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RESUMO - Avaliaram-se os efeitos da fermentacao
de estirpes de Streptococcus bovis (HC5 e JB1) e
de periodos de fermentagao (dias apos ensilagem)
sobre o pH, a produgdo de amdnia e o desenvolvi-
mento de bactérias lacticas (BAL) e enterobacté-
rias (ENT) em silagens de Panicum maximum cv.
Mombaga. O delineamento experimental foi o intei-
ramente casualizado, arranjado em um esquema
fatorial 3 x 5 (controle e dois inoculantes e cinco
periodos de fermentagéo), com trés repeticdes. Os
valores de NH, aumentaram ao longo do periodo de
fermentagéo, enquanto pH diminuiu para todos os
tratamentos, sendo que no ultimo periodo de aber-
tura as concentragtes de NH, foram 10,69, 9,54 e
8,93 mg/dI, e os valores de o pH foram 4,46, 4,27 e
4,28, para os tratamentos controle, inoculado com
HCS5 e inoculado com JB1, respectivamente. O va-
lor maximo de BAL na auséncia de inoculante foi
observado no sétimo dia de fermentagao (8,85 log
UFC/g). As silagens inoculadas apresentaram va-
lores maximos de BAL no décimo quarto dia, com
valores de 9,11 e 9,41 log UFC/g, para HC5 e JB1,
respectivamente. Os valores de ENT, aos 28 dias
de fermentacéo, foram 4,29, 3,60 e 3,57 log UFC/g
para as silagens controle, e inoculadas com HC5 e
JB1, respectivamente. A inoculagao aumentou, ain-
da, os teores de matéria seca e de proteina bruta
das silagens, ao final do periodo de fermentagéo.
A inoculagdo com Streptococcus bovis HC5 e JB1
reduz o pH e diminui a concentragdo de amdnia,
além de favorecer o desenvolvimento de bactérias
lacticas, em detrimento das enterobactérias, me-
Ihorando o valor nutricional de silagens de capim-
mombacga.

Palavras-chave: acido lactico; fermentagéo; inocu-
lante; microrganismos.

ABSTRACT - The objective of this work was to
evaluate the effects of the inoculation of two
strains of Streptococcus bovis (HC5 e JB1) and of
the fermentation period of silos on pH, ammonia
production and development of lactic bacteria (LAB)
and enterobacter (ENT) in Panicum maximum cv.
Mombaca silage. The experimental design was
completely randomized, assigned in factorial
outline 3 x 5 (control and two inoculants and five
opening periods), with tree replicates. There was
effect of inoculants, fermentation period and two
effects interaction, for all analyzed parameters. The
ammonia values increased during fermentation
period, while pH decreased, both control and
inoculated silage, and in the last opening period the
ammonia concentration were 10,69, 9,54 and 8,93
mg/dl and pH values were 4,46, 4,27 and 4,28, to
the control, inoculated with HC5 and inoculated with
JB1 treatment, respectively. The maximum value of
BAL to control treatment was observed at seventh
fermentation day (8,85 log UFC/g). The inoculated
treatments displayed maximum values at fourteenth
day with values 9,11 and 9,41 log UFC/g, to HC5
and JB1, respectively. The inoculation increased
dry matter and crude protein content of silages. The
inoculation with Streptococcus bovis HC5 and JB1
reduces the pH values and decreased the ammonia
concentration, beyond favoring development of lactic
bacteria, in detriment of enterobacter, improving
nutritional value of mombaga-grass silage.

Key-words: fermentation; inoculant; lactic acid;
microorganisms.
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INTRODUGAO

O Streptococcus bovis € uma bactéria lactica
isolada de rumen, com caracteristicas que a possi-
bilitam ser utilizada como inoculante para silagem.
A principal caracteristica diz respeito a velocidade
especifica de crescimento desta espécie, 30% supe-
rior ao das espécies de bactérias lacticas utilizadas
como inoculante para silagem, o que sugere que
a mesma pode atuar como cultura iniciadora do
processo fermentativo (starter), promovendo rapida
queda do pH das silagens (JONES et al., 1991). A
aceleracao da queda do pH pode favorecer o cres-
cimento das bactérias lacticas, em detrimento das
enterobactérias, condicao necessaria para que o
processo fermentativo ocorra com minimas perdas
e fermentacao indesejavel.

Algumas linhagens de Streptococcus bovis
também produzem bacteriocinas, que podem inibir
o crescimento de microorganismos patégenos.
MANTOVANI et al. (2002) verificaram que uma es-
tirpe de Strepfococcus bovis, denominada de HC5,
produz uma bacteriocina (bovicina HC5) que inibe
uma ampla variedade de microrganismos, incluin-
do bactérias do género Clostridium, indesejaveis
no processo de silagem por serem proteoliticos e
produzirem amoénia. Desta forma, espera-se que a
inoculagao com Streptococcus bovis reduza a pro-
ducao de amobnia na silagem.

Segundo MUCK (1996) o efeito esperado da
inoculagdo microbiana é a diminuigdo das perdas
de nutrientes. Entretanto, o processo fermentativo
promove solubilizagao da hemicelulose, diminuindo
a fragéo de fibra em detergente neutro da silagem,
além de aumentar a digestibilidade da matéria seca,
devido a abertura promovida na parede celular das
plantas. Outro efeito esperado é a reducido nas
perdas do conteudo protéico da silagem, como
conseqliéncia da inibicdo da protedlise promovida
por bactérias do género Clostridium e por entero-
bactérias.

Com base no exposto, objetivou-se avaliar os
efeitos da inoculagcido de duas estirpes de Strepto-
coccus bovis (HC5 e JB1) sobre o desenvolvimento
de bactérias lacticas e enterobactérias, o pH, a pro-
ducdo de ambnia e a composi¢do bromatolégica de
silagens de capim-mombacga.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor de Agrosto-
logia do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vigosa. Utilizou-se uma pastagem ja im-
plantada de capim-mombaca (Panicum maximum).
Apds um corte de uniformizagéo, adubou-se o pasto

com 50 kg/ha de nitrogénio e K,O e, 60 dias ap0s,
efetuou-se o corte para ensilagem. Ambos os cortes
foram efetuados a 10 cm do solo. Para ensilagem,
foram utilizados minissilos de polietileno com volume
de 500 ml, 10 cm de didmetro e 30 cm de altura,
dotados de valvula tipo bunsen, para escape dos
gases.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, arranjado em um esquema fatorial 3
x 5 (controle e dois inoculantes e cinco periodos
de abertura de minissilos), com trés repetigdes por
tratamento, totalizando 45 unidades experimentais.
Os tratamentos consistiram do controle, inoculado
com Streptococcus bovis HC5 e inoculado com
Streptococcus bovis JB1, combinados com os pe-
riodos de fermentacédo 0, 1, 7, 14 e 28 dias apods a
ensilagem.

Para a inoculacao, as culturas foram ativadas no
dia anterior a ensilagem, em meio MRS (De Man,
Rogosa and Sharpe) e, como a contagem em placa
havia acusado valores de 10° unidades formadoras
de coldnia (UFC) por ml de meio, 10 ml deste meio
foi diluido 100 vezes, obtendo-se uma concentragao
de 10" UFC/ml. Um total de 100 ml deste meio foi
aplicado em 10 kg de forragem, obtendo-se, desta
forma, uma concentragao de 10° UFC/g de forragem
fresca.

As variaveis analisadas foram: pH, N-amoniacal
(N-NH,), populagbes de bactérias lacticas (BAL),
enterobactérias (ENT) e composi¢do bromatologica.
Foram colhidas amostras por ocasido da ensilagem
(tempo zero) e nos demais periodos de fermentagéo
para analises laboratoriais. Para coleta de amostras,
em cada periodo de fermentacéo, trés minissilos de
cada um tratamento foram abertos e retiraram-se
500 g de amostras da silagem de cada para posterior
analise laboratorial. As andlises foram realizadas
no Laboratério de Microbiologia de Anaerébios, no
Departamento de Microbiologia da Universidade Fe-
deral de Vicosa. Para andlise de pH, 25 g de amostra
foram diluidos em 100 ml de agua destilada e 1 hora
apos, efetuou-se a leitura, utilizando-se um potenci-
6metro. A determinacéo de N-NH, foi realizada pelo
método colorimétrico de CHANEY e MARBACH
(1962), apos extragéo do suco da silagem, por meio
de uma prensa manual. Apos a retirada do suco, as
amostras liquidas foram acondicionadas em tubos de
microcentrifuga e congeladas para posterior analise
de N-NH,

Imediatamente apds a abertura dos minissilos,
foram pesados 10 g de amostra para utilizagéo nas
contagens microbianas, os quais foram diluidos em
90 ml de solugéo tampao fosfato estéril, de maneira
que se obtivesse uma diluicdo 10". Em seguida,
foram realizadas diluicbes em série, variando de
10" até 10® e, apos as diluicoes, efetuaram-se os
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plagueamentos em meios de cultura seletivos para
os grupos de BAL e ENT. O grupo de BAL foi enu-
merado utilizando-se o meio Agar Rogosa (DIFCO)
e o grupo de ENT em meio Agar Violet Red Bile
(DIFCO). A contagem do grupo de BAL foi realizada
48 horas apés o plaqueamento, enquanto a conta-
gem de ENT foi realizada 24 horas apos o plaquea-
mento. As temperaturas de incubacao foram 37°C e
30°C, para os grupos BAL e ENT, respectivamente.

Para avaliagdo da composicao bromatoldgica,
foram coletadas amostras do material fresco, antes
da ensilagem, e no ultimo dia de abertura dos silos.

Estas amostras foram submetidas a pré-secagem
por 72 horas em estufa de ventilagao forgada a 65°C
e, em seguida, foram moidas em moinho tipo Willey.
Foram determinados os teores de matéria seca (MS),
matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido
(FDA), segundo metodologia descrita por SILVA e
QUEIROZ (2002), e hemicelulose (HEM) obtida por
diferenga entre FDN e FDA (HEM = FDN — FDA).
Na tabela 1 sdo apresentados os valores dos cons-
tituintes bromatolégicos do capim-mombaca antes
da ensilagem.

TABELA 1 - TEORES DE MATERIA SECA (MS), MATERIA ORGANICA (MO), MATERIAL MINERAL (MM),
PROTEINA BRUTA (PB), FIBRA EM DETERGENTE NEUTRO (FDN), FIBRA EM DETERGENTE
ACIDO (FDA) E HEMICELULOSE (HEM) DO CAPIM-MOMBAGAANTES DE ENSILAR (VICOSA,

2006).
MS MO MM PB FDN FDA HEM
% % % MS % MS % MS % MS
Capim-mombaga 22,06 89,29 10,71 8,23 80,80 46,79 34,01

Os dados foram submetidos a analise de varian-
cia para verificar os efeitos dos inoculantes, periodo
de fermentagéo (dias apds ensilagem) e da intera-
¢ao entre inoculantes e periodo de fermentacao,
e os valores médios foram comparados pelo teste
STUDENT NEWMAN KEULS, ao nivel de 5% de
significancia. Utilizando-se o programa SAEG versao

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 2 sdo apresentados os valores médios
de N-NHs, pH, e as populagdes médias de BAL e
ENT para cada tratamento ao longo do periodo de
fermentagéo. Houve efeito de inoculantes, periodo de
fermentacao e da interagao entre os dois fatores.

8.0 (UFV, 1999).

TABELA 2 - VALORES MEDIOS DE PH E AMONIA (NH,), E POPULACAO DE BACTERIAS LACTICAS (BAL)
E ENTEROBACTERIAS (ENT) EM FUNGAO DE INOCULANTES E PERIODOS DE FERMENTA-
CAO DE SILAGENS DE CAPIM-MOMBAGCA (VICOSA, 2006).

Periodo de fermentagéo

Inoculantes 0* 1 7 14 28 CV (%)
NH, (mg/dl) 4,35
Controle 2,41Ad 4,26Ac 4,07Ac 8,88Ab 10,69Aa
HC5 3,20Ad 3,90ABc 4,12Ac 6,58Cb 9,54Ba
JB1 2,41Ad 3,52Bc 3,64Ac 7,92Bb 8,93Ca
pH 0,74
Controle 5,51Aa 5,00Ab 4,76Ac 4,62Ad 4,46Ae
HC5 5,47ABa 4,92Bb 4,58Bc 4,40Bd 4,27Be
JB1 5,42Ba 4,82Cb 4,58Bc 4,32Cd 4,28Bd
BAL (UFC/g) 0,76
Controle 5,39Be 7,48Bd 8,85Aa 8,71Cb 8,27Bc
HC5 5,72Ae 7,81Ad 8,87Ab 9,11Ba 8,57Ac
JB1 5,77Ae 7,82Ad 8,94Ab 9,40Aa 8,69Ac
ENT (UFC/qg) 1,23
Controle 6,01Aa 5,83Ab 5,94Aa 4,94Ac 4,29Ac
HC5 5,99Aa 5,58Bb 5,08Bc 4,57Bd 3,59Be
JB1 5,93Aa 5,48Bb 4,91Cc 4,53Bd 3,57Be

MEDIAS SEGUIDAS DE MESMA LETRAMAIUSCULA NAS COLUNAS E MESMA LETRAMINUSCULANAS LINHAS NAO
DIFEREM ENTRE SI PELO TESTE STUDENT NEWMAN KEULS, AO NIVEL DE 5% DE SIGNIFICANCIA.

* PLANTAANTES DA ENSILAGEM
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Os valores de N-NH, aumentaram ao longo do
periodo de fermentagéo tanto para as silagens con-
trole quanto para as inoculadas. Nos periodos de
abertura 1, 14 e 28 dias, os tratamentos inoculados
apresentaram menores concentragées de N-NH,,
sendo que no ultimo periodo de abertura as con-
centragdes foram 10,69, 9,54 e 8,93 mg/dl, para os
tratamentos controle, inoculado com HC5 e inoculado
com JB1, respectivamente. Possivelmente, ocorreu
inibicdo de microrganismos proteoliticos devido ao
abaixamento do pH (MUCK, 1996), e ou consumo
de N-NH, pelas estirpes de Streptococcus bovis,
caracteristica observada para a espécie (MANTO-
VANI et al., 2002).

Com relagdo ao pH observaram-se menores va-
lores nas silagens inoculadas, sendo que no ultimo
periodo de abertura os valores de pH foram 4,46,
4,27 e 4,28 para os tratamentos controle, inoculado
com HC5 e inoculado com JB1, respectivamente.
Estes resultados demonstram a atuagao do Strep-
tococcus bovis como cultura iniciadora do processo
fermentativo, auxiliando no abaixamento do pH.
MEESKE et al. (1999) avaliando os efeitos da aplica-
¢ao de inoculante a base de Lactobacillus plantarum,
Enterococcus faecium e Pediococcus acidicilactici,
em silagem de Digitaria eriantha, verificaram redugao
dos valores de pH e N-NH,, bem como aumento do
teor de acido lactico, como conseqiéncia de um
maior desenvolvimento de bactérias produtoras de
acido lactico.

O valor maximo de BAL na auséncia de inoculante
foi observado no sétimo dia de fermentagao (8,85 log
UFC/g), valor este inferior aos das silagens inocu-
ladas, cujos valores maximos foram observados no
décimo quarto dia, de 9,11 e 9,41 log UFC/g, para
as silagens inoculadas com as cepas HC5 e JB1,
respectivamente. Isso sugere que as estirpes de
Streptococcus bovis foram eficientes em colonizar
a planta ensilada e contribuiram para o aumento da
populagao de BAL.

Aatuacao do Streptococcus bovis no abaixamen-
to do pH pode ter favorecido o desenvolvimento das

BAL, fazendo que estas atingissem populagdes mais
elevadas nas silagens inoculadas. Segundo MUCK
(1996), a predominancia de BAL favorece a formacgéo
de &acido lactico, em vez de acido acético e etanol,
sendo que o acido lactico € um agente acidificante
mais potente que estes ultimos.

O grupo de ENT diminuiu ao longo do periodo de
fermentagédo em todas as silagens, acompanhando
a diminuicdo do pH. Os tratamentos inoculados
apresentaram menores valores de ENT a partir do
primeiro dia de fermentagdo, sendo que, aos 28
dias, os valores foram 4,29, 3,60 e 3,57 log UFC/g
para os tratamentos controle, inoculado com HC5
e inoculado com JB1, respectivamente. A diminui-
¢ao da populacdo ENT pode ter sido ocasionada
pelo abaixamento do pH. Segundo MCDONALD
(1981), a diminuigao das ENT melhora a qualidade
da silagem, pois este grupo de bactérias fermenta
acucares, formando acido acético e gas carbénico,
aumentando as perdas de matéria seca e energia
da silagem, além de formarem aménia a partir de
estruturas protéicas, sendo a ambénia um agente
inibidor do consumo voluntario pelos animais.

Na tabela 3 sdo observados os valores dos cons-
tituintes bromatoldgicos das silagens nos diferentes
tratamentos. A inoculagdo com ambas estirpes de
Streptococcus bovis resultou em maior recuperagao de
matéria seca das silagens, com valores de 20,28, 21,42
e 21,46% para os tratamentos controle, inoculado com
Streptococcus bovis HC5 e inoculado com Streptococ-
cus bovis JB1, respectivamente. Este fato pode estar
associado com a manutencdo de uma fermentagao
homofermentativa, onde menores sao as perdas de
matéria seca. Segundo MUCK (1996) a predominancia
de bactérias lacticas homofermentativas em silagens
resulta em minimas perdas de matéria seca, devido
ao fato destas bactérias transformarem acucares em
acido lactico sem produgao de metabdlitos secundarios
ou gases. Maior manutenc&o do teor de matéria seca
como resultado da aplicagao de inoculante microbia-
no foram observados por SANTOS et al. (2006) e

PENTEADO et al. (2006).

TABELA 3 - TEORES DE MATERIA SECA (MS), PROTEINA BRUTA (PB), FIBRA EM DETERGENTE NEUTRO
(FDN), FIBRA EM DETERGENTE ACIDO (FDA), HEMICELULOSE (HEM) E MATERIA MINERAL
(MM) DOS TRATAMENTOS CONTROLE, INOCULADO COM STREPTOCOCCUS BOVIS HC5 E
INOCULADO COM STREPTOCOCCUS BOVIS JB1, NO ULTIMO DIA DE ABERTURA DOS SILOS

(VICOSA, 2006).

Tratamentos MS PB FDN FDA HEM MM
% % MS % MS % MS % MS % MS
Controle 20,28b 6,67b 75,51a 46,70a 28,81a 11,20a
HC5 21,42a 7.41a 74,20a 47,03a 27,17a 11,18a
JB1 21,46a 7,17ab 74,73a 47,83a 26,90a 11,69a
CV(%) 2,18 2,76 2,94 2,94 3,03 3,97

MEDIAS SEGUIDAS DE LETRAS DIFERENTES NAS COLUNAS DIFEREM ENTRE SI PELO TESTE STUDENT NEWMAN

KEULS AO NIVEL DE 5% DE SIGNIFICANCIA.
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Ainoculagdo também diminuiu as perdas no teor
protéico das silagens, com valores de 6,67, 7,41 e
7,17% MS, para os tratamentos controle, inoculado
com a estirpe HC5 e inoculado com a estirpe JB1,
respectivamente.

A espécie Streptococcus bovis HC5, por liberar
no meio bacteriocina (bovicina HC5), pode ter inibido
o crescimento de bactérias proteoliticas como as
enterobactérias ou clostridios, diminuindo assim as
perdas de nitrogénio protéico das silagens inocula-
das (MUCK, 1996). Isso pode ser confirmado pelos
menores teores de amdnia, no 14° e 28° dias e
populacdes de enterobactérias, no 1°, 7°, 14° e 28°
dias, na silagem inoculada com a estirpe de Strep-
tfococcus bovis HC5 (tabela 2) quando comparados
com o controle. A atividade de protedlise tem como
principal produto aménia, assim, quanto maior a
protedlise ocorrendo na silagem, maiores s&o os
teores de N-NH, na mesma.

Outro fato que pode explicar os maiores teores
de proteina bruta na silagem inoculada com as
estirpes de Streptococcus bovis HC5 e JB1 é a
capacidade comum de todas as estirpes de Strepto-
coccus bovis de sintetizar proteina a partir de aménia
(MANTOVANI et al., 2002).

PATRIZI et al. (2004) também verificaram maiores
valores de PB em silagens de capim-elefante inocu-
ladas, quando comparadas com silagens sem inocu-
lante, embora MEESKE et al. (1999), ROCHA (2003)
e SOUSA et al. (2006) nao tenham observado efeito
de inoculantes sobre os valores de PB de silagens.

Os teores de material mineral e dos constituin-
tes da fragao fibrosa nao foram influenciados pela
inoculacdo, embora alguns autores tenham relatado
reducdo fracdo de FDN, devido a possibilidade de
hidrélise acida da hemicelulose, como consequéncia
da reducgao do pH do meio pela fermentagao realiza-
da por bactérias lacticas (MUCK, 1996, PENTEADO
et al., 2006, ZANINE et al., 2006).

CONCLUSAO

Ainoculagao com Streptococcus bovis HC5 e JB1
reduz o pH e diminui a concentragdo de amoénia, além
de favorecer o desenvolvimento de bactérias lacticas,
em detrimento das enterobactérias, melhorando, as-
sim, o processo fermentativo e, consequentemente,
diminuindo as perdas de nutrienes da silagem de
capim-mombaca.
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