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Silagens de milho inoculadas microbiologicamente em diferentes estadios de
maturidade: perdas fermentativas, composicdo bromatologica e digestibilidade in vitro

Corn silage inoculated with lactic acid bacteria in different maturity stages: fermentative losses,
chemical composition and in vitro digestibility
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RESUMO

Objetivou-se com este estudo avaliar as perdas
fermentativas, composicéo bromatoldgica e digestibilidade in vitro
da matéria organica de silagens de milho produzidas em diferentes
estadios de maturidade, inoculadas microbiologicamente.
Aplicaram-se dois inoculantes comerciais nas silagens produzidas
nos estadios SLL, 1/3 LL, 1/2 LL, 2/3 LL e CN, permanecendo ainda
um tratamento sem inoculacdo (silagem controle), configurando
um esquema fatorial 3x5. A inoculagdo com BAL resultou em
menores perdas fermentativas (P=0,0348), ao passo que silagens
produzidas com plantas mais secas também apresentam menores
perdas de MS (P<0,01). A inoculagdo das silagens resultou
em maiores concentracdes de PB nas silagens produzidas nos
estadios SLL, 2/3 LL e CN (P=0,0033). O uso do inoculante Maize
All® resultou em menor concentragdo de FDN (P=0,0140) no
estadio CN e acréscimo dos coeficientes de DIVMO quando as
plantas foram colhidas com 2/3 LL e CN (P=0,0006). As perdas
fermentativas diminuem devido a utilizacdo dos inoculantes
bacterianos e também em silagens produzidas com plantas mais
secas. A aplicacdo de bactérias acido-laticas (inoculante Maize
All®) em silagens de milho produzidas com plantas em estadio
de maturidade mais avancado melhora a composicdo quimica e
digestibilidade in vitro.

Palavras-chave: Lactobacillus plantarum, Pediococcus spp.,
linha de leite.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the fermentative
losses, chemical composition and in vitro organic matter
digestibility of corn silages produced in different maturity stages
microbiologically inoculated. Two commercial inoculants were
applied in the silages produced in stages SLL, 1/3 LL, 1/2 LL,
2/3 LL and CN, remaining an uninoculated treatment (control

Arthur Carvalho"

silage), illustrating a factorial scheme 3 x 5. The lactic acid
bacteria (LAB) inoculation resulted in lower fermentative losses
(P=0.0348), whereas silages produced with dried plants present
lower DM losses (P<0.01). Because of inoculant application,
there was higher concentrations of CP in the silages produced in
stages SLL, 2/3 LL and CN (P=0.0033) and concentration lower of
NDF (P=0.0140) in CN stage because of the Maize All® inoculant.
This inoculant provided increase in the IVOMD coefficients when
the plants were harvested with 2/3 LL and CN (P= 0.0006).
Fermentative losses decreased because of the use of microbial
inoculants, and this fact it is also observed in silages produced
with dried plants. Application of lactic acid bacteria (Maize All®
inoculant) in corn silages produced with plants harvested in more
advanced stages of maturity improve the chemical composition and
in vitro digestibility.
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INTRODUCAO

O milho apresenta  caracteristicas
desejaveis ao processo de ensilagem, devido a grande
produgao de matéria seca (MS) por hectare, associado
ao adequado conteudo de nutrientes para promover
boa fermentagdo dentro do silo (MCDONALD et al.,
1991). Todavia, nem sempre os resultados obtidos
estdo de acordo com as expectativas dos produtores,
por negligéncias cometidas durante a ensilagem,
sendo necessario adotar estratégias que visem a
melhorar o processo de fermentagdo e assegurar o
maior valor nutritivo das silagens produzidas, além
de reduzir as perdas durante a fermentagao.
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Nesse sentido, a  utilizagdo de
inoculantes  contendo  bactérias  acido-laticas
(BAL) homofermentativas, como Enterococcus
faecium, e espécies de Pediococcus, além de BAL
heterofermentativas  facultativas  (Lactobacillus
plantarum) (HOLZER et al., 2003), tém por intuito
aumentar a populagdo destes microrganismos no silo.
A expectativa € que esses microrganismos dominem o
processo fermentativo e preservem maior quantidade
de nutrientes nas silagens, devido a rapida produgao
de acido lactico e, consequente queda do pH (FILYA,
2003), implicando em maiores coeficientes de
digestibilidade in vitro, além de reduzir perdas de
MS ocorridas nesta fase. Dessa forma, a atuagdo
de alguns microrganismos indesejaveis ao processo
de conservacdo sio inibidos, como as leveduras,
que metabolizam os agucares a etanol e CO,, ¢ as
bactérias do género Clostridium, responsaveis pelo
aumento da protedlise (MCDONALD et al., 1991).

Outra estratégia interessante consiste
na colheita do milho em diferentes estadios de
maturidade fisiolégica da planta, cujo efeito ¢
determinante na qualidade do material ensilado. Em
decorréncia do desenvolvimento fenolégico, os teores
de MS e fibra aumentam e as perdas de MS diminuem
(VILELA et al., 2008), embora, em alguns casos,
o teor de fibra pode ser reduzido, devido a maior
participagdo de graos na massa ensilada. Contudo,
o efeito associativo entre estddio de maturidade e
aplicacdo de inoculantes microbianos tem sido pouco
estudado no meio cientifico (HU et al., 2009).

Portanto, buscou-se investigar, neste
estudo, as perdas fermentativas, composi¢cdo
bromatoldgica e digestibilidade in vitro da matéria
organica de silagens produzidas em diferentes estadios
de maturidade, inoculadas microbiologicamente.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido na Universidade
José do Rosario Vellano/UNIFENAS, Alfenas - MG.
Foi avaliado o hibrido comercial BM3061, semeado
a Scm de profundidade, utilizando-se 10 sementes/m
linear em espacamento de 80 cm entre linhas. Na
adubacdo, utilizou-se o formulado NPK 10-20-10 na
quantidade de 400kg por hectare. Decorridos 20 dias
do plantio, realizou-se o desbaste, deixando 5 plantas
por metro linear (20 plantas por linha), obtendo-se
um estande médio de 62.500 plantas ha''.

Realizou-se a colheita do milho nos
seguintes estadios de maturidade: grdos sem linha
de leite (SLL); 1/3 de linha de leite (LL); 1/2 LL;
2/3 LL; camada negra - CN (Tabela 1). As plantas
foram cortadas manualmente a 10cm da superficie
do solo e desintegradas em picadeira estacionaria
(particulas com tamanho médio de 2,0cm) apds
estabelecimento do ponto ideal de colheita (analise
visual do avango da LL nos griios). Em seguida,
aplicaram-se os inoculantes (dosados de acordo com
as recomendacdes dos fabricantes) na forragem com
borrifador, utilizando agua destilada. Utilizaram-se
dois inoculantes: Silobac® — contém L. plantarum

Tabela 1 - Caracteristicas agronémicas e composi¢do bromatologica das plantas de milho no momento da ensilagem, nos cinco estadios de

maturidade avaliados.

Estadio de maturidade

Item”
SLL 1/3LL 12LL 2/3LL CN
Caracteristicas agrondmicas
Corte (dias) 114 121 126 133 140
Espigas (kg t")' - 321,0 310,2 342,9 3343
Grios (kg t")! - 182,1 215.4 220,5 2353
Composi¢io bromatolégica (g kg de MS)?

MS (g kg de MV) 259,1 2953 315,6 338,8 384,2
MO 956,8 958,4 959,1 956,7 956,1
Cinzas 431 41,5 40,8 432 43,8
PB 67,2 63,1 67,4 66,2 65,1
FDN 645,0 621,8 607,3 586,0 600,9
FDA 305,9 281,4 277,6 303,2 305,4
Lignina 62,4 62,9 60,8 69,4 59,1

"SLL = sem linha de leite; LL = linha de leite; CN = camada negra.

'Participagdo de espigas e grios em relagio a planta inteira.

*MS = matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido.
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e P. pentosaceus (2,5 x 10" unidades formadoras
de colonia por grama de produto (UFC g')); Maize
All® — contém E. faecium e L. plantarum (1,0 x
10! UFC g! de produto), P. acidilactici (1,0 x 10°
UFC g' de produto), enzimas amiloliticas (1,5%),
celuloliticas (1,5%) e proteoliticas (2,0%). Parte da
forragem ensilada permaneceu sem a aplicacdo de
inoculantes (silagem controle). Esse processo foi
repetido nos cinco estadios de maturidade estudados.
Silos experimentais de tubos PVC (capacidade de
4L), providos de valvula tipo Bunsen e 0,5kg de
areia (determinar perdas por efluente) foram usados
em cada tratamento. As perdas de MS (PMS) foram
calculadas de acordo com JOBIM et al. (2007).

Apds 55 dias da ensilagem, os silos foram
abertos para leitura do pH e determinacdo dos teores
de MS, cinzas, matéria organica (MO) e nitrogénio
total (NT) (AOAC, 1996), em que a proteina bruta
(PB) foi obtida pelo produto entre o NT e o fator
6,25. Determinaram-se ainda os teores de fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido
(FDA) (VAN SOEST et al., 1991), lignina (VAN
SOEST & ROBERTSON, 1985) e carboidratos totais
(CHOT) (SNIFFEN et al., 1992).

Uma subamostra das silagens produzidas
(secas em estufa de circulagdo forgada a 55°C e
moida em peneira com crivos de 1mm) foi destinada
ao ensaio in vitro de produgdo de gas por 72 horas
(MAURICIO et al, 1999) para determinar os
coeficientes de digestibilidade in vitro da matéria
organica (DIVMO) (MENKE et al., 1979):

DIVMO (g/g de MO) = 14,88 + ((0,889
* gas24) + (0,045 * PB) + (0,065 * CZ)) em que:
DIVMO = coeficientes de digestibilidade in vitro da

matéria organica; gas24 = produgéo de gas in vitro em
24 horas (ml 0,2 g! de MS); PB = proteina bruta (g
kg' de MS); CZ = cinzas (g kg' de MS).

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x5,
com quatro repeti¢cdes por tratamento. Os resultados
obtidos foram submetidos a analise de variancia,
utilizando-se o software SISVAR®, e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott, adotando-se
uma significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Silagens produzidas com 1/3 e 2/3 LL
apresentaram maior massa especifica (P=0,0010),
enquanto o menor valor foi obtido com a ensilagem
de plantas no estadio CN. A silagem produzida no
estadio SLL apresentou menor pH (P=0,0010) devido
a maior atividade de agua (Tabela 2). Silagens com
maior teor de MS tendem a estabilizar o processo
fermentativo em pH mais elevado, pois ha menor
produgdo de acidos em fun¢do do aumento na pressao
osmotica (MCDONALD et al., 1991).

Reduziram-se as PMS com a aplicagdo
dos inoculantes Silobac® e Maize All® (P=0,0348)
(Tabela 2). As BAL presentes nesses inoculantes sao
homolaticas (produzem acido latico como produto
final da fermentagdo) e reduzem rapidamente o pH
das silagens, evitando a atuagdo de microrganismos
indesejaveis durante o processo de fermentacao. Além
disso, as BAL homofermentativas fermentam glicose
e convertem cada molécula desse aguicar em duas
de acido latico, possibilitando recuperagdo tedrica
de 100% e 99,0% de MS e energia, respectivamente
(KUNG et al., 2003).

Tabela 2 - Massa especifica, valores de pH, perdas fermentativas (%) e composigdo bromatologica (g kg de MS) de silagens de milho

produzidas em diferentes estadios de maturidade fisioldgica e inoculadas com BAL.

Item” ME? pH Gés PMS MS FDA Lignina
Inoculante

Controle 573% 3,97 0,03* 7,95 302,3° 294,8° 52,2¢
Silobac 583° 3,94° 0,03 6,17 301,1° 304,6° 50,3
Maize All 577 3,93 0,02 6,20 305,1° 276,6° 53,7
Estadio de maturidade

SLL 570° 3,81° 0,02° 8,96 240,1° 310,6° 49,0°
1/3LL 606" 3,92¢ 0,05 8,17 275,5¢ 268,9° 47,6
1/2LL 577° 3,98° 0,03° 7,56 294,9° 310,0° 58,5
2/3LL 594° 3,97 0,02° 486 325,4° 289,6° 52,0°
CN 541° 4,05° 0,02° 431° 378,3° 280,9° 53,3
CV (%) 6,27 3,36 59,12 35,46 4,95 9,46 18,36

"SLL = sem linha de leite; LL = linha de leite; CN = camada negra.
'Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (a=0,05).
*ME = massa especifica (kg de massa verde/m’); PMS = perdas de matéria seca; MS = matéria seca; FDA = fibra em detergente 4cido.
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Silagens produzidas nos estadios 2/3 LL
e CN apresentaram menores PMS totais, devido a
menor produgdo de efluente (P<0,01), decorrente do
acréscimo no teor de MS (P<0,01) nestes estadios
(Tabelas 2 e 3). As silagens produzidas nos estadios 1/2
LL, 2/3 LL e CN estiveram dentro ou proximas a faixa
de MS ideal (300 a 370g kg' de massa verde) para
que ocorresse adequado processo fermentativo e, com
isso, diminuissem as PMS e valor nutritivo, devido
ao rompimento da membrana das células (efeito da
compactagao) e vazamento do conteudo celular.

Desdobrando-se a  interagdo  entre
inoculacdo e estddio de maturidade (P<0,01),
constatou-se que as silagens produzidas nos estadios
SLL e 1/3 LL apresentaram menores concentragdes
de MO, devido a aplicagdo dos inoculantes Silobac®
e Maize All® (Tabela 3), o que pode representar
maior atividade dos microrganismos contidos

nestes inoculantes durante o processo fermentativo.
O L. plantarum e espécies de Pediococcus atuam
em uma faixa de pH mais baixa do que os demais
microrganismos presentes na massa ensilada
(WOOLFORD, 1984), utilizando compostos soluveis
(principalmente aguicares) como substratos para seu
desenvolvimento, implicando maior producdo de
acido latico (FILYA, 2003).

A inoculagdo das silagens produzidas nos
estadios SLL, 2/3 LL e CN resultou em maiores
concentragdoes de PB (interagdo entre os fatores de
estudo (P=0,0033), tabela 3). Estes resultados sdo
interessantes, pois permitem inferir que os inoculantes
foram eficientes em controlar a populacdo de
microrganismos indesejaveis que causam a proteolise
durante a fermentagdo, principalmente bactérias do
género Clostridium.

Tabela 3 - Desdobramento da interagio entre silagens de milho produzidas em diferentes estadios de maturidade fisiologica e inoculagdo com BAL.

Estadio de maturidade”

Silagem' CV (%)
SLL 1/3LL 12 LL 2/3LL CN
Perdas por efluente (kg/t de massa verde)
Controle 28,724 19,884 10,08"° 6,417 1,74%°
Silobac 35,434 21,874° 6,724¢ 2,004¢ 1,474¢
Maize All 14,255 25,2842 18,121 1,68 1,707 66,32
Cinzas (g kg de MS)
Controle 43,6% 39,280 44,0% 37,210 4537
Silobac 55,14 40,95 47,04° 40,6"¢ 36,35
Maize All 42,45 46,8 39,6 35,340 40,45 9,81
Matéria organica (g kg™ de MS)
Controle 956,34° 960,74 955,94 962,74 954,65
Silobac 944,85¢ 959,14 952,940 959,34 963,74
Maize All 957,54 953,15 960,4"* 964,6"° 959,54 0,43
Proteina bruta (g kg de MS)
Controle 55,580 61,6™ 69,7 52,980 59,280
Silobac 62,44 64,54 65,84 72,04 67,54
Maize All 67,1 65,2"° 61,3 66,5 75,34 9,66
Carboidratos totais (g kg de MS)
Controle 872,24 865,14° 856,20 880,8" 866,3°
Silobac 859,24 862,54 863,34 855,45 863,94 1,00
Maize All 861,24 861,0 867,14 870,0% 854,74
Fibra em detergente neutro (g kg™ de MS)
Controle 526,54 559,04 556,15 532,35 546,74
Silobac 533,6%° 522,74° 591,84 607,54 550,34°
Maize All 531,24 538,01° 532,45 581,6" 491,55 5,91
Digestibilidade in vitro da matéria organica (g g"' de MO)
Controle 0,7194° 0,782 0,7314° 0,653% 0,6435
Silobac 0,726%° 0,645 0,666 0,7824 0,664
Maize All 0,706"° 0,721 0,699° 0,769 0,747 4,55

*SLL = sem linha de leite; LL = linha de leite; CN = camada negra.

'Médias seguidas de mesma letra maitiscula (dentro de colunas) e mintiscula (dentro de linhas) ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott

(0=0,05)
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A silagem inoculada com Silobac® no
estadio 2/3 LL apresentou menor valor de CHOT
(P=0,0124), nao havendo efeito dos inoculantes
nos demais estadios de maturidade (Tabela 3). Com
relacdo a concentragdo de FDN, de maneira geral,
verificou-se acréscimo em todas as silagens até¢ o
estadio 2/3 LL (P=0,0140), havendo uma redugao
no estadio CN, devido a maior participagdo de
graos na massa ensilada (Tabela 1). Com o avango
na maturidade fisioldgica das plantas, ha alteracdes
morfologicas importantes, como diminuicdo da
porcao citoplasmatica da célula (proteinas, lipideos,
carboidratos soluveis e minerais soliiveis) e aumento
da parede celular (SULLIVAN, 1973).

Comparando-se os valores de FDN entre
plantas e silagens, em todos os estadios de maturidade
avaliados neste trabalho, percebem-se menores teores
apos o processo de ensilagem. Isso poderia sugerir
que a silagem apresenta melhor valor nutritivo em
relacdo a planta que lhe deu origem, entretanto,
nao ¢ o que acontece, pois o FDN “residual” da
silagem, embora seja menor do que a planta ¢ de pior
qualidade, pois apresenta maior lignificagdo e menor
conteudo de componentes potencialmente digestiveis
(MCDONALD et al., 1991). Portanto, o processo
de conservacao nao confere melhor valor nutritivo a
silagem em relacdo a planta (VAN SOEST, 1994).

A aplicagdo do inoculante Maize All®
implicou a queda de FDA (P=0,0088), o que esta
relacionado a presenca da enzima celulase neste
produto, a qual age sobre a celulose contida na
parede celular, rompendo as ligagdes do tipo  1-4
glicosidicas (BEAUCHEMIN et al., 2003), liberando
agucares. Dessa forma, o inoculante mostrou-
se eficiente no intuito de reduzir a fragdo fibrosa,
podendo ocorrer maior fermentacdo da massa
ensilada devido a liberacdo de agucares adicionais,
uma vez que as BAL ndo degradam componentes
da parede celular ou qualquer outro componente que
limite a digestibilidade (MUCK, 1993).

Do mesmo modo, silagens produzidas nos
estadios 1/3 LL, 2/3 LL e CN apresentaram menor
concentragdo de FDA (P=0,0015) (Tabela 2), o que
estd de acordo com os resultados encontrados por ST-
PIERRE et al. (1983) em silagem de milho colhida
em diferentes estddios de maturidade.

No entanto, a concentragdo de lignina
nao foi alterada (P>0,05), o que estd de acordo
com os resultados obtidos por SILVA et al. (2005).
A lignina presente na parede celular da forragem
estd negativamente associada com a digestdo da
fibra, devido ao arranjo estrutural e tipo de ligagdes
covalentes com a hemicelulose, o que torna esta

fracdo responsavel pela reducdo na qualidade da
planta (MOORE & JUNG, 2001).

Em razao dos diferentes teores de umidade
da massa ensilada, constatou-se que a populagdo
de BAL, adicionada por meio de inoculantes, pode
se comportar de maneira diferente por causa da
disponibilidade de substratos para fermentacdo e
possivelmente pela atividade de dgua. Dessa forma,
espera-se que a populacdo de BAL possa dominar
o processo de fermentagdo e assegurar melhores
caracteristicas das silagens produzidas.

Nesse sentido, encontraram-se maiores
coeficientes de DIVMO (P=0,0006) quando as
silagens sem inoculantes (controle) foram produzidas
nos estadios SLL, 1/3 LL e 1/2 LL (Tabela 3). Em
estudos de digestibilidade in vitro, é esperado que os
coeficientes diminuam em estadios de maturidade
mais avancados, devido a maior lignificacdo das
plantas (RUSSELL et al., 1992).

A aplicagdo do inoculante Maize All®
nos estadios 2/3 LL e CN proporcionou maiores
coeficientes de DIVMO, pois este inoculante contém
enzimas amiloliticas, assim como a celulase, que
atuam sobre o amido e celulose, respectivamente,
e auxiliam na degradagdo destas fragdes durante o
processo digestivo. Outro ponto interessante esta
relacionado a sobrevivéncia de BAL em condigdes in
vitro (WEINBERG et al., 2003), em que estas podem
promover maiores coeficientes de digestibilidade do
alimento, em virtude de uma possivel manipulagdo
no perfil de microrganismos presentes no rimen e/ou
maior preservacao de nutrientes durante o processo
fermentativo.

O efeito da aplicacdo de inoculantes
microbianos sobre a digestibilidade da MS foi
retratado por MUCK & KUNG (1997), em que os
autores sumarizaram resultados de 82 experimentos
e demonstraram que, em aproximadamente 30% dos
casos, houve uma resposta positiva dos inoculantes
sobre esta variavel.

CONCLUSAO

Silagens de milho inoculadas com
bactérias acido-laticas apresentam menores perdas de
matéria seca durante o processo de fermentacdo. Do
mesmo modo, ha menores perdas fermentativas em
silagens produzidas com plantas mais secas (estadios
2/3 LL e CN). A aplicagdo de bactérias acido-laticas
(especialmente o inoculante Maize All®), em silagens
de milho produzidas com plantas em estadio de
maturidade mais avangado, melhora a composi¢@o
bromatoldgica e digestibilidade in vitro.
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