram centrifugadas e,
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posteriormente, procedeu-se as andlises dos acidos organicos (latico, acético,
propidnico e butirico) e etanol por cromatografia liquida de alta resolucdo em
cromatografo liquido de alto desempenho (HPLC), da marca SHIMADZU, detector
modelo SPD-10* VP acoplado ao detector ultravioleta (UV), utilizando-se um
comprimento de ondas de 210 nm.

A avaliagdo microbioldgica foi realizada de acordo com as recomendacdes de
Gonzalez e Rodrigues (2003), coletando-se 25 g de amostra fresca de silagens
extraidas conforme os periodos de abertura definidos. Foram adicionados 225 mL de
solucdo de ringer estéril e processados em liquidificador por aproximadamente 1
minuto. Retirou-se 1 mL da mistura e se pipetou com a devida dilui¢do (10-1 a 10-9).

O plaqueamento foi realizado em duplicata para cada meio de cultura. As
populagdes foram determinadas pela técnica seletiva de culturas em meio anaerobio,
onde se utilizou: o meio MRS para contagem de lactobacilos (apds incubacdo de 48
horas em estufa a temperatura de 37° C) (MAN et al., 2003); o meio Agar BDA
(Batata Dextrose Agar) acidificado com 4cido tartarico a 1%, para contagem de
leveduras (apos 5 dias de incubagdo a temperatura ambiente) (PRESTSCHER et al.,
2018). As placas consideradas susceptiveis a contagem foram aquelas em que houve
valores entre 30 e 300 UFC (unidade formadora de colonia) em uma placa de Petri.
Consideraram-se entdo as médias das placas da diluicao selecionada.

A estabilidade aerobia das silagens de milho (com abertura aos 70 dias) foi
determinada através da coleta de amostras de aproximadamente 2 + 0.03 kg de
silagem de cada silo. As amostras foram realocadas em silos limpos sem
compactagdo e a temperatura interna da massa de silagem foi verificada a cada 1
hora, por meio de termdémetro digital de imersdo. A temperatura ambiente foi
registrada a partir de um termdmetro suspenso no ar. A estabilidade aerdbia foi
calculada como o niimero de horas antes da temperatura da massa da silagem atingir

2°C acima da temperatura ambiente (TAYLOR e KUNG JR, 2002).
Delineamento Experimental e Analises Estatisticas

Neste experimento utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com

cinco tratamentos (representados pelos niveis de ureia 0,0; 0,5; 1,0; 2,0%) e cinco
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repeticdes por tratamento. As contagens das populagdes microbianas foram
transformadas em log10 para obter distribui¢do normal de dados.

Os dados foram analisados usando-se o PROC GLM do Software SAS 9.3
(SAS Institute Inc., Cary, NC) e submetidos a analise de variancia e regressao.
Adotou-se como critério para escolha dos modelos de regressao, a significancia dos
parametros estimados pelos modelos e os valores dos coeficientes de determinacao.

Os resultados encontrados no ensaio de estabilidade aerobia das silagens de
milho ndo foram analisados em regressao devido as silagens aditivadas a partir de
1% de ureia terem apresentado estabilidade aerdbia superior a 96 horas, tempo limite
do ensaio de estabilidade aerobia.

Estimaram-se os niveis de significancia dos coeficientes de Correlacao de
Pearson para as caracteristicas fermentativas, microbioldgicas e de perdas das
silagens de milho.

A andlise de componentes principais permite agrupar a maior quantidade da
informacao original contida em p varidveis (p=13, neste estudo) em um sistema de
coordenadas abrangidas por dois componentes principais (1 e 2) (HAIR et al. 2009),
sendo possivel plotar as varidveis em grafico bidimensional. A andlise multivariada
foi processada no software STATISTICA versao 7.0 (Statsoft, 2004) e o grafico foi

gerado a partir da ferramenta MVSP trial version, versao 3.2.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Padrao Fermentativo e Populacdes Microbianas das Silagens

O padrao fermentativo das silagens de milho variou conforme a adicdo de
ureia. Houve ajuste de modelo linear crescente (P<0,05) para os valores de pH das
silagens (Tabela 2). A adi¢do de ureia promoveu elevagdo nos valores de pH. A
amonia liberada na hidrolise da ureia apresenta alta afinidade com agua, resultando
na formagdo de uma base fraca, o hidroxido de amoénio (NH4OH) (LOPES e
EVANGELISTA, 2010). Esta reagdao quimica promove elevagdo do pH da massa

ensilada. Este controle do pH ¢ benéfico no processo fermentativo das silagens, pois
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inibe o desenvolvimento de microrganismos deletérios, como leveduras, que crescem

em pH mais baixo.
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Tabela 2. Perfil fermentativo e popula¢des microbianas de silagens de milho aditivadas com doses de ureia

Doses de Ureia (% base MS) Cv Probabilidade R?

0 0,5 1,0 1,5 2,0 (%) L Q Equagao
pH! 3,50 3,50 4,08 4,06 4,12 3,56 <0001 0,1689 9=3,501333+0,356000x 0,7681
AL (g/kg MS) 46,62 45,79 47,55 38,41 55,83 5,03 0,8010 0,1001 y=47,10 -
AA (g/kg MS) 28,50 1591 21,38 11,53 18,90 4,15 0,4506 0,7220 ¥ =20,35 -
AP (g/kg MS) 0,66 0,41 0,49 0,37 0,42 6,60 0,4770 0,1384 v=0,45 -
AB (g/kg MS) 0,39 0,38 0,38 0,33 0,29 6,83 0,0131 0,1026 ¥=0,0412 — 0,0052x 0,8731
ETAN (g/kg MS) 21,95 32,63 575 6,01 7,85 20,23 0,2303 0,1107 ¥y =14,83 -
BAL (log UFC/g MV) 7,52 8,01 9,01 9,04 8,58 1,28 0,1400 0,0004 $=7,3974+2,2622x — 0,8160x> 0,9110
LEV (log UFC/gMV) 4,86 5,01 3,95 5,25 4,50 1,12 0,3050 0,2261 V=471 -

pH= potencial hidrogenionico; MS= matéria seca; AL= acido lactico; AA= acido acético; AP= acido propidnico; AB= acido butirico, ETAN= etanol; BAL=
bactérias acido lacticas; LEV= leveduras
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Mesmo com a adicdo méxima de 2% de ureia, o pH das silagens experimentais
estdo dentro do intervalo encontrado por Weinberg et al (2011) em dois experimentos
realizados com silagens de milho sem aditivo (3,6 a 4,0) e corroborando com Pinto et
al. (2012), que verificaram valores mais altos de pH (3,95) em silagens de milho
aditivadas com ureia. Concluindo-se que até a dosagem de 2,0% de ureia ndo hé efeito
negativo sobre o pH das silagens de milho.

A concentragdo de acidos organicos nas silagens reflete o grau e o tipo de
fermentagdo que ocorreu dentro do silo. A maior dosagem de ureia nas silagens (2,0%)
apresentou maior conteudo de acido lactico (55,83 g/kg MS), entretanto, nao houve
ajuste de modelo (P>0,05) para esta variavel, com média de 47,10 g/kg de 4cido latico
nas silagens.

O 4cido acético ¢ reconhecidamente uma substdncia com propriedades
antifngicas, capaz de inibir o desenvolvimento de microrganismos deletérios a
qualidade da silagem e, consequentemente, elevar a estabilidade aerdbia da massa
ensilada (DANNER et al., 2003).

Nao houve efeito significativo da adicdo de ureia sobre os valores de acido
acético das silagens estudadas (P>0,05), com média de 20,35 g/kg. As silagens nao
tratadas com ureia apresentaram valores superiores de acido acético (28,50 g/kg MS).
A alta producao de acido acético nestas silagens pode ser reflexo da maior atividade de
bactérias 4cido laticas heterofermentativas.

As concentracdes de acido propidnico das silagens ndo obtiveram efeito da
adicao de ureia (P<0,05), com média de 0,45 g/kg MS. As silagens ndo tratadas com
ureia apresentaram 0,66 g/kg MS de acido propidnico, enquanto as silagens aditivadas
com ureia tiveram concentragdes proximas a 0,4 g’kg MS.

Houve ajuste de modelo linear decrescente para os valores de concentragao de
acido butirico (P<0,05). O aumento gradativo da ureia na ensilagem de milho
promoveu acdo antibacteriana e reduziu as concentragdes de éacido butirico nas
silagens. Os valores para o conteudo de acido butirico encontrado nas silagens
estudadas foram baixos (0,39 a 0,29 g/kg MS). Considerando-se o pH acido de todas
as silagens estudadas, era esperado este resultado, uma vez que os microrganismos
produtores deste 4acido se desenvolvem em meios com pH proximos de 6,0. A reduzida
concentragdo de d4cido butirico indica melhor qualidade higiénica das silagens

(DANNER et al., 2003).
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Nao houve ajuste de modelo para os valores de concentracdo de etanol nas
silagens (P>0,05), com média de 14,83 g/kg MS. Contudo, as silagens ndo tratadas e
tratadas com até 0,5% de ureia tiveram os maiores valores verificados (21,95 ¢ 32,63
g/kg MS, respectivamente).

As plantas possuem microbiota autdéctone e o desenvolvimento de cada
populacdo de microrganismo depende das condi¢des encontradas na massa ensilada
(SANTOS et al., 2010). As plantas de milho apresentaram populagdes iniciais de
bactérias acido lacticas (BAL) de 5,50 UFC/g forragem e 4,30 UFC/g forragem de
leveduras.

De acordo com McDonald et al. (1991), o niimero de bactérias lacticas
necessario para que ocorra acentuada queda do pH na massa ensilada ¢ de cerca de 8,0
log UFC/g, sendo possivel encontrar estes valores apds 14 dias de fermentagdo de
silagens de milho (POZZA et al., 2011).

Para as populacdes de bactérias laticas das silagens, houve ajuste de modelo
quadratico (P<0,05), onde o nivel de adi¢ao de 1,39% de ureia resultou no ponto
maximo de crescimento de bactérias laticas.

As espécies pertencentes ao género Lactobacillus crescem em temperaturas que
variam de 2 a 53°C, com valores médios 6timos de 30 a 40°C. Sao aciduricos, com pH
ideal para desenvolvimento na faixa de 5,5 e 6,2, podendo o crescimento também
persistir em meio com pH abaixo de 5,0 (MACEDO et al., 2008). A adi¢do de ureia
beneficiou o desenvolvimento de bactérias acido laticas nas silagens ao manter o pH
mais elevado, quando comparado as silagens ndo tratadas com ureia. Contudo, a
adicao de ureia acima de 1,39% reduziu a dindmica de crescimento das bactérias
laticas.

Para as populagdes de leveduras, ndo houve ajuste de modelo (P>0,05),
contudo, apresentando valor médio de 4,71 log UFC/g forragem nas silagens de milho.

As leveduras sdo microrganismos capazes de converter carboidratos soluveis e
acido lactico em etanol, ocasionando perdas elevadas no processo fermentativo da
silagem e celeridade na deterioragdo aerdbia quando estas sdo expostas ao ar
(WEINBERG et al., 2011). A diminui¢do destas populacdes pode afetar positivamente
o valor nutritivo (redu¢do de perdas de nutrientes) e a estabilidade aerdbia das
silagens.

A conversdao de ureia em amodnia na massa ensilada beneficia o processo

fermentativo das silagens. A ureia possui acdo fungistitica no metabolismo das
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leveduras, que s3o microrganismos auxotroficos, dependendo estritamente da
disponibilidade de uma combinacdo especifica entre fontes de carbono e fontes de
nitrogénio para se desenvolverem (VANDERSLUIS et al., 2014). Ainda, de acordo
com Hess et al. (2006), o aumento da concentracdo de amdnio ¢ toxico as leveduras,
obrigando-as a modificarem o metabolismo de nitrogénio, incorporando o amonio na
formagdo e excrecdo de aminoacidos como a glutamina ou glutamato, na presenca de
teores adequados de potdssio. Entretanto, as populacdes de leveduras das silagens

estudadas nao tiveram efeito da adi¢ao de ureia.

Perdas Fermentativas das Silagens

No processo de ensilagem, h4 perdas advindas da producdo de agua, gas e
calor, durante a fase fermentativa, além de efluentes (VAN SOEST, 1994). Neste
estudo, as perdas por gases e recuperacdo de matéria seca tiveram ajuste de modelo
quadratico (P>0,05), enquanto, os valores de perdas por efluentes tiveram ajuste de
modelo linear (Tabela 3).

O ponto maximo de perdas por gases foi verificado quando se adiciona 0,78%
de ureia na ensilagem do milho. Os valores médios verificados para perdas por gases
nas silagens estudadas foram 2,70% MS, valores inferiores aqueles encontrados por
Vieira et al. (2017), que ao avaliarem efeitos da aplicacdo de ureia em silagens de
milho com alta concentracdo de carboidratos soluveis, observaram efeito linear
decrescente da ureia sobre as perdas, reduzindo-se as perdas de 6,32% para 2,77% MS,
para as doses de 0,5 a 2,0% ureia, respectivamente.

Houve efeito linear decrescente dos niveis de aplicagdo de ureia sobre os
valores de perdas por efluentes nas silagens de milho (P<0,05), com redugdo de 16,00
kg/ton MN para 10,90 kg/ton MN, em silagens nao tratadas e silagens tratadas com
2,0% ureia, respectivamente.

As perdas por efluentes encontradas nas silagens de milho tratadas e ndo
tratadas com ureia foram inferiores a resultados verificados por Vieira et al. (2017),
que avaliaram silagens de milho doce com 21% de MS e observaram valores acima de
70 kg/ton MN. A maior producdo de efluentes nas silagens pode estar relacionada com

o menor conteudo de MS da forrageira ensilada.

43



Tabela 3. Perdas e recuperag¢do de matéria seca de silagens de milho aditivadas com doses de ureia

% Ureia Cv Meédia Probabilidade Equacéo R?
Perdas 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 (%) L Q
PG (% MS) 2,67 2,92 2,12 2,70 2,30 25,82 2,70 0,4940 0,0121 9= 2,6826 + 0,6790x — 0,4362x> 0,9977
PE (kg/ton MN) 16,00 15,40 10,90 10,80 10,90 1,67 13,74 <0001 0,0060 =16,2237 — 1,0866x 0,8206
RMS (%) 94,61 95,10 96,14 95,10 94,86 0,63 95,37 0,1895 10,0472 9= 94,8301 + 2,5055x - 1,3062x> 0,7282

MN = matéria natural; MS= matéria seca; PG= perdas por gases; PE= perda por efluentes; RMS = recuperag¢do de matéria seca
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Os valores de recuperagdo de matéria seca das silagens tiveram ajuste de
modelo quadratico (P<0,05), com ponto maximo de recuperacdo de MS quando
aplicado 0,9% de ureia na ensilagem do milho. As médias de recuperacdo de MS estdo
proximas daquelas observadas por Vieira et al. (2017) em silagens de milho aditivadas
com ureia. Os autores verificaram valores médios de 88,85; 94,68; 93,32 ¢ 97,25% de
RMS para silagens tratadas com 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0% de ureia (com base na matéria

natural), respectivamente.

Composi¢ao bromatologica

O conteudo de matéria seca da forrageira ¢ um dos principais fatores
determinantes ao processo de ensilagem. Para que ocorra uma boa fermentacao, de
acordo com McDonald et al. (1991), ¢ necessario que a forragem apresente teores de
MS acima de 20%. Corroborando com este, Van Soest (1994) confirma que o maior
consumo animal de silagens se verifica quando estas apresentam valores proximos de
30% MS.

A adicdo de ureia nao interferiu no conteudo de matéria seca (P>0,05) das
silagens, que apresentaram média de 279,40 g/kg de MS (Tabela 4).

Houve efeito linear crescente para as concentragdes de matéria mineral (MM)
das silagens (P<0,05), onde os valores elevaram de 33,37 g/kg MS para 50,53 g/kg MS
de MM nas silagens. O aumento gradativo do contetido de matéria mineral pode ter
ocorrido devido a presenca de impurezas na ureia utilizada, contudo, Araki et al.
(2017) também verificaram acréscimos nas concentracdes de MM em silagens de cana
de agucar aditivadas com ureia. Os valores encontrados variaram de 54,4 para 64,4
g/kg de MM em silagens nao tratadas, e aquelas tratadas com ureia, respectivamente.

O conteudo proteico das silagens de milho teve efeito linear crescente
(P<0,05), com valores médios de 82,15 g/kg PB em silagens ndo tratadas e 143,18
g/kg de PB em silagens tratadas com 2,0% de ureia (com base na MS).

A adi¢ao de ureia na ensilagem de forrageiras contribui para o aumento dos
compostos nitrogenados das silagens de gramineas tropicais, sugerindo incorporagao
de parte do nitrogénio aplicado (OLIVEIRA et al, 2007). A incorporacdo do
nitrogénio aplicado na forma de ureia elevou 61,03 g/kg MS quando adicionado 2% de
ureia na ensilagem de milho, isso corresponde a um aumento de 74,29% do teor de

nitrogénio presente nas silagens nao tratadas com ureia.
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Tabela 4. Composi¢ao bromatologica de silagens de milho aditivadas com diferentes doses de ureia

Doses de Ureia (% base MS) Probabilidade
0 0,5 1,0 1,5 2,0 Ccv L Q Equagido R?
(%)

MS (g/kg) 270,80 311,20 282,46 296,06 224,93 2,69 0,5273  0,0522 ¥ =279,40 -
MM (g/kg MS) 33,37 33,79 37,86 39,99 50,53 12,44 <0001  0,3893 ¥ =34,508 + 0,4293x 0,7392
PB (g/kg MS) 82,15 108,98 111,51 139,93 143,18 8,51 <0001  0,0017 ¥ =104,7957 + 0,8923x 0,9209
FDNcp (g/kg MS) 494,80 502,72 475,12 444,45 420,60 6,35 0,0150 0,9514 ¥ =507,6202 - 3,2239x 0,7604
CHOS (g/kg MS) 80,42 75,72 87,19 103,32 72,54 7,25 0,2170  0,2600 ¥ =284,89 -

MS= Matéria seca; MM= Matéria mineral, PB= Proteina bruta; FDNcp= Fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e proteinas; CHOS= carboidratos
soluveis totais.
CV(%) = Coeficiente de variaco; L = probabilidade para efeito linear; Q = probabilidade para efeito quadratico.
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Os resultados encontrados neste estudo corroboram com aqueles observados
por Sarigicek e Kili¢ (2009), que detectaram aumento de 71,63% no contetido proteico
de silagens de milho aditivadas com 1% de ureia.

Considerando-se um sistema de alimentacdo de ruminantes, a clevagao das
fragdes nitrogenadas podem beneficiar a fermentagdo ruminal e promover maior
sintese de proteina microbiana (OLIVEIRA et al., 2007). A incorporacdo de nitrogénio
na massa ensilada fornece amoénia extra em dietas com baixo teor proteico
(SUGIMOTO et al., 2007).

A maior disponibilidade de proteina degradavel no ramen (PDR) ¢ uma das
razdes pelo qual também se utiliza ureia em silagens de milho. A silagem de milho ¢
uma excelente forragem para ruminantes por seu alto teor de energia digestivel,
entretanto, apresenta baixo teor proteico (SARICICEK e KILIC, 2009). O aumento da
concentracdo de PDR pode elevar a sintese de proteina microbiana no rumen e
beneficiar o animal (NRC, 2001).

Houve efeito linear decrescente para as concentragdes de FDN nas silagens
(P<0,05). Os valores reduziram de 494,80 g/kg FDN em silagens ndo tratadas para
420,60 g/kg FDN em silagens aditivadas com 2,0% de ureia.

A reducdo no teor de FDN das silagens foi observada em diferentes trabalhos
(PEDROSO et al., 2008; FERNANDES et al., 2009; RIBEIRO et al., 2010). Ribeiro et
al. (2010) relataram reducgao significativa em silagens de cana de agucar tratadas com
4% de ureia (valores médios de 74,5% de FDN em silagens ndo tratadas e 66,9% de
FDN em silagens tratadas com ureia).

A ureia pode atuar sobre a fragdo fibrosa da massa ensilada a partir de reacdes
de ureodlise, que consiste numa reacdo enzimatica onde ocorre a liberacdo da amonia
através da hidrélise da ureia e reagdo de amoniodlise, entre a amonia e as ligagdes do
tipo éster existentes entre cadeias de hemicelulose e entre os grupos de carboidratos ou
moléculas de carboidratos e lignina, resultando na formag¢do de uma amida
(WILLIANS et al., 1984; FADEL et al., 2003; NEUMANN et al., 2010). A amoniolise
provoca uma lise nas ligacdes entre os carboidratos estruturais, liberando-os
(TARKOW e FEIST, 1969).

Ainda, a amOnia apresenta alta afinidade com a agua resultando na formagao
de uma base fraca, o hidréxido de amdnio (NH4OH). A alta afinidade da aménia com

a agua promove expansao da parede celular e ruptura dos componentes dos tecidos de
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forragens aditivadas com ureia. Através de estudos especificos de microscopia
eletronica, pode-se constatar essa alteracdo da parede celular (ROSA e FADEL, 2001).
Nao houve efeito significativo dos niveis de ureia para as concentragdes de
carboidratos soluveis nas silagens de milho (P>0,05), com média de 84,89 g/kg MS
nas silagens.
Ao avaliar o uso de aditivos quimicos em silagens de cana de aglcar, Pedroso
et al. (2008) ndo verificaram diferengas significativas entre as silagens ndo tratadas e
aquelas tratadas com ureia, nas concentragdes de carboidratos soluveis totais das
silagens.
Correlagdo de Pearson e Andlise de Componentes Principais das Caracteristicas

Fermentativas das Silagens

A determinagdo dos coeficientes de correlagao das variaveis estudadas permitiu
verificar que as perdas estdo associadas, de forma geral, a produ¢do de etanol, acido
butirico e populagdes de leveduras.

Houve forte correlagdo positiva entre a concentragao de acido acético e
propidnico, que por sua vez, tiveram forte correlagdo positiva com perdas de matéria
seca.

O teor de etanol das silagens correlacionou-se positivamente com o contetdo
de acidos acético (0,667) e butirico (0,510), e fortemente com as perdas por efluentes
(0,909) e populacdes de leveduras (0,403). O teor de etanol correlacionou-se
negativamente com as populagdes de bactérias laticas (-0,803).

As leveduras sdo fungos capazes de deteriorar a qualidade nutritiva das
forrageiras. A correlacdo positiva entre as populagcdes de leveduras e contetdo de
etanol nas silagens se justifica a partir do metabolismo destes microrganismos, que em
condicdes anaerdbias fermentam carboidratos e produzem etanol e didéxido de carbono
(VANDERSLUIS et al., 2014).

As perdas por gases correlacionaram-se positivamente com as concentragoes
de acidos organicos, principalmente acido butirico (0,597). Os microrganismos
produtores de &cido butirico convertem compostos soliveis em acido butirico,

implicando em grandes perdas neste processo.
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Tabela 5. Coeficientes de correlagdao de Pearson das caracteristicas fermentativas, microbiologicas e perdas de silagens de milho

AL AA AP ET MS PMS PG PE RMS pH BAL LEV
AB -0,174 0,442 0,557 0,510  -0,659 -0,051 0,597 0,583 -0,072 -0,363 -0,432 -0,141
AL 0,156 0,156 0,110  -0,359 -0,007 0,328 -0,004 0,156 -0,083 -0,203 -0,432
AA 0,850 0,667  -0,526 0,339 0,291 0,827 -0,085 -0,769 -0,944 0,008
AP 0,332 -0,585 0,472 0,367 0,623 0,307 -0,480 -0,723 -0,154
ET -0,410 -0,054 0,264 0,909 0,276 -0,842 -0,803 0,403
MS 0,033 -0,738 -0,136 -0,120 0,065 0,327 0,256
PMS 0,259 0,277 -0,714 0,027 -0,516 0,157
PG 0,210 -0,093 -0,253 -0,128 -0,274
PE 0,043 -0,834 -0,918 0,347
RMS -0,122 0,005 0,504
pH 0,873 -0,413
BAL -0,299

AL = acido lactico; AA= acido acético; AP= acido propionico; AB= 4acido butirico; ET = etanol; MS = matéria seca; PMS = perdas de matéria seca; PG=

perdas por gases; PE= perdas por efluentes; RMS= recuperagdo de matéria seca; BAL= bactérias acido lacticas; LEV= leveduras.

*P<0.05.
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As populagdes de bactérias acido lacticas (BAL) tiveram correlacdo positiva
com o pH (0,873). Com alto teor de carboidratos soluveis, as silagens de milho
apresentaram pH acido devido a atividade de bactérias produtoras de acido lactico,
que atuam sobre a massa ensilada reduzindo o pH e impedindo o desenvolvimento de
microrganismos deletérios (McDonald et al., 1991). A correlagdo positiva entre o pH
e o maior desenvolvimento de bactérias acido laticas se justifica com a dinamica de
crescimento das populacdes acido laticas, que sdo aciduricas, capazes de se
desenvolverem em faixa de pH proximo a 4,0.

A andlise de componentes principais possibilitou a constru¢do do biplot
bidimensional formado pelos dois primeiros componentes principais (Figura 1).

As varidveis experimentais com correlagdes positivas indicam associagdo da
variavel com as amostras localizadas a direita no eixo horizontal (CP1) e aquelas
com correlacdes negativas indicam associacdo com as amostras localizadas a
esquerda no eixo horizontal (CP1).

A quantidade de informagdo total das varidveis originais retida pelos dois
componentes principais foi de 76,3% (51,26% para o primeiro componente principal,
e 25,04% para o segundo componente principal). A andlise de componentes
principais permitiu a formagdo de dois grupos I e II. As varidveis que mais
discriminaram no grupo I foram: matéria seca (-0,9), pH (-1,2), bactérias acido
lacticas (-0,9); enquanto, no grupo II: perdas por efluentes (1,0), etanol (1,0) acido
acético (0,8), perdas por gases (0,8).

O grupo 1, incluidas as silagens aditivadas com 1,0, 1,5 e 2,0% de ureia,
determinado pelas variaveis discriminantes pH, matéria seca e populacdes de
bactérias acido lacticas pode ser caracterizado como silagens com principal produto
fermentativo 4cido lactico, mesmo com valores maiores de pH. Ainda,
comparativamente, as silagens tratadas com ureia apresentaram correlagdo negativa
com variaveis como perdas por gases, perdas por efluentes e producao de etanol.

Devido as maiores quantidades de populagdes de bactérias acido lacticas nas
silagens tratadas a partir de 1,0% de ureia, as perdas decorrentes do processo

fermentativo foram reduzidas, uma vez que a producdo de acido lactico ndo gera
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perdas quantitativas por ndo haver sintese de CO2 e outros subprodutos indesejaveis

(McDONALD et al., 1991).
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Figura 1. Distribuicdo das varidaveis experimentais matéria seca (MS), pH, acido
lactico (AL), acido acético (AA), acido propidnico (AP), acido butirico (AB), etanol
(ETAN), populacdes de bactérias acido lacticas (BAL), populacdes de leveduras
(LEV), perdas de matéria seca (PMS), perdas por gases (PG), perdas por efluentes
(PE) e recuperacao de matéria seca (RMS) no sistema de coordenadas abrangidas
pelos componentes principais 1 e 2

O grupo 11, compreendido pelas silagens ndo tratadas ou tratadas com 0,5%
de ureia apresentou discriminagdes relacionados a perdas e a producdo de etanol e
acido acético, indicando que a fermentacao principal destas silagens, provavelmente,
nao foi apenas lactica, gerando perdas caracteristicas da atuagdo de outras espécies

de microrganismos, como leveduras e/ou bactérias acéticas e propidnicas.
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Estabilidade Aerobia das Silagens

As reacdes quimico-fisicas e bioldgicas decorrentes da penetracdo do ar na
massa ensilada, podem comprometer a qualidade higiénica da silagem, devido a
maior incidéncia de populagdes de fungos (produtores de micotoxinas) (PAHLOW et
al., 2003) e bactérias aerébias (BORREANI et al., 2013); ainda, afetar o valor
nutritivo (SANTOS et al., 2010), influenciar negativamente o consumo animal
(GERLACH et al, 2013), e at¢ mesmo a digestibilidade das silagens, pois o super
aquecimento da massa ensilada pode provocar reagcao Maillard (VAN SOEST, 1994).

A estabilidade aerdbia da silagem corresponde a velocidade com que a massa
ensilada deteriora apOs a exposi¢ao ao ar. Os principais parametros para se avaliar a
estabilidade das silagens tem sido os valores de pH, as populagdes de fungos e
leveduras e a elevacdo da temperatura da silagem (JOBIM et al., 2007).

Os valores médios de pH das silagens de milho apds a exposi¢do ao ar
durante periodo de 96 horas ndo tiveram ajuste de modelo. A média geral de pH foi
4,22 (Tabela 6).

A degradacdo do acido lactico nas silagens em aerobiose, resultante da
atuacdo de microrganismos aerobios acido-tolerantes (DA SILVA et al., 2015),
provoca aumento do pH das silagens (BORREANI et al., 2013).

Associadas com problemas de deterioragao da silagem, as leveduras possuem
rota fermentativa (a piruvato descarboxilase acetaldeido e subsequente reducdo do
acetaldeido a etanol) que ocasiona grandes perdas, podendo consumir até 48,9% de
matéria seca (WOOLFORD, 1990; McDONALD et al., 1991). Os valores médios de
leveduras as 96 horas foram superiores nas silagens ndo tratadas com ureia. Estes
resultados podem ser atribuidos a acdo inibidora de leveduras decorrente do uso da

ureia.
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Tabela 6. Valores médios de pH, leveduras, temperatura maxima e estabilidade aerébia de silagens de milho ndo tratadas ou tratadas com ureia

Adig¢do de Ureia (% MS) Cv Média Probabilidade Equagéo R2

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 (%) L Q
pH* 4,12 449 424 422 4,65 6,40 4,22 0,3024 0,1406 ¥ =279,40 -
Leveduras* 9,69 8,10 7,92 7,12 6,84 10,22 8,27 <0001 0,1070 ¥=9,2302-0,9629x 0,9455
Temperatura maxima (°C) 26,40 25,10 25,0 245 24,10 1,70 25,02 <0001 0,1205 ¥ =26,0600 — 1,0400x 0,8930
Estabilidade aerdbia (h) 62 90 >96 >96 >96 1,86 88,80 - - - -
*96 horas
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A temperatura maxima atingida pelas silagens decresceu linearmente conforme
aumento dos niveis de ureia nas silagens, o que se justifica pela reducdo da atividade
microbiana e reagdes exotérmicas no silo. O tratamento das silagens com ureia melhorou
a estabilidade aerdbia das silagens comparativamente as silagens ndo tratadas, sendo 62
horas para as silagens ndo tratadas e 90 a >96 horas nas silagens tratadas com ureia.

Os valores superiores encontrados para a estabilidade aerdbia das silagens de
milho aditivadas com ureia podem estar associados a inibi¢ao da atividade de leveduras e
consequente reducdo da assimila¢do do acido lactico.

As leveduras geralmente sdo apontadas como os primeiros microrganismos
deletérios as silagens expostas ao ar (DA SILVA et al., 2015), elevando a temperatura das
silagens e a producdo de CO2 (LI e NISHINO, 2011). Entretanto, como a ureia possui
acdo toxica a estes microrganismos, ¢ possivel que a maior resisténcia ao aquecimento e
as mudancas nas silagens expostas ao ar tenha sido resultante da aplicacdo do aditivo na

ensilagem de milho.

4. CONCLUSOES

A adi¢do de ureia afetou o padrao fermentativo das silagens, elevando-se o pH e
reduzindo-se a concentracdo de acido butirico das silagens. Ainda, a adi¢ao de até 1,39%
de ureia promoveu aumento das populagdes bactérias acido laticas.

As perdas fermentativas tiveram efeito da adicdo de ureia, com reducdo na
producdo de efluentes.

A incorporacdo de nitrogénio a massa ensilada elevou o conteido de proteina
bruta nas silagens e reduziu as concentragdes de fibra em detergente neutro.

A adicao de ureia ¢ recomendada na ensilagem de milho devido aos seus
beneficios no processo fermentativo e estabilidade aerdbia das silagens, sendo indicada a
adicao entre 1% a 1,5% de ureia (com base na matéria seca).
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CAPITULO 111

EFEITO DE Lactobacillus buchneri E UREIA SOBRE AS PERDAS, PADRAO
FERMENTATIVO, COMPOSICAO BROMATOLOGICA E ESTABILIDADE
AEROBIA DE SILAGENS DE MILHO
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Efeitos de Lactobacillus buchneri e Ureia Sobre as Perdas, Padrao Fermentativo,
Composicao Nutricional e Estabilidade Aerobia de Silagens de Milho

RESUMO: Objetivou-se avaliar os efeitos da aplicagdo de inoculante liofilizado e ativado,
isolado e associado com ureia, sobre as caracteristicas fermentativas, perdas, composi¢do
bromatologica e estabilidade aerobia de silagens de milho. As silagens foram tratadas com
inoculante liofilizado sem e com ureia, inoculante ativado sem e com ureia, e 1% de ureia. As
variaveis avaliadas foram: pH, contetido de acidos orgénicos, etanol, perdas de matéria seca,
perdas por gases ¢ efluentes, recuperagdo de matéria seca, composi¢ao bromatoldgica e contagem
de populagdes de bactérias acido lacticas e leveduras. As silagens foram expostas ao ar durante
periodo de 96 horas e avaliaram-se valores de pH final, populagoes de leveduras, médias de
temperatura maxima atingidas pelas silagens ¢ estabilidade aerdbia. Verificaram-se maiores
concentragdes (P<0,05) de acido latico nas silagens inoculadas com cepas de Lactobacillus
buchneri ativas ap6s 24 horas (57,38 g/kg). Aos 70 dias, as silagens nao tratadas, aditivadas
com ureia e tratadas com inoculante ativado + ureia tiveram os maiores valores de acido
latico (P<0,05). As silagens nao tratadas e as silagens tratadas com inoculante ativado
isolado e associado com ureia tiveram significativamente os maiores conteudos de acido
acético aos 70 dias (P<0,05), com valores de 28,50, 29,67 e 28,92 g/kg MS,
respectivamente. Valores inferiores de etanol foram verificados, aos 70 dias, nas silagens
tratadas com ureia, com inoculante liofilizado associado com ureia ¢ inoculante ativado
(21,95; 20,66 e 21,72 g/kg MS, respectivamente). Os valores médios de pH das silagens
tratadas com ureia foram significativamente superiores (P<0,05) aqueles verificados nas
silagens de milho nao tratadas e silagens inoculadas. As silagens tratadas apenas com a
ureia resultaram em perdas de MS significativamente inferiores as demais silagens
(P<0,05). A inoculagdo com microrganismos ativos promoveu maior desenvolvimento de
bactérias laticas durante as primeiras 24 horas do processo fermentativo. As silagens
tratadas com ureia apresentaram os menores valores (P<0,05) para as populagdes de
leveduras. O tratamento da massa ensilada de milho com ureia (isolada ou associada ao
inoculante) elevou significativamente (P<0,05) o teor proteico das silagens.
Comparativamente as silagens de milho nao tratadas, aos 70 dias de fermentagdo, houve
acréscimo de 29,36 g/kg nos valores médios de proteina bruta. Os valores médios de
temperatura das silagens inoculadas e/ou tratadas com ureia mantiveram-se abaixo de 2° C da
temperatura ambiente, ndo sendo detectada a perda da estabilidade aerobia para essas silagens até
o periodo de 96 horas de acrobiose. A adi¢do de ureia elevou o pH e contetido proteico das
silagens de milho, além de reduzir as concentragdes de acido butirico e o numero de populacdes
de leveduras. A inoculagdo da massa ensilada com bactérias ativas promoveu melhorias no
padrdo fermentativo das silagens, com a maior produgdo de 4cido latico. Todos os tratamentos
promoveram aumento da estabilidade aerobia das silagens.

Palavras—chave: aditivos, deterioragdo aerdbia, ensilagem, inoculante, leveduras
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Effects of Lactobacillus buchneri and Urea on Losses, Fermentative Pattern,
Chemical Composition and Aerobic Stability of Corn Silages

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the effects of lyophilized and
activated inoculation, and associated with urea or no, on fermentation characteristics,
losses, bromatological composition and aerobic stability of corn silages. The silages was
treated with inoculant activated lyophilized with or without urea, activated inoculant with
and without urea, and 1% of urea. The variable evaluated were: pH, organic acids and
ethanol content, dry matter loss, gas and effluent losses, dry matter recovery,
bromatological composition and counting of acid lactic bacteria and yeasts populations.
The silages were exposed during the 96-hour period and final pH values, yeast variables,
maximum temperature averages, were evaluated for silages and aerobic stability. The
highest concentrations of lactic acid were found in the silage inoculated with
Lactobacillus buchneri active after 24 hours (57.38 g / kg). At 70 days, as untreated
silages, additive with urea and treated with activated inoculant + urea have the highest
values of lactic acid (P <0.05). Untreated and treated with active inoculant with or
without urea had values higher of acetic acid after 70 days (P<0.05), with values of 28.50,
29.67 and 28.92 g/kg DM, respectively. The ethanol volume was verified at 70 days in
the silages treated with urea, with lyophilized inoculant associated with urea and
activated inoculant (21.95, 20.66 and 21.72 g / kg DM, respectively). The mean pH
values of the urea - treated silages were higher (P <0.05) than those observed in untreated
corn silages and inoculated silages. The silages treated with urea only resulted in dry
matter losses in them (P <0.05). The inoculation with activated microorganisms promotes
greater development of bacteria during the 24 hours of the fermentative process. Silages
treated with urea with lower values for yeasts populations (P <0.05). The treatment of
corn mass with urea (with or without inoculant) increased the protein content of the
silages (P <0.05). Compared to untreated corn silage, at 70 days of fermentation, there
was an increase of 29.36 g / kg in crude protein mean values. The mean values
temperature of the inoculated and/or urea treated particles were kept below 2 © C at room
temperature, and aerobic stability loss was no detected for these silages up to the 96 hour
aerobic period. Addition of urea increased the pH and protein of corn silages, as well as
reducing the butyric acid molecules and the number of yeast members. The inoculation of
the ensiled mass with active tags promoted the fermentative pattern of the silages, with
higher production of lactic acid. All treatments promote increased aerobic stability of
silages.

Key words: additives, aerobic deterioration, ensiling, inoculant, yeasts
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1. INTRODUCAO

A ensilagem ¢ uma técnica de conservacdo de forragens baseada na acidificacao
da massa de forragem em meio anaerobio. Embora a fermentacdo da silagem possa
ocorrer naturalmente devido a presenga de bactérias laticas na planta, a velocidade e a
eficiéncia do processo fermentativo ¢ variavel (BLAJMAN et al., 2018).

Uma técnica que potencializa a fermentacdo de silagens ¢ a inoculagdo com
bactérias laticas homo e heterofermentativas (HU et al., 2009; SCHMIDT e KUNG JR.,
2010; OLIVEIRA et al., 2017).

Embora haja muitos resultados favoraveis ao uso de inoculantes na literatura, em
estudo de meta-analise, Oliveira et al. (2017) verificaram que a aplicagdo de valores
proximos a 10° ufc/g de bactérias 4cido lacticas sdo necessarios para efetivamente
melhorar a qualidade da silagem.

Uma das razdes para os inoculantes nao promoverem os efeitos esperados pode
ser a forma de aplicagdo dos mesmos (SANTOS et al., 2008). O método tradicional e
recomendado pelos fabricantes consiste na dilui¢do do inoculante em dgua no momento
da ensilagem, ou seja, a aplicacdo do inoculante liofilizado. Entretanto, ¢ possivel que a
ativagdo prévia destes inoculantes em meio de cultura que possibilite o crescimento de
bactérias laticas, além de permitir a aplicagdo das bactérias lacticas metabolicamente
ativas, aumente a sua populacdo, possibilitando a administragdo de quantidades de
populagdes bacterianas elevadas, aumentando-se o seu potencial de agao.

A taxa de aplicac¢do de inoculantes recomendada varia por regido, sendo comum
nos Estados Unidos 10° ufc/g; na Europa, 10° ufc/g; Asia e paises da América do Sul 10*
ufc/g. O uso e eficacia de valores superiores na aplicacdo de inoculantes sobre os
parametros de qualidade da silagem ainda nao foram bem elucidados na literatura
(OLIVEIRA et al., 2017).

A ativagdo prévia de inoculante no meio leite desnatado reconstituido (LDR), 24
horas antes da ensilagem pode promover melhorias do perfil fermentativo, reducdo de
perdas e alterar a composi¢ao bromatologica das silagens (SANTOS et al., 2008). Ainda,
a facilidade de se fazer o meio LDR (dissolucdo de leite em pd desnatado em agua) € um

ponto positivo a técnica.
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Além da inoculagdo, diferentes aditivos quimicos foram estudados objetivando-
se reduzir as perdas durante a ensilagem e apds a abertura do silo, melhorando a
estabilidade aerdbia de silagens de milho, destacando-se a ureia (FERNANDES et al.,
2009; ARAKI et al., 2017).

Aditivos quimicos como a ureia promovem boa fermentacdo e preservacao da
massa ensilada, inibindo processos deletérios no silo e elevando o crescimento de
bactérias acido laticas (VIEIRA et al., 2017). Em silagens com alta concentragdo de
carboidratos soluveis, a ureia pode promover menores perdas fermentativas e efeito
toxico a populagdo de leveduras e mofos (NEUMANN et al., 2010).

Além da baixa estabilidade aerobia, silagens de milho apresentam baixas
concentragdes de proteina (SARICICEK e KILIC, 2009). A incorporagao do nitrogénio
ndo proteico da ureia a massa ensilada pode promover acréscimo proteico no valor
nutritivo das silagens (SCHMIDT et al., 2007). Além disso, pesquisas indicam que o uso
de nitrogénio ndo proteico (NNP), na massa ensilada durante o processo de ensilagem,
tem prolongado a estabilidade aerobia das silagens e elevado a concentracdo de proteina
em forragens com baixo teor de nitrogénio (WEISS e UNDERWOOD, 2006;
SARICICEK e KILIC, 2009).

Objetivou-se neste estudo avaliar os efeitos da aplicagdo de inoculante previamente
ativado e/ou liofilizado, isolado e associado com ureia, sobre as perdas fermentativas,
recuperagdo de matéria seca, caracteristicas fermentativas, composicao bromatologica e

estabilidade aerdbia de silagens de milho.

2. MATERIAL E METODOS

Ensilagem do Milho e Tratamentos

O experimento foi conduzido no Setor de Forragicultura do Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA), Campus II, Areia, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). O
hibrido de milho utilizado neste experimento foi o Ag 1051.

O milho foi cultivado na Fazenda Mata Limpa, localizada no Municipio de Areia,
Estado da Paraiba, na microrregido do Brejo Paraibano, latitude 6°58°07” S, e longitude

35°44°03” W e altitude de 627 m. Segundo a classificacdo de Koéppen (quente e umido),
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apresentando temperaturas médias anuais em torno de 24°C, umidade relativa do ar em
torno de 80%, ocorrendo precipitagdo pluvial média de 1.400 mm anuais.

A colheita do milho foi realizada com idade cronolédgica de 97 dias, quando os
graos estavam no estagio leitoso/pastoso. O procedimento de ensilagem ocorreu no dia 09
de agosto de 2014. As plantas foram colhidas inteiras de forma manual, picadas em
maquina forrageira estacionaria regulada para cortar a forragem em particulas de
aproximadamente 2 cm e homogeneizadas.A forragem fresca foi transportada a Unidade
de Forragicultura e foram ensiladas em silos tubulares de PVC, com 15 cm de diametro e
40 cm de altura, conforme os tratamentos: silagem nado tratada (in natura); silagem com
inoculante liofilizado (SIL); silagem com inoculante liofilizado + 1,0% ureia (SILU);
silagem com inoculante ativado (SIA); silagem com inoculante ativado + 1,0% ureia
(SIAU); silagem com 1,0% de ureia (SU). A dose de ureia foi determinada com base na
matéria seca da forragem.

O inoculante com cepas de Lactobacillus buchneri 1 x 10° ufc/g (Lactobacillus
buchneri CNCM 1 - 4323, Lallemand Animal Nutrition’s) foi aplicado de acordo com as
recomendacdes do fabricante (1 g/ton de forragem). O inoculante liofilizado foi diluido
em 100 ml de dgua destilada e aplicado uniformemente (2 ml/kg de forragem) a partir de
um spray e mistura constante.

O inoculante foi pré-ativado em leite desnatado reconstituido (LDR) a 10%, 24
horas antes da ensilagem, conforme Santos et al. (2008). 10 g de leite em p6 desnatado
foram solubilizados em 100 ml de 4gua destilada, adicionando-se 2 g de sacarose como
fonte de energia para o crescimento microbiano. Esterilizou-se em autoclave a 120°C
durante 15 minutos. Efetuou-se a inoculacdo conforme especificagdes do fabricante e
crescimento da cultura em estufa a 25°C por 24 h.

Ap0s o crescimento, realizou-se a contagem de bactérias lacticas no LDR apos 24
horas e no inoculante apenas dissolvido em agua, através de meio de cultura MRS (De
Man et al., 1960), para Lactobacillus ssp. Observaram-se populacdes de 2,1 x 10% ¢ 4,5 x
10° ufc/mL de bactérias acido laticas (BAL) no meio crescido em LDR e inoculante
diluido em agua, respectivamente. 10 ml de LDR com Lactobacillus buchneri pré-ativado
foi diluido em 90 ml de agua destilada. Aplicaram-se 2 ml/kg de forragem desta mistura

com auxilio de spray pulverizador.
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A adigdo de ureia correspondeu a 3,03 g de ureia/ kg de forragem fresca (1,0% de
ureia com base na MS do material a ser ensilado). A ureia foi diluida em 100 mL de dgua
destilada e aplicada homogeneamente na forragem com auxilio de um pulverizador.

Misturaram-se homogeneamente os aditivos a forragem para o enchimento dos silos
experimentais. Imediatamente, foi realizada a compactacdo da forragem nos silos,
buscando-se atingir massa especifica de 600 kg/m® de matéria verde. Os silos foram
armazenados por 1, 3, 7, 14 e 70 dias a temperatura média de 24°C antes da abertura.

O ensaio foi desenvolvido em delineamento inteiramente casualizado, em um
esquema fatorial 6 x 5, com 6 tipos de aditivos e 5 periodos de abertura (1, 3, 7, 14 e 70
dias), com cinco repetigdes. As contagens microbianas foram transformadas a logio para

obter distribui¢ao normal de dados.

Avaliagdo de perdas fermentativas e recuperagdo de matéria seca (RMS)

Os silos foram pesados no dia da ensilagem e ap6és 70 dias do processo
fermentativo para se estimar as perdas oriundas da fermentacdo. Para estimativa de
perdas por gases e efluentes, utilizou-se as equacdes descritas por Zanine et al. (2010).

Para perdas por gases: G = (PCf — PCa)/(MFf x MSf) x 10000

Em que: G = perdas por gases (%MS); PCf = Peso do silo cheio vedado no
fechamento (kg); PCa = Peso do silo aberto (kg); MFf = Massa de forragem (kg); MSf =
Concentra¢do de MS da forragem (%).

Para perdas por efluentes: E = [(PVf— Tb) — (PVi— Tb)]/MFi x 1000

Em que: E = perdas por efluentes (kg/t MF); PVi = Peso do balde vazio + peso da
areia na vedacao (kg); PVf = Peso do balde vazio + peso da areia na abertura (kg); Tb =
Peso do balde vazio (kg); MFi = Massa de forragem na vedacao (kg).

A taxa de recuperacdo de matéria seca foi determinada pela diferenca entre os pesos
dos silos a ensilagem e na abertura. A estimativa de recuperagdo de matéria seca foi
calculada de acordo com a equagdo proposta por Zanine et al. (2010):

RMS = (MFa x MSa)/(MFf x MSf) x 100

Em que: MS = Taxa de recuperagdo o de matéria seca (%); MFa = Massa de

forragem na abertura do silo (kg); MSa = Concentragdo de matéria seca da forragem na
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abertura do silo (%); MFf = Massa de forragem na vedagdo do silo (kg); MSf =

Concentragao de matéria seca da forragem na vedagao do silo (%)

Analises Laboratoriais
Antes da ensilagem, coletou-se uma amostra da planta de milho inteira e
estimaram-se a composi¢ao quimica e contagem de populagcdes microbianas da planta de

milho antes da ensilagem (Tabela 1).

Tabela 1. Composic¢ao quimica e populagdes microbianas da planta de milho antes da ensilagem.

Matéria Seca (g/kg) 262,49
Proteina Bruta (g/kg MS) 49,05
Matéria Mineral (g/kg MS) 32,34
Fibra em Detergente Neutro* (g/kg MS) 548,34
Carboidratos Soluveis Totais (g’kg MS) 152,14
BAL (log ufc/g) 5,50

Leveduras (log ufc/g) 4,30

*Fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteinas

A determinacdo do pH em 4agua destilada ocorreu em duplicata, coletando-se
aproximadamente 25 g de amostra do material ensilado de cada tratamento e adicionado
100 ml de dgua. Apds 1 hora, realizou a leitura, de acordo com a metodologia descrita por
Bolsen et al. (1992), com potencidometro.

Uma porcao de cada amostra coletada destinou-se a andlise de acidos organicos e
etanol, segundo Kung Jr e Ranjit (2001): 10 ml de amostra foram diluidas a 10% em 4gua
destilada, acidificada com H2SO4 a 50% e filtradas em papel de filtro tipo Whatman. Em
2 ml do filtrado, adicionou-se 1 ml de acido metafosforico a 20% e 0,2 ml de acido fénico
a 0,1%. As amostras foram centrifugadas e, posteriormente, procedeu-se as analises dos
acidos organicos (latico, acético, propionico e butirico) e etanol por cromatografia liquida
de alta resolucdo em cromatografo liquido de alto desempenho (HPLC), da marca
SHIMADZU, detector modelo SPD-10* VP acoplado ao detector ultravioleta (UV),
utilizando-se um comprimento de ondas de 210 nm.

A avaliagdo microbioldgica foi realizada de acordo com as recomendacdes de
Gonzalez e Rodrigues (2003), coletando-se 25 g de amostra fresca de silagens extraidas
conforme os periodos de abertura definidos. Foram adicionados 225 mL de solugdo de
ringer estéril e processados em liquidificador por aproximadamente 1 minuto. Retirou-se

1 mL da mistura e se pipetou com a devida dilui¢io (107" a 10?). O plaqueamento foi
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realizado em duplicata para cada meio de cultura. As populacdes foram determinadas
pela técnica seletiva de culturas em meio anaerdbio, onde se utilizou: o meio Agar
Rogosa para contagem de lactobacilos (ap6s incubagdo de 48 horas em estufa a
temperatura de 37° C); o meio Agar BDA (Batata Dextrose Agar) acidificado com écido
tartarico a 1%, para contagem de leveduras (ap6s 5 dias de incubagdo a temperatura
ambiente). As placas consideradas susceptiveis a contagem foram aquelas em que houve
valores entre 30 e 300 UFC (unidade formadora de colénia) em uma placa de Petri.
Consideraram-se entdo as médias das placas da diluigao selecionada.

As andlises bromatologicas foram realizadas no Laboratorio de Nutrigdo Animal e
Avaliagdo de Alimentos do CCA/UFPB. As amostras foram acondicionadas em sacos de
papel, pesadas e mantidas em estufa a 60°C por 72 horas. Em seguida, foram moidas em
moinho tipo Willey, com peneira malha de 1 mm e submetidas as andlises. Para analises
de composi¢do bromatologica, utilizaram-se metodologias preconizadas pela AOAC
(1990) para matéria seca (Método 967.03), para matéria mineral (Método 942.05), para
proteina bruta (Método 981.10), com adaptagdes de Detmann et al. (2012). Para a
determinagdo de fibra em detergente neutro (FDN) foi utilizada a metodologia
preconizada por Van Soest (1991).

As determinagdes dos teores de carboidratos soliveis foram realizadas por
espectrofotometria, pelo método descrito por Dubois et al. (1956). Para a extragao, 100
mg de amostra seca e moida foram adicionadas a 100 mL de solucdo de etanol a 80% e
colocada em aparelho de banho-maria a 80°C durante 30 minutos. Posteriormente, o
material foi filtrado, o residuo sélido descartado e completou-se o volume para 500 mL
com agua destilada em baldo volumétrico ¢ homogeneizado o extrato etanolico. Em
seguida, foram retiradas aliquotas de 2 mL do extrato etandlico, adicionou-se 1 mL de
solucao de fenol a 5% ¢ 5 mL de acido sulfurico concentrado. Construiu-se uma curva
padrdo com concentragdes crescentes de solucdo de glicose a 0,01%, conduzindo-se as
leituras em espectrofotometro a 490 nm de absorbancia. Os teores de CST foram
calculados em g x 100 mL!, com base na solugfio e posteriormente, ajustado com base na

matéria seca de cada amostra utilizada.

A estabilidade aerobia das silagens de milho foi determinada a partir de amostras de

aproximadamente 2 + 0.03 kg de silagem de cada silo. As amostras foram realocadas em
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silos limpos sem compactacdo e a temperatura interna da massa de silagem foi verificada
a cada 1 hora, por meio de termdmetro digital de imersao. A temperatura ambiente foi
registrada através de um termdmetro suspenso no ar. A estabilidade aerobia foi calculada
como o numero de horas antes da temperatura da massa da silagem atingir 2°C acima da

temperatura ambiente (TAYLOR e KUNG JR, 2002).

Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia, usando-se 0 PROC
GLM do Software SAS 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC), verificando a normalidade dos
residuos e homogeneidade das variancias usando-se PROC UNIVARIATE. Quando o
valor de F foi significativo (P<0,05), as médias foram comparadas pelo LSMEANS,

usando o teste de Tukey, com nivel de significancia de 5% (P<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Padrao Fermentativo das Silagens

O padrao fermentativo das silagens variou significativamente entre os tratamentos
nos diferentes periodos de abertura dos silos (P<0,05).

A produgdo de 4cidos organicos na massa ensilada reflete a qualidade fermentativa
dentro do silo e o grau de atividade dos microrganismos presentes. O acido latico ¢ o
principal acido organico envolvido na acidificagdo da massa ensilada. Os valores médios
de 4cido latico nas silagens diferiram significativamente entre os tratamentos em todos os
periodos de abertura, oscilando entre 43,24 a 71,15 g/kg MS (Tabela 2).

ApoOs 24 horas de fermentacdo (dia 1), as silagens inoculadas com Lactobacillus
buchneri ativado tiveram maior concentracao (P<0,05) de acido latico (57,38 g/kg de
acido latico). A maior velocidade de producdo de acido latico era previsto neste caso,
devido o maior numero das populagdes de bactérias lacticas ativas com a inoculacdo na
massa ensilada.

A concentragdo de acido latico nas silagens nao tratadas teve um apice no 14° dia

de fermentacdo, conforme a dindmica fermentativa das bactérias 4acido laticas autdctones.
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Entretanto, comparativamente, verificou-se efeito dos tratamentos sobre a atividade das

bactérias acido laticas.

Tabela 2. Valores médios de concentra¢des de acidos organicos e etanol em silagens de milho tratadas ou
ndo com aditivo quimico ¢ microbioldgico isolados e associados

Periodos de Fermentagdo (dias)

(g/kg MS) 1 3 7 14 70
Acido Latico (g/kg MS)
Sem tratamento 43,24d 49,51bc 46,02¢ 57,66b 46,61ab
SIL 50,46bc 51,15abc 45,01c 49,65¢ 34,14d
SILU 45,76¢ 47,52¢ 47,99abc 68,01a 42,39bc
SAI 57,38a 56,01a 51,60ab 49,76¢ 38,56¢cd
SIAU 47,29bcd 54,97a 46,75bc 71,15a 46,11ab
SU 51,31b 52,75ab 52,32a 53,21bc 47,55a
Pr>F <0001 <0001 <0001 <0001 <0001
Acido Acético (g/kg MS)
Sem tratamento 25,18b 30,49a 23,90a 22,97d 28,50a
SIL 28,34a 22,65b 21,22b 18,38¢ 21,89b
SILU 16,26¢ 21,18b 21,02bc 19,19¢ 15,16¢
SAI 26,12b 28,95a 18,90c 25,41c¢ 29,67a
SIAU 25,77b 17,80c 20,83bc 32,62a 28,92a
SuU 25,85b 29,84a 20,03bc 28,52b 21,38b
Pr>F <0001 <0001 <0001 <0001 <0001
Acido Propidnico (g/kg MS)
Sem tratamento 0,45¢ 0,51b 0,45b 0,47b 0,66a
SIL 1,0076a 0,73ab 0,77a 0,82a 0,46ab
SILU 0,66bc 0,56b 0,46b 0,51b 0,40b
SAI 0,91a 0,89a 0,50b 0,45b 0,38b
SIAU 0,80ab 0,53b 0,48b 0,46b 0,49ab
SU 0,51c 0,54b 0,44b 0,47b 0,41b
Pr>F <0001 <0001 0,0015 0,0001 0,0026
Acido Butirico (g/kg MS)
Sem tratamento 0,35b 0,39¢ 0,34c 041a 0,39a
SIL 0,48a 0,39¢ 0,49a 0,46a 0,38ab
SILU 0,45ab 0,40c 0,42b 0,27b 0,27¢
SAI 0,38b 0,47b 0,46ab 0,41a 0,33b
SIAU 0,44a 0,53ab 0,48a 0,43a 0,40a
SU 0,49a 0,47b 0,48a 0,43a 0,38ab
Pr>F <0001 <0001 <0001 <0001 <0001
Etanol (g’kg MS)
Sem tratamento 48,47a 30,20a 22,68b 24,77a 32,63a
SIL 41,77b 7,45¢ 13,69¢ 15,06d 26,80b
SILU 25,84¢ 7,27¢ 25,72a 15,64d 20,66¢
SAI 34,19¢ 25,83b 9,46d 17,23cd 21,72¢
SIAU 35,80¢ 9,62¢ 9,48d 20,19b 29,31b
SU 31,04d 9,53¢ 12,94¢ 19,90bc 21,95¢
Pr>F <0001 <0001 <0001 <0001 <0001

SIL= silagem de milho com inoculante liofilizado; SILU= silagem com inoculante liofilizado e ureia; SIA=
silagem com inoculante ativado; SIAU= silagem com inoculante ativado e ureia; SU= silagem com ureia
Meédias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si (p<<0,05) pelo Teste de Tukey
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Silagens tratadas com inoculante liofilizado + ureia e silagens com inoculante ativo
+ ureia apresentaram concentragdes superiores de acido latico nol4° dia de ensilagem
(P<0,05).

Aos 70 dias de ensilagem, as silagens ndo tratadas, aditivadas com ureia e tratadas
com inoculante ativado + ureia tiveram os maiores valores de acido latico (P<0,05). A
hidrolise da ureia, nas silagens tratadas com ureia, pode ter favorecido o maior
desenvolvimento de bactérias laticas e, consequentemente, elevado o teor de acido latico
nas silagens.

O 4cido acético ¢ uma substancia com propriedades antimicdticas e tem sido
considerado um acido organico importante, envolvido na elevagdo da estabilidade aerobia
das silagens (DANNER et al., 2003). A aplicagdo de Lactobacillus buchneri, bactéria
capaz de produzir acido acético além de acido latico (OUDE ELFERINK et al., 2001), ¢
indicada na ensilagem de forrageiras com elevado teor de carboidratos soliiveis e/ou
producdo expressiva de acido latico.

Aos 70 dias de fermentacdo, as silagens nao tratadas e as silagens tratadas com
inoculante ativado isolado e associado com ureia tiveram significativamente os maiores
conteudos de acido acético (P<0,05), com valores de 28,50, 29,67 e 28,92 g/kg MS,
respectivamente. Valores superiores aqueles observados por Schmidt e Kung Jr. (2010)
em silagens inoculadas com Lactobacillus buchneri (1,95% MS de acido acético).

As silagens aditivadas com inoculante liofilizado associado ou ndo com ureia
apresentaram valores inferiores de acido acético no 14° dia de fermentacao (P<0,05). As
bactérias da espécie Lactobacillus buchneri possuem crescimento lento, podendo nio ser
verificado efeito da inoculacdo antes de 45 a 65 dias (OUDE ELFERINK et al., 2001;
SCHMIDT et al., 2009).

Aos 70 dias de processo fermentativo, as silagens ndo tratadas resultaram em
valores superiores de acido propidnico (0,66 g/kg MS) quando comparados com os teores
de acido propionico nas silagens tratadas com ureia (0,41 g/kg MS). A adicdo de ureia
reduziu o desenvolvimento de bactérias propidnicas a partir do potencial de agao

antimicrobiana.
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As silagens tratadas com inoculante liofilizado + ureia resultaram em valores
inferiores de acido butirico (0,27 g/kg MS) apdés 70 dias de processo fermentativo.
Valores superiores foram verificados nas demais silagens.

O conteudo de etanol nas silagens reflete, sobretudo, a atividade de leveduras na
massa ensilada. Embora, bactérias lacticas heterofermentativas sejam capazes de produzir
etanol e outros tipos de metabolitos (OUDE ELFERINK, et al., 2001).

Os teores de etanol nas silagens de milho nao tratadas foram elevados em todos os
periodos fermentativos, principalmente nos dias 1 e 70 (48,47 e 32,63 g/kg MS). A maior
produgdo de etanol pode estar associada a alta presenga de carboidratos soliiveis na planta
de milho, resultando em baixo pH da massa ensilada e a presenca de leveduras epifitas
nestas silagens, sem interferéncia de aditivos antifungicos (como a ureia) ou acido acético
(produzido a partir de cepas de Lactobacillus buchneri).

Valores inferiores de etanol foram verificados, aos 70 dias, nas silagens tratadas
com ureia, com inoculante liofilizado associado com ureia e inoculante ativado em LDR
(21,95; 20,66 ¢ 21,72 g/kg MS, respectivamente).

Os valores médios de pH das silagens tratadas com wureia foram
significativamente superiores (P<0,05) aqueles verificados nas silagens de milho ndo
tratadas e silagens inoculadas (Tabela 3). A adicdao de ureia na massa ensilada resulta em
valores de pH e teor de acido lactico adequados para silagens, devido ao poder tampao da
amonia evitando queda demasiada do pH (SARICICEK e KILIC, 2009).

Os valores médios de pH encontrados nas silagens tratadas com inoculante
liofilizado estdo préximos daqueles verificados por Hu et al. (2009) (pH = 3,65) em
silagens de milho inoculadas com cepas de Lactobacillus buchneri.

Os valores de pH nas silagens de milho ndo tratadas e silagens inoculadas com
microrganismos pré-ativados foram significativamente inferiores as demais silagens
(P<0,05). Possivelmente, a atividade expressiva de maior numero de populagdes de
bactérias laticas implicou na rdpida reducao do pH das silagens inoculadas com bactérias
acido laticas previamente ativadas. Como a planta de milho apresentava elevados teores
de carboidratos soluveis, a atividade das bactérias lacticas presentes na massa ensilada

pode ser intensificada.
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Verificaram-se valores significativamente superiores (P<0,05) da concentragiao de
nitrogénio amoniacal nas silagens aditivadas com ureia (isolada ou associada) em todos
os periodos de abertura, quando comparadas as demais silagens. Aos 70 dias de
fermentagdo, com valor médio minimo de concentragio de nitrogénio amoniacal de 25,64
mg/dL nas silagens tratadas com inoculante liofilizado + ureia, e valor maximo de 30,80

mg/dL de nitrogénio amoniacal em silagens tratadas com inoculante pré-ativado + ureia.

Tabela 3. Valores médios de pH e nitrogénio amoniacal de silagens de milho ndo tratadas e tratadas com
aditivo quimico e/ou bioldgico isolados ou associados em diferentes periodos de fermentagéo.

Periodos de Fermentagdo (dias)

1 3 7 14 70
pH
Sem tratamento 3,52b 3,52d 3,63bc 3,43d 3,52d
SIL 3,56b 3,81c 3,68abc 3,61bc 3,72bc
SILU 3,76a 3,96ab 3,84a 3,72ab 3,88b
SAI 3,51b 3,65¢cd 3,61c 3,46cd 3,66cd
SIAU 3,81a 3,96ab 3,80ab 3,81a 3,81bc
SU 3,81a 3,98a 3,78abc 3,68ab 4,09a
Pr>F <0001 <0001 0,0003 <0001 <0001
Nitrogénio Amoniacal (mg/dL)
Sem tratamento 0,60c 1,33b 3,13¢ 6,37bc 7,30c
SIL 1,34bc 2,18b 5,91c 8,03b 6,86¢
SILU 19,38a 16,85a 26,84a 25,01a 25,64b
SIA 5,35b 1,66b 3,46¢ 3,87c 6,45¢
SIAU 18,65a 18,66a 20,74b 23,86a 30,80a
SU 21,41a 19,58a 19,13b 22,61a 27,72ab
Pr>F <0001 <0001 <0001 <0001 <0001
Bactérias Acido Laticas (log ufc/g forragem)
Sem tratamento 8,43¢ 8,62¢ 8,70d 7,95¢ 7,52b
SIL 8,64c 8,60c 9,51c 8,29b 9,15a
SILU 9,20b 9,69b 8,77d 8,13bc 8,91a
SIA 11,00a 10,90a 11,60a 8,82a 8,94a
SIAU 8,44c 8,47¢c 10,48b 7,97bc 8,95a
SU 8,39¢c 8,36¢ 8,66d 7,90c 9,01a
Pr>F <0001 <0001 <0001 <0001 <0001
Leveduras (log ufc/g forragem)
Sem tratamento 5,51a 527a 5,41 5,65 4,86b
SIL 5,33a 5,27a 5,54 5,96 4,65b
SILU 5,37a 5,43a 5,76 5,99 4,65b
SIA 5,16a 5,47a 5,24 5,57 5,17a
SIAU 3,28b 5,04ab 5,72 5,61 4,70b
SU 3,12b 4,85b 5,49 5,79 3,95¢
Pr>F <0001 <0001 0,0634 0,7845 <0001

SIL= silagem de milho com inoculante liofilizado; SILU= silagem com inoculante liofilizado e ureia; SIA=
silagem com inoculante ativado; SIAU= silagem com inoculante ativado e ureia; SU= silagem com ureia
Meédias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si (p<0,05) pelo Teste de Tukey
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O nitrogénio amoniacal ¢ formado a partir da agdo de microrganismos especificos,
na qual a concentracdo desse metabolito reflete a amplitude da atividade dessas colonias
em meios favoraveis ao seu crescimento no interior do silo (VAN SOEST, 1994). Sendo
assim, o teor de nitrogénio amoniacal representa a degradacdo proteica durante a fase
fermentativa, devido as fermentagdes secundarias na silagem, indicando as perdas de
proteina verdadeira (NEUMANN et al., 2007), que seria efetivamente utilizada no
metabolismo animal.

Silagens consideradas de baixa qualidade apresentam degradacdo proteica
elevada. De acordo com McDonald et al. (1991), niveis de amonia superiores a 20%, com
base na matéria seca, indicam silagem mal preservada. Entretanto, esta premissa nao se
aplica a silagens tratadas com ureia, uma vez que ha formagdo de amoénia na massa
ensilada a partir do processo de hidrolise da ureia, elevando o contetido de nitrogénio
amoniacal.

Nao houve diferenga significativa no conteudo de nitrogénio amoniacal (P>0,05)
entre as silagens ndo tratadas e inoculadas. Baixas concentragdes de nitrogénio amoniacal
podem ser indicador de maior fermentacao homoldatica nas silagens (HU et al., 2009).

A fermentagao homolatica tende a predominar na massa ensilada. De acordo com
McDonald et al. (1991), o nimero de bactérias laticas necessario para que ocorra
acentuada queda do pH na massa ensilada ¢ de cerca de 8,0 log UFC/g forragem, sendo
possivel encontrar estes valores apds 14 dias de fermentagdo de silagens de milho
(POZZA et al., 2011).

As plantas de milho possuiam populagdes iniciais de bactérias acido lacticas
(BAL) de 5,50 log UFC/g forragem (Tabela 1). Apos 24 horas de fermentagdo, todas as
silagens tiveram populagdes de bactérias lacticas acima de 8,0 log UFC/g forragem
(Tabela 4), com valores significativamente superiores de 11,0 log UFC/g forragem nas
silagens tratadas com inoculante ativo (P<0,05). A inoculacdo com microrganismos
ativos promoveu maior desenvolvimento de bactérias laticas durante as primeiras 24
horas do processo fermentativo.

Aos 70 dias de ensilagem, as populagdes de bactérias laticas estabilizaram em

valores médios entre 8,91 e 9,15 log UFC/g forragem nas silagens tratadas. Enquanto nas
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silagens ndo tratadas, verificram-se valores significativamente inferiores de 7,52 log
UFC/g forragem (P<0,05).

Hu et al. (2009), ao avaliarem o efeito da inocula¢dao de silagens de milho com
Lactobacillus buchneri, verificaram valores de 9,27 log ufc/g forragem para populagdes
de bactérias acido laticas e 4,03 log ufc/g forragem de leveduras.

As silagens tratadas com ureia apresentaram os menores valores (P<0,05) para as
populagdes de leveduras (Tabela 4). Apos 24 horas do processo fermentativo, observou-
se reducdo nas populacdes de leveduras em silagens tratadas com inoculante ativado +
ureia (3,28 log ufc/g forragem) e silagens com ureia (3,12 log ufc/g forragem), quando
comparados com as populagdes iniciais da planta.

Aos 70 dias de fermentagdo, as silagens tratadas com wureia diferiram
significativamente das demais silagens (P<0,05), com valores de populagdes de leveduras
inferiores (3,95 log ufc/g forragem). Valores significativamente superiores (5,17 log ufc/g
forragem) foram verificados em silagens inoculadas com Lactobacillus buchneri
previamente ativado.

As leveduras sdao microrganismos auxotroficos, capazes de se multiplicarem
rapidamente em condi¢des favoraveis ao seu desenvolvimento. Entretanto, na auséncia de
substratos ou pH preferenciais, as leveduras podem reduzir significativamente seu
crescimento, dependem estritamente da disponibilidade de uma combinagdo especifica
entre fontes de carbono e fontes de nitrogénio (VANDERSLUIS et al., 2014).

A conversdo de ureia em amdnia na massa ensilada atua sobre o pH das silagens,
elevando-o a uma faixa 6tima para o desenvolvimento de bactérias laticas, impedindo
assim o crescimento de microrganismos indesejaveis as silagens (MIRANDA et al., 2011;
ARAKI et al., 2017).

A ureia também possui a¢do fungistatica no metabolismo das leveduras e constitui
fonte pobre de nitrogénio para as leveduras (VANDERSLUIS et al., 2014). Logo, a
aplicacdo de ureia na ensilagem promove o aumento da concentragao de amonia na massa
ensilada, retardando o desenvolvimento das leveduras, uma vez que promove desbalango
na relagdo especifica de substratos para o crescimento de leveduras.

Ainda, de acordo com Hess et al. (2006), o aumento da concentragao de amonio

¢ toxico as leveduras, obrigando-as a modificarem o metabolismo de nitrogénio,
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incorporando o amoOnio na formacdo e excre¢do de aminoacidos como a glutamina ou
glutamato, na presenca de teores adequados de potassio.

A resisténcia a queda brusca do pH, associada a acdo antifingica, promove a
reducdo de perdas associadas a producdo de gases e efluentes em silagens (VIEIRA et al.

2017).

Perdas Fermentativas e Recuperagdo de MS das Silagens

As perdas durante o processo fermentativo das silagens podem ser quantificadas
através do desaparecimento da MS ou energia, sendo as principais fontes de perdas
oriundas dos processos bioquimicos e microbiolégicos na massa ensilada, como a
respiracgao residual, tipo de fermentagao no interior do silo, producao de efluentes e gases
e atividade de microrganismos indesejaveis (SANTOS et al., 2008).

Neste ensaio, todas as silagens tiveram baixos indices de perdas fermentativas, o
que indica que ocorreu uma boa fermentacdo do material ensilado. As silagens de milho
ndo tratadas e inoculadas com bactérias liofilizadas tiveram valores de perdas de MS
similares. As silagens tratadas apenas com a ureia resultaram em perdas de MS
significativamente inferiores as demais silagens (P<0,05) (Tabela 4). Valores superiores
(5,31% de perdas totais) foram verificados por Silva et al. (2017) em silagens de milho

tratadas com 1% de ureia.

Tabela 4. Perdas fermentativas e recuperacao de matéria seca em silagens de milho ndo tratada e tratadas
com ureia e inoculante isolados e/ou associados.

Perdas Fermenﬂativas

PMS (%) PG (%MS) PE (kg/ton MN*) RMS (%)
Sem tratamento 5,38a 2,67b 16,00a 94,61c
SIL 5,07a 3,17b 16,00a 94,92¢
SILU 5,17a 3,28b 15,90* 94,82¢
SAI 4,32bc 5,552 15,55bc 95,67ab
SIAU 4,84ab 3,91b 15,60b 95,15bc
SU 3,85¢ 2,92b 15,40¢ 96,14a
EPM 0,1950 1,9906 0,0065 0,1951
Pr>F <0001 <0001 <0001 <0001

*MN = Matéria natural; PMS = perdas de matéria seca; PG = perdas por gases; PE = perdas por efluentes;
RMS = recuperagdo de matéria seca; EPM = erro padrdo da média SIL= silagem de milho com inoculante
liofilizado; SILU= silagem com inoculante liofilizado e ureia; SAI= silagem com inoculante ativado;
SIAU= silagem com inoculante ativado e ureia; SU= silagem com ureia

Meédias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si (p<0,05) pelo Teste de Tukey
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A ureia ¢ um aditivo capaz de atuar beneficamente no processo fermentativo das
silagens, reduzindo as perdas de nutrientes através da reducao da atividade de leveduras,
reduzindo a fermentagdo alcodlica, em funcdo da desaceleracao da queda do pH das
silagens, uma vez que as leveduras tém a atividade mais intensa em silagens mais acidas
(MCDONALD et al., 1991; PEDROSO et al., 2008).

As perdas por gases verificadas foram superiores (P<0,05) nas silagens tratadas
com inoculante ativado (5,55%). As bactérias heterofermentativas sdo capazes de
produzir 4cido latico e quantidade consideravel de acido acético. Entretanto, produzem
também quantidades de etanol, CO; e outros metabolitos (SANTOS et al., 2013).

Os maiores valores de produgdo de gases nas silagens inoculadas com bactérias
previamente ativadas podem ser justificados pelo metabolismo heterofermentativo destes
microrganismos. Ainda, como a produ¢do de 4cido acético ¢ lenta na massa ensilada, ¢
possivel que fungos, como as leveduras, tenham atuado de forma mais expressiva.

As silagens tratadas com inoculante ativo (SIA), com inoculante ativo + ureia
(SIAU) e com ureia (SU) tiveram menores produgdes de efluentes (P<0,05) (15,55; 15,60
e 15,40 kg/ton MN, respectivamente). Os valores encontrados foram inferiores aqueles
verificados por Vieira et al. (2017) em silagens de milho tratadas com 1,0 e 2,0% de ureia
(70,74 e 77,73 kg/ton MN, respectivamente).

Houve diferenca significativa entre a recuperagdo de matéria seca das silagens
(P<0,05), destacando-se as silagens tratadas com ureia (SU), inoculante ativado (SAI) e
inoculante ativado + ureia (SIAU) com os maiores percentuais (96,14%; 95,67% e
95,15%, respectivamente). Isso se justifica pela agdo antimicrobiana da ureia, que reduz o
desenvolvimento de leveduras na massa ensilada, e também ao maior nimero de
populagdes de bactérias lacticas presentes no inoculante ativado.

Os valores de RMS encontrados foram semelhantes aos resultados observados por
Schmidt e Kung Jr. (2010), 96,74% em silagens de milho inoculadas, e inferiores aqueles
verificados por Hu et al. (2009), que observaram recuperacdo de matéria seca de 99% em

silagens de milho inoculadas com Lactobacillus buchneri.
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Composig¢do Bromatologica

Nao houve efeito significativo (P>0,05) dos tratamentos sobre o conteudo de
matéria seca das silagens de milho em todos os periodos de abertura (Tabela 5). Os
valores médios verificados estavam dentro da faixa resultante de um adequado processo
fermentativo com baixa produgdo de efluentes (valores préximos a 30% MS), o que
beneficia a disponibilidade de nutrientes ao animal (VAN SOEST, 1994).

A matéria mineral das silagens de milho estudadas ndo apresentou variagdes
significativas em todos os periodos de fermentagdo (P>0,05).

O tratamento da massa ensilada de milho com ureia (isolada ou associada ao
inoculante) elevou significativamente (P<0,05) o teor proteico das silagens.
Comparativamente as silagens de milho nao tratadas, aos 70 dias de fermentagdo, houve
acréscimo de 29,36 g/kg nos valores médios de proteina bruta quando adicionado 1% de
ureia na massa ensilada, ou seja, aumento de 35,27% no conteudo proteico.

Embora a silagem de milho seja uma excelente forragem para ruminantes por seu
alto teor de energia digestivel, a adicao de ureia na ensilagem de forrageiras contribui
para o aumento dos compostos nitrogenados das silagens, sugerindo incorporacao de
parte do nitrogénio aplicado. Considerando-se um sistema de alimenta¢do de ruminantes,
a elevacdo dessas fragdes nitrogenadas podem beneficiar a fermentagdo ruminal e
promover maior sintese de proteina microbiana (BOUCHER et al., 2007; OLIVEIRA et
al., 2007)

Em estudos com silagens de cana de agtcar aditivadas, Araki et al., observaram a
incorporacdo de nitrogénio na massa ensilada, a partir da aplicacdo de ureia, elevar os
valores de proteina bruta de 34,5 g/kg MS para 110 g/kg MS.

Aos 70 dias de fermentacao, as silagens inoculadas com bactérias ativadas tiveram
valores significativamente inferiores (P<0,05) de proteina bruta (70,22 g/kg MS).

Para a concentracdo de carboidratos soluveis totais, houve diferenca significativa
(P<0,05) entre os tratamentos em todos os periodos de abertura. Nas primeiras 24 horas
de fermentacdo, as silagens inoculadas com bactérias ativas e aquelas tratadas com
inoculacdo ativa + ureia tiveram valores significativamente menores (P<0,05) de

carboidratos soluveis quando comparadas com as silagens ndo tratadas e silagens tratadas
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com inoculante liofilizado + ureia. Isso pode ser justificado pela maior presenca de

microrganismos ativos nestas silagens durante este periodo fermentativo.

Tabela 5. Composi¢ao bromatologica de silagens de milho ndo tratadas e tratadas com aditivo quimico e/ou
biolégico isolados ou associados em diferentes periodos de fermentacao.

Periodos de Fermentagdo (dias)

1 3 7 14 70
Matéria Seca (g/kg)
Sem tratamento 269,11 276,30 284,66 282,25 270,80
SIL 278,09 277,58 283,63 275,29 271,01
SILU 283,39 277,00 283,44 283,89 285,81
SAI 279,93 279,12 282,99 278,20 285,39
SIAU 286,19 277,77 309,91 282,07 284,52
SU 281,99 249,75 282,97 282,93 282,43
Pr>F 1,0000 0,9984 0,9998 0,6800 1,0000
Matéria Mineral (g/kg MS)
Sem tratamento 35,19 39,53 36,97 35,82 33,37
SIL 39,01 44,05 45,57 42,09 36,81
SILU 36,53 42,56 40,77 39,57 40,71
SAI 37,96 39,17 40,53 38,37 43,24
SIAU 37,02 35,96 40,49 38,56 38,88
SU 35,24 35,25 34,70 41,16 37,86
Pr>F 0,9996 0,9812 0,9880 0,9977 0,9836
Proteina Bruta (g/kg MS)
Sem tratamento 69,65b 68,30b 57,18b 64,48b 82,15b
SIL 63,53b 67,70b 71,84b 71,08b 88,02b
SILU 106,10a 105,96a 89,84a 106,80a 111,26a
SAI 57,59b 73,52b 59,85b 73,29b 70,22¢
SIAU 108,98a 99,65a 99,05a 106,55a 111,10a
SU 111,51a 98,20a 103,46a 114, 25a 111,50a
Pr>F <0001 <0001 <0001 <0001 <0001
Carboidratos Soluveis (g/kg MS)
Sem tratamento 110,45a 61,93b 58,84b 68,20b 67,09b
SIL 100,66ab 55,87b 63,86ab 79,16b 89,68a
SILU 110,82a 72,85ab 80,96a 78,29b 86,32a
SAI 98,18ab 96,23a 84,23a 75,34b 86,25a
SIAU 81,63b 60,35b 71,61a 90,88a 84,19a
SU 90,82ab 63,86b 68,54a 86,15a 87,19a
Pr>F 0,0140 0,0004 <0001 0,0084 0,0165
Fibra em Detergente Neutro* (g/kg MS)
Sem tratamento 511,49 530,49 517,90 528,74 494,82
SIL 496,15 539,47 508,93 505,23 498,15
SILU 474,40 474,58 499,46 490,33 502,74
SAI 498,28 520,04 488,18 496,04 505,55
SIAU 471,76 492,17 512,30 501,89 470,89
SU 475,12 487,73 498,47 501,96 475,12
Pr>F 0,4225 0,0344 0,8187 0,6595 0,5513

*Corrigida para cinzas e proteinas

SIL= silagem de milho com inoculante liofilizado; SILU= silagem com inoculante liofilizado e ureia; SIA=
silagem com inoculante ativado; SIAU= silagem com inoculante ativado e ureia; SU= silagem com ureia
Me¢dias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si (p<0,05) pelo Teste de Tukey.
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As silagens tratadas com ureia apresentaram valores elevados de carboidratos
soliveis em todos os periodos de fermentacdo. Aos 70 dias, as silagens de milho nao
tratadas tiveram o menor conteudo de carboidratos soluveis (67,09 g/kg MS) quando
comparada aquelas que foram aditivadas (>80 g/kg MS).

Para o conteudo de FDN das silagens, embora varias pesquisas indiquem efeito da
adicdo de ureia sobre a fracdo fibrosa das forragens, ndo houve efeito significativo

(P>0,05) dos tratamentos sobre o conteudo de FDNcp nas silagens de milho.

Estabilidade Aerobia

A presenga de oxigénio durante o periodo de armazenamento ou abertura do silo
favorece o crescimento de microrganismos aerobios. O desenvolvimento destes
microrganismos na massa ensilada reduz a qualidade do alimento final, implicando em
valores elevados de perdas de nutrientes (POZZA et al., 2011).

Apobs 96 horas de exposicdo ao ar, as silagens de milho tratadas com inoculante
liofilizado e inoculante ativo com ureia, tiveram valores de pH final significativamente
superiores (Tabela 6).

As populagdes de leveduras encontradas nas silagens de milho ndo tratadas
foram significativamente superiores aquelas tratadas com inoculante liofilizado + ureia,

com inoculante ativo + ureia e silagens tratadas com ureia (P<0,05).

Tabela 6. Valores médios de pH final, populagdes de leveduras, temperatura maxima e estabilidade aerobia
de silagens de milho ndo tratadas ou tratadas com ureia e L. buchneri isolados e/ou associados

Adicdo de Ureia (% MS) Média
Sem SIL SILU  SIA SIAU SU Geral CV(%) Pr>F
tratamento
pH final* 4,16b 4,49a  4,24b 4,22b 4,652 3,99 4,22 6,40 0,048
LEV* 9,69a 8,78ab  7,92b 8,57ab 7,41b 8,10b 8,27 10,22 0,002
™ (°C) 26,5a 26,0ab  25,0b 25,0b 25,5b  25,0b 25,5b 0,68 0,019
EA (h) 62 >96 >96 >96 >96 >96 96 13,36 0,030

*96 horas

LEV = leveduras; TM = valores médios de temperatura maxima; EA = estabilidade aerobia

SIL= silagem de milho com inoculante liofilizado; SILU= silagem com inoculante liofilizado e ureia; SIA=
silagem com inoculante ativado; SIAU= silagem com inoculante ativado e ureia; SU= silagem com ureia
Meédias seguidas de letras diferentes nas linhas diferem entre si (p<0,05) pelo Teste de Tukey

A ureia atua na massa ensilada elevando os valores de pH do meio, reduzindo o

potencial de desenvolvimento das populagdes de leveduras. Ainda, a reagao de hidrolise
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da ureia eleva a concentra¢do de amonia na massa ensilada. A amoénia é toxica aos
fungos, capaz de alterar o metabolismo das leveduras e retardar o seu crescimento
(VANDERSLUIS et al., 2014).

O aquecimento caracteristico das silagens deterioradas ¢ resultante da atividade
de bactérias aerobias que liberam calor através de reacdes exotérmicas, gerando
aquecimento a massa ensilada. Os valores de temperatura maxima foram superiores nas
silagens de milho sem tratamento (P<0,05), o que indica que nestas silagens pode ter
ocorrido maior grau de deterioragdo aerobia.

Os valores médios de temperatura das silagens inoculadas e/ou tratadas com
ureia mantiveram-se abaixo de 2° C da temperatura ambiente, ndo sendo detectada a
perda da estabilidade aerdbia para essas silagens até o periodo de 96 horas de aerobiose.

O aumento da estabilidade aerdbia nas silagens tratadas pode ser justificado com
a reducdo do crescimento de leveduras. As leveduras sdo apontadas como os primeiros
microrganismos envolvidos na deterioragdo de silagens, promovendo ambiente adequado
ao desenvolvimento de outros microrganismos aerobios envolvidos na deterioragao
aerébia da massa ensilada (WOOLFORD, 1990).

Hu et al. (2009) observaram valores de 53 horas de estabilidade aerobia em
silagens de milho sem tratamento, enquanto em silagens de milho inoculadas com
Lactobacillus buchneri, as silagens atingiram 112 horas de estabilidade apos exposicao
ao ar. Resultados semelhantes foram encontrados por Kristensen et al. (2010), ao avaliar
o efeito da inoculagdo em silagens de milho verificaram valores de estabilidade aerobia
de 88 a 100 horas em silagens inoculadas com Lactobacillus buchneri.
Comparativamente, as silagens de milho nao tratadas apresentaram perda da estabilidade
aerébia 37 horas apos a exposicao ao ar.

A maior disponibilidade de acido acético a partir da inoculacdo com cepas de
Lactobacillus buchneri reduz o desenvolvimento de microrganismos deletérios a
silagem.A acdo fungistatica da ureia sobre as populacdes de leveduras nas silagens
aumenta a estabilidade aerobia da massa ensilada quando na fase de abertura dos silos

para oferta de silagem aos animais.
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4, CONCLUSOES

A adicao de ureia elevou o pH e contetido proteico das silagens de milho, além
de reduzir as concentracdes de 4cido butirico e o numero de populacdes de leveduras.

A inoculacdo da massa ensilada com bactérias ativas promoveu melhorias no
padrao fermentativo das silagens, com a maior producao de acido latico.

Todos os tratamentos promoveram aumento da estabilidade aerdbia das silagens.
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SILAGENS DE MILHO
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EFEITO DA INOCULACAO COM Lactobacillus bucfmeri LIQFILIZADO E
ATIVADO SOBRE AS POPULACOES DE BACTERIAS LATICAS DE
SILAGENS DE MILHO

Resumo: O uso de inoculantes liofilizados e/ou ativados no processo de ensilagem pode
afetar a composicdo microbiana e redirecionar o padrdo fermentativo e a estabilidade
aerébia das silagens. Objetivou-se neste trabalho, avaliar o efeito da inoculagdo com
Lactobacillus buchneri liofilizado e/ou ativado sobre as populagdes de bactérias laticas de
silagens de milho. Os tratamentos experimentais consistiram na ensilagem de milho sem
aditivo, aditivada com inoculante liofilizado e aditivada com inoculante pré-ativado em
leite desnatado reconstituido. Os silos foram armazenados durante 1, 3, 7, 14 ¢ 70 dias.
Para a quantificagcdo das populagdes de bactérias laticas utilizou-se a técnica pour plate
em meio de cultura seletivo, Agar MRS (De Man, Rogosa e Sharpe). Para a identificagao
bacteriana, realizou-se a analise de reacdo de polimerase em cadeia (PCR). As silagens
inoculadas com bactérias pré-ativadas em leite tiveram picos de 11,0 log ufc/g forragem
aos 7 dias de fermentacdo. Os isolados capturados nas silagens de milho com e sem
tratamentos foram identificados, sendo que, 93% dos isolados correspondiam a bactérias
lacticas da espécie Lactobacillus plantarum. Dentre os isolados, ndo se detectou bactérias
da espécie Lactobacillus buchneri.

Palavras—chave: aditivo bioldgico, fermentagao, identificagdo bacteriana.
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EFFECT OF Lactobacillus buchneri LYOPHILIZED OR ACTIVATED
INOCULATION ON POPULATIONS OF LACTIC ACID BACTERIA IN CORN
SILAGE

Abstract: The use of lyophilized and/or activated inoculants in the silage process can
affect a microbial composition and redirect the fermentation pattern and an aerobic
stability of the silages. The objective of this work was to evaluate the effect of
inoculation with lyophilized and/or activated Lactobacillus buchneri on populations of
lactic acid bacteria from corn silages. The experimental treatments consisted in the
ensilage of corn without additive; additive with lyophilized inoculant and pre-activated
inoculant. The silos were stored for 1, 3, 7, 14 and 70 days. For the quantification of
populations of lactic bacteria, the pour plate technique was used in medium of selective
culture, MRS agar (De Man, Rogosa and Sharpe). For bacterial identification, polymerase
chain reaction (PCR) analysis was performed. As silages inoculated with activated
bacteria in reconstituted skim milk with ten peaks of 11.0 log cfu / g forage at 7 days of
fermentation. The isolates captured in the corn silages with and treatments were
identified, 93% of the isolates corresponding to the lactic bacteria of the species
Lactobacillus plantarum. Among the isolates, no bacteria of the species Lactobacillus
buchneri are detected.

Key words: biological additive, fermentation, bacterial identification.
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1. INTRODUCAO

O processo de ensilagem esta diretamente associado a natureza da comunidade
microbiana epifitica, onde a diversidade bacteriana ¢ um dos fatores determinantes do
padrao fermentativo das silagens. As comunidades microbianas encontradas nas culturas
forrageiras antes do processo de ensilagem diferem consideravelmente, em nimero e
taxonomia, daquelas encontradas na silagem (PAHLOW et al., 2003).

A presenca das bactérias produtoras de acido lactico na massa ensilada predispde
a conservagdo da forragem a partir da sua acidificacio (MCDONALD et al., 1991). As
bactérias laticas sdo gram-positivas, ndo formadoras de esporos, estritamente
fermentativas, anaerdbias ou aerobias tolerantes, acidofilas, podendo ser classificadas de
acordo o tipo de fermentacdo da hexose em homofermentativas e heterofermentativas
(MCDONALD et al., 1991; SANTOS et al., 2013; NISHIDA et al., 2017).

A fermentacdo de carboidratos por bactérias laticas heterofermentativas pode
resultar na formagdo de acido acético, alcool e CO> durante o periodo de processo
fermentativo das silagens (LI et al., 2015).

O maior desenvolvimento de Lactobacillus buchneri na massa ensilada pode
promover aumento da estabilidade aerdbia de silagens de milho (SCHMIDT e KUNG,
2010). Uma forma de potencializar o uso do inoculante ¢ através da ativacao prévia das
bactérias, possibilitando o rdpido desenvolvimento destas populagdes no inicio do
processo fermentativo (SANTOS et al., 2008).

A inoculagdo de silagens tradicionalmente ocorre a partir da diluicdo em agua de
inoculante com cepas de bactérias laticas liofilizadas. A ativagdo prévia do inoculante em
leite desnatado reconstituido (LDR) antes do processo de ensilagem pode elevar a
disponibilidade de bactérias ativas na massa ensilada, favorecendo-as a competi¢do com
outros microrganismos indesejaveis (SANTOS et al., 2008).

O conhecimento da diversidade microbiana epifitica pode contribuir para a
compreensdo do padrdo fermentativo das silagens, assim como os fenomenos oriundos da
exposi¢do deste material a aerobiose. O uso de inoculantes liofilizados e/ou ativados no
processo de ensilagem pode afetar a composicdo microbiana e redirecionar o padrdo

fermentativo e a estabilidade aerobia das silagens.
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Para se determinar alteragdes na comunidade microbiana, o uso técnicas de
biologia molecular favorece o estudo aprofundado. Para a identificacio de
microrganismos isolados, a analise comparativa da sequéncia de determinados genes de
macromoléculas conservadas, como rRNA, tem sido empregada. Sequéncias de bases
nucleotidicas de Lactobacillus spp., como o DNA ribossomal (rDNA) 16S fornece base
precisa para identificagao e analise filogenética (KERMANSHAHI e PEYMANFAR,
2012).

As sequéncias encontradas sdo comparadas com banco de dados como o
National Center for Biotechnology Information (NCBI), alinhadas usando o algoritmo
BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) para nucleotideos.

Objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito da inoculagdo com Lactobacillus
buchneri liofilizado e ativado em LDR sobre as populacdes de bactérias laticas de

silagens de milho.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor de Forragicultura do Centro de Ciéncias

Agrarias (CCA), Campus II, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Ensilagem do Milho e Tratamentos

O hibrido utilizado neste experimento foi o Ag 1051. O milho foi cultivado na
Fazenda Mata Limpa, localizada no Municipio de Areia, Estado da Paraiba, na
microrregido do Brejo Paraibano, na latitude 6°58°07” S, e longitude 35°44°03” W e
altitude de 627 m. Segundo a classificacdo de Koppen (quente e umido), apresentando
temperaturas médias anuais em torno de 24°C, umidade relativa do ar em torno de 80%,
ocorrendo precipitacao pluvial média de 1.400 mm anuais.

A colheita do milho foi realizada com idade cronolédgica de 97 dias, quando os
graos estavam no estagio leitoso/pastoso. As plantas foram colhidas inteiras de forma
manual, picadas em maquina forrageira estaciondria regulada para cortar a forragem em

particulas de aproximadamente 2 cm e homogeneizada.

100



A forragem fresca foi transportada a Unidade de Forragicultura e foram ensiladas
em silos tubulares de PVC, com 15 cm de didmetro ¢ 40 cm de altura, conforme os
tratamentos: silagem nao tratada (in natura); silagem com inoculante liofilizado (SIL);
silagem com inoculante ativado (SIA).

O inoculante com cepas de Lactobacillus buchneri 1 x 10° ufc/g (Lactobacillus
buchneri CNCM 1 - 4323, Lallemand Animal Nutrition’s) foi aplicado de acordo com as
recomendacdes do fabricante (1 g/ton de forragem). O inoculante liofilizado foi diluido
em 100 ml de dgua destilada e aplicado uniformemente (2 ml/kg de forragem) a partir de
um spray e mistura constante.

O inoculante foi pré-ativado em leite desnatado reconstituido (LDR) a 10%, 24
horas antes da ensilagem, conforme Santos et al. (2008). 10 g de leite em p6 desnatado
foram solubilizados em 100 ml de dgua destilada, adicionando-se 2 g de sacarose como
fonte de energia para o crescimento microbiano. Esterilizou-se em autoclave a 120°C
durante 15 minutos. Efetuou-se a inoculagdo conforme especificagdes do fabricante e
crescimento da cultura em estufa a 25°C.

ApoOs o crescimento, realizou-se a contagem de bactérias lacticas no LDR apos 24
horas e no inoculante apenas dissolvido em agua, através de meio de cultura MRS (De
Man et al., 1960), para Lactobacillus ssp. Observaram-se populagdes de 2,1 x 10% e 4,5 x
10® ufc/mL no meio crescido em LDR e inoculante diluido em 4gua, respectivamente. 10
ml de LDR com Lactobacillus buchneri pré-ativado foi diluido em 90 ml de agua
destilada. Aplicaram-se 2 ml/kg de forragem desta mistura com auxilio de spray
pulverizador.

Misturaram-se homogeneamente os aditivos a forragem para o enchimento dos silos
experimentais. Imediatamente, foi realizada a compactacdo da forragem nos silos,
buscando-se atingir massa especifica de 600 kg/m> de matéria verde. Os silos foram

armazenados durante 1, 3, 7, 14 e 70 dias a temperatura média de 24°C antes da abertura.

Estudos da Composi¢ao Microbiologica

Quantificacdo de populagoes de bactérias laticas
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A contagem de populacdes de bactérias laticas foi realizada de acordo com as
recomendacdes de Gonzalez e Rodrigues (2003), coletando-se 25 g de amostra fresca de
silagens extraidas conforme os periodos de abertura definidos.

Foram adicionados 225 mL solucdo de ringer estéril e processados em
liquidificador por aproximadamente 1 minuto. Retirou-se 1 mL da mistura e se pipetou
com a devida dilui¢do (107 a 10).

O plaqueamento foi realizado em duplicata para cada meio de cultura. As
populacdes foram determinadas pela técnica seletiva de culturas em meio anaerdbio, onde
se utilizou: o meio de cultura Agar MRS (De Man, Rogosa e Sharpe) e incubou-se
durante 48 horas em estufa a temperatura de 37° C.

As placas consideradas susceptiveis a contagem foram aquelas em que houve
valores entre 30 ¢ 300 UFC (unidade formadora de coldnia) em uma placa de Petri.

Consideraram-se entdo as médias das placas da diluigao selecionada.

Técnica de Cultivo de Bactérias Lacticas

Apos a quantificacdo das populagdes de bactérias lacticas por meio da técnica de
pour plate em meio de cultura Agar MRS (De Man, Rogosa ¢ Sharpe), 10 unidades
formadoras de colonias (UFC), de cada tratamento, 70 dias apds a ensilagem, foram
selecionadas aleatoriamente, purificadas e cultivadas em tubo Falcon com 5 mL de caldo
MRS durante 24h a 37°C.

Centrifugou-se as culturas por 10 minutos a 3600 rpm (rotagdo por minuto) para se
obter o sedimento das células. Removeu-se o sobrenadante, adicionou-se 1 mL de
solucdo salina (solugdo Ringer) e homogeneizou-se em vortex. Com auxilio de pipeta,
transferiu-se todo o volume do sedimento para microtubo e centrifugou-se a 6000 rpm
por 3 minutos.

Os microtubos foram armazenados em freezer a -18° C até os procedimentos de

extragdao de DNA.
Extracdao de DNA

A extragdo do DNA dos isolados foi realizada utilizando-se o Wizard Genomic

DNA Purification Kit (Promega). O sedimento foi ressuspendido em 480 uL de EDTA 50
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mM (Acido Etilico Diamino Tetracético) em vortex. Adicionou-se 50 puL de Lisozima
(concentragao de 50 mg/mL) e incubou-se em banho-maria a 37°C durante 60 minutos.
Centrifugou-se por 2 minutos a 12000 RPM e removeu-se o sobrenadante.

Para a lise celular, adicionou-se 600 pL. de Nuclei Lysis Solution e incubou-se a
80°C. Adicionou-se 3 pL da solugdo de RNAse e homogeneizou-se, incubando
posteriormente a 37°C por 60 minutos. Logo apos, precipitou-se as proteinas com a
adicao de 200 puL de Protein Precipitation Solution. Centrifugou-se por 3 minutos a
12.000 RPM e transferiu-se o sobrenadante para um microtubo com 600 pL de
Isopropanol absoluto a temperatura ambiente. Centrifugou-se por 2 minutos a 12.000
RPM e procedeu-se a lavagem do sedimento de DNA com 600 puL de Etanol 70%. Secou-
se o sedimento de DNA a 37°C durante 20 minutos, adicionou-se 40 uL de DNA
Rehydratation Solution e incubou-se a 65°C durante 60 minutos.

Ap6s a extracdo de DNA, seguiram-se os procedimentos de quantificagdo de DNA,
realizados através de equipamento Nanovue (Nanodrop) no Laboratdrio de Biotecnologia
Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.

Em média, as extragdes resultaram numa concentracdo de 1.161,37 ng de DNA,
com 1,9 grau de pureza. Apos a quantificacdo, diluiu-se para a concentracdo de 20 ng de

DNA por pL.

Reacgao de Polimerizagao em Cadeia (PCR)

A amplificacdo do fragmento 16S rDNA dos isolados ocorreu com o Primer
1492R- (TAG G(C/T)A CCT TGT TAC GAC TT) e Primer p027F (GAG AGT TGA
TCC TGG CTC AQG). (Heuer et al., 1997).

A reacao PCR foi realizada em tubos de 0.2 mL contendo 50 pL da mistura de
reacdo: DNA (80 ng); Tampao 5X (Tris-HCI1 0,1 mol/L, pH 8,0, KCI1 0,5 mol/L); MgCl,
1,5 mmol/L, pH 8,0; dNTP mix 0,2 mmol/L (Promega); Taq polimerase 2U (Promega);
primer p027F 0,12 umol/L e 1429R 0,12 umol/L (IDT Sintese Biotecnologia). O volume
da mistura de reacdo foi completado para 50 uL. com agua ultrapura esterilizada.

A PCR foi realizada em termociclador *Prime (Techne) e as condi¢des de reacdes

empregadas na realizacdo da PCR foram: 94°C/5 minutos; 30 ciclos (desnaturagdo:
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94°C/30 segundos; 60°C por 30 segundos); polimerizagcdo: 72°C/2 minutos; extensdo
final: 72°C/5 minutos.

Uma aliquota de 3 pLL do produto de PCR foi misturado em 3 pL da mistura: 1 pL
do GelRed (Biotium) e 2 pL do corante 6X Gel Loading (Promega), e analisada por
eletroforese em gel de agarose (1,2 %) em tampao de Tris Borato-EDTA (TBE 1X).

O gel foi visualizado sob luz ultravioleta e as imagens foram capturadas em sistema
para fotodocumentacao de geis (MBS).

O produto da PCR, um fragmento de aproximadamente 1500 pb, foi enviado a

empresa Macrogen, Korea, para purificagdo e sequenciamento.

Analise das sequéncias dos isolados
As sequéncias dos isolados foram comparadas com aquelas disponiveis no banco
de dados do GenBank, e alinhadas usando o algoritmo BLASTn (Basic Local Alignment
Search Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) para nucleotideos.
As sequéncias do gene 16S rRNA que apresentaram similaridade igual ou maior
que 95% foram consideradas como pertencentes a uma mesma Unidade Taxondomica

Operacional (UTO) (ALTSCHUL et al., 1990).

Delineamento Experimental e Andlises Estatisticas

O ensaio foi desenvolvido em delineamento inteiramente casualizado, com 3
tratamento e 5 repeticdes por tratamento, em cada periodo de abertura (1, 3, 7, 14 ¢ 70
dias). As contagens microbianas foram transformadas em logio. Os dados obtidos foram

agrupados e discutidos através da andlise estatistica descritiva.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Populagoes de Bactérias Laticas das Silagens

Os quantitativos de populacdes de bactérias acido laticas foram estimados nos

diferentes periodos de abertura dos silos (1, 3, 7, 14 e 70 dias). As bactérias lacticas
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apresentaram rapida velocidade de multiplicacdo, atingindo o apice de desenvolvimento
aos 7 dias de processo fermentativo (Figura 1).

As silagens inoculadas com Lactobacillus buchneri pré-ativado tiveram os
maiores valores de populacdes de bactérias laticas até o 14° dia do periodo fermentativo,
atingindo 11,0 log ufc/g forragem no periodo de 7 dias de fermentacdo. Resultado
esperado, uma vez que houve a adicdo de maior nimero de bactérias ativas, facilitando
assim a sua multiplicagdo. Apds o sétimo dia de fermentacdo, o numero de bactérias
laticas reduziu em todas as silagens. Isso pode ser justificado pela dindmica de
crescimento das populacdes de bactérias laticas, que tende a estabilizar-se e reduzir o

numero de microrganismos apds a acidificagdo da massa ensilada.
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Figura 1. Valores médios de crescimento de bactérias acido laticas em silagens de milho in natura e
inoculadas com Lactobacillus buchneri durante diferentes periodos de fermentagao.
SIL = Silagem tratada com inoculante liofilizado; SIA = Silagem tratada com inoculante ativo

Embora tenha apresentado menor crescimento, quando comparada com a
inoculagdo ativa, as populagdes de bactérias laticas das silagens tratadas com inoculante
liofilizado estabilizaram aos 70 dias com populagdes acima de 9,0 log ufc/g forragem.

O processo fermentativo da silagem ¢ complexo e envolve muitas espécies de
bactérias acido laticas e suas interagdes. O uso de inoculantes especificos ¢ indicado para
dominar ou superar o numero de bactérias lacticas epifiticas presentes na forragem, seja
para melhoria do processo fermentativo (OLIVEIRA et al., 2017) ou para aumento da
estabilidade aerdbia das silagens (WEISS et al., 2016). Embora o acréscimo de bactérias

laticas na massa ensilada promova a maior disponibilidade de microrganismos
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especificos, o maior ou menor grau de desenvolvimento destas bactérias dependera das

condi¢des do meio (GIRAFFA et al., 2010). Estima-se que os inoculantes fornecam 10°

ufc/g de forragem (MCDONALD et al., 1991).

Observou-se neste estudo, que a maioria dos isolados (93,34%) era formada por

cepas produtoras de acido latico, da espécie Lactobacillus plantarum (Tabela 1).

Lactobacillus plantarum sdo bactérias frequentemente encontradas em silagens.

Consideradas heterofermentativas facultativas (SANTOS et al., 2013), sdo capazes de

produzir D-L- 4cido latico (racémico).

Tabela 1. Identificagdo molecular de amostras de bactérias do género Lactobacillus isoladas

Amostra

Espécie

Percentual de
Identificacdo
(%)

Acesso
Gen Bank

Silagem sem aditivo

Silagem sem aditivo

Silagem sem aditivo

Silagem sem aditivo

Silagem sem aditivo

Silagem sem aditivo

Silagem sem aditivo

Silagem sem aditivo

Silagem sem aditivo

Silagem sem aditivo

Silagem Inoculante liofilizado
Silagem Inoculante liofilizado
Silagem Inoculante liofilizado
Silagem Inoculante liofilizado
Silagem Inoculante liofilizado
Silagem Inoculante liofilizado
Silagem Inoculante liofilizado
Silagem Inoculante liofilizado
Silagem Inoculante liofilizado
Silagem Inoculante liofilizado
Silagem Inoculante Pré-ativado
Silagem Inoculante Pré-ativado
Silagem Inoculante Pré-ativado
Silagem Inoculante Pré-ativado
Silagem Inoculante Pré-ativado
Silagem Inoculante Pré-ativado
Silagem Inoculante Pré-ativado
Silagem Inoculante Pré-ativado
Silagem Inoculante Pré-ativado
Silagem Inoculante Pré-ativado

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus paraplantarum

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus paraplantarum

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum

96
99
98
97
94
99
98
96
99
98
98
96
99
96
97
97
94
96
96
96
95
96
97
96
98
97
95
98
95
96

NR 042394.1
NR 042394.1
NR 042394.1
NR 042394.1
NR 117813.1
NR 117813.1
NR 117813.1
NR 117813.1
NR 117813.1
NR 117813.1
NR 104573.1
NR 117813.1
NR 117813.1
NR 117813.1
NR 117813.1
NR 117813.1
NR 117813.1
NR 042394.1
NR 117813.1
NR 117813.1
NR 025447.1
NR 117813.1
NR 117813.1
NR 117813.1
NR 117813.1
NR 025447.1
NR 104573.1
NR 117813.1
NR 042394.1
NR 117813.1

A elevada frequéncia de L. plantarum nas silagens de milho promove efetiva

fermentagao do acido latico, reduzindo rapidamente o pH do massa ensilada e impedindo
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o desenvolvimento de microrganismos deletérios a silagem, como clostridios e
enterobactérias. Além da diminuicdo do pH a partir da producao de acido latico, L.
plantarum também inibe o crescimento de fungos filamentosos através da producao de
atividade antifungica (ARASU et al., 2013).

Foram identificadas neste estudo, cepas de Lactobacillus paraplantarum (6,6%
dos isolados) nos isolados de silagens de milho inoculadas com bactérias pré-ativadas em
LDR. Zhang et al. (2017) observaram a presenca e predominancia de L. paraplantarum
nas populagdes de bactérias acido laticas em silagens de milho com alta umidade.

Lactobacillus paraplantarum é uma espécie de bactéria latica heterofermentativa
facultativa com semelhancas fenotipicas a bactéria L. plantarum. Cresce lentamente a
15°C e rapidamente na faixa de temperatura de 30 a 37°C, ndo sendo detectado
crescimento a 45°C. Desenvolvem-se bem na faixa de pH 5,0 a 7,0, possuindo
crescimento deficiente a partir de pH 4,0 (CURK et al, 1996).

Wang et al. (2017), ao caracterizar isolados de bactérias laticas e seus efeitos na
fermentagdo de silagens, verificaram crescimento de L. paraplantarum limitado até
temperatura de 10°C e pH 3,0. De acordo com os autores, o crescimento de cepas de L.
paraplantarum em ambientes de baixo pH e temperatura comprovam a natureza
resistente e tolerante a acidez desta espécie.

As cepas de L. plantarum produzem bacteriocina classe II. A bacteriocina ¢ um
tipo de peptideo ribossomal antimicrobiano sintetizado por bactérias, capaz de matar ou
inibir outras estirpes bacterianas. As bacteriocinas de classe II consistem em duas
moléculas peptidicas diferentes que requerem quantidades iguais de cada peptideo para
exercer atividade microbiana. L. paraplantarum pode inibir o crescimento de espécies de
bactérias indesejaveis, como Enterobactérias (LIU e LI, 2016).

O sequenciamento do fragmento 16S rDNA produzido pela reacdo da cadeia da
polimerase usando os Primers 1492R e p027F revelou que os isolados estavam
intimamente relacionados com o Lactobacillus plantarum. Os produtos de PCR foram

visualizados por eletroforese em gel de agarose (Figura 2).
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11 12 13 14 15 16 17

Figura 2. Produtos de amplificacdo de PCR para lactobacilos. Linhal. Marcador molecular (100bp DNA
Ladder); Linha 2. Branco; Linhas 3 a 17 — Lactobacillus plantarum.

Nao foram identificadas bactérias da espécie Lactobacillus buchneri nos
isolados selecionados a partir das silagens de milho inoculadas. Possivelmente, devido a
maior expressividade nas silagens de milho, L. plantarum dominou a fermentagcdo no
periodo fermentativo.

Bactérias heterofermentativas obrigatérias, como Lactobacillus buchneri
apresentam atividade sobre o perfil fermentativo e estabilidade aerobia das silagens,
entretanto, possui crescimento lento, sendo verificados seus efeitos a partir de 45 a 60
dias (OUDE ELFERINK et al., 2001; SCHMIDT et al., 2009).

O lento desenvolvimento deste microrganismo se deve ao metabolismo de
conversdo de acido latico a acido acético em meio de pH acido. Como as bactérias
lacticas homofermentativas multiplicam-se de forma acelerada, diminuindo o pH da
massa ensilada rapidamente devido a maior producdo de acido latico, as bactérias L.
buchneri limitam o crescimento e ativam o metabolismo de degradacdo de acido latico,

como estratégia de manutengdo da viabilidade celular (OUDE ELFERINK et al., 2001).
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5. CONCLUSOES

A aplicagdo de inoculante liofilizado e ativado na massa ensilada promoveu
aumento consideravel das populacdes de bactérias acido laticas nas silagens de milho,

durante todo o periodo fermentativo, quando comparadas com as silagens sem aditivo.

Nao houve identificacdo de bactérias laticas da espécie Lactobacillus buchneri
dentre os isolados capturados nas silagens de milho, mesmo aquelas tratadas com

inoculante liofilizado e pré-ativados em leite desnatado reconstituido.
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CONSIDERACOES FINAIS

A planta de milho ¢ uma forrageira com elevado indice de ensilabilidade devido
as suas caracteristicas fermentativas, como adequado teor de matéria seca na fase de
corte, concentragdo de carboidratos soluveis suficientes para a produgdo de acido latico e
consequente acidificagdo da massa ensilada, baixa capacidade tamponante e quantitativo
de populagdes de bactérias laticas adequado. Entretanto, o alto conteudo de carboidratos
residuais no produto final predispde a silagem de milho a baixa estabilidade aerobia, o
que pode acentuar as perdas ap6s a abertura dos silos.

O uso de aditivos como a ureia e inoculantes a base de cepas heterofermentativas
constitui tentativa de dirimir as perdas fermentativas, elevar o valor nutritivo ¢ a
estabilidade aerdbia das silagens de milho.

A aplicacdo de ureia na ensilagem de milho promoveu melhorias no padrao
fermentativo e composi¢ao bromatologica (com aumento do teor proteico e redugdo da
fracdo fibrosa) das silagens de milho, indicando-se a aplica¢do de 1,0 a 1,5% de ureia
(com base na matéria seca). Além disso, o uso de ureia elevou a estabilidade aerébia das
silagens de milho.

A inoculacdo da forragem de milho com cepas de Lactobacillus buchneri
liofilizadas ou pré-ativadas em leite desnatado reconstituido (LDR) isoladamente nao
apresentaram alteragdes expressivas na estimativa de perdas fermentativas, composicao
bromatoldgica, afetando o padrdo fermentativo e a estabilidade aerdbia das silagens.
Entretanto, quando se inocularam as cepas de bactérias heterofermentativas liofilizadas
ou pré-ativadas em conjunto com 1% de ureia, obtiveram-se resultados benéficos a
composi¢do bromatologica, reducdo de perdas fermentativas, melhorias do processo
fermentativo e aumento da estabilidade aerobia das silagens de milho.

A identificacdo de bactérias laticas isoladas ndo indicou a predominancia de

Lactobacillus buchneri nas silagens de milho ap6s 70 dias de processo fermentativo.
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