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Resumo

A técnica de ensilagem é uma forma de conservacao de forragem através da preservacdo do
alimento em meio acido e isento de oxigénio. Algumas plantas forrageiras apesar de
possuirem caracteristicas desejaveis para ensilagem, possuem fatores predisponentes a baixa
estabilidade aerdbia. Assim, objetiva-se neste trabalho, dissertar acerca dos efeitos do uso de
Lactobacillus buchneri como alternativa para controlar a deterioragdo aerobia de silagens das
principais gramineas tropicais utilizadas no Brasil. Gramineas como a cana-de-agucar, 0
milho e o sorgo sdo exemplos de forrageiras que apresentam problemas relacionados a
estabilidade aerdbia, uma vez que possuem elevadas concentracdes de carboidratos sollveis
residuais e &cido latico apos a fase de fermentacdo ativa. Visando diminuir as perdas que
podem ocorrer na fase aerdébia (pos-abertura do silo), pode-se utilizar inoculante microbiano
(L. buchneri), cepa bacteriana heterofermentativa que produz &cido latico e também &cido
acético, este Gltimo possui caracteristicas antifingicas que atua inibindo o crescimento de
microrganismos indesejaveis (leveduras e fungos filamentosos) e melhorando a estabilidade
aerobia de silagens. O uso de Lactobacillus buchneri durante o processo de ensilagem permite
diminuir as perdas apés abertura do silo, como também melhorar a qualidade sanitaria de
silagens devido a inibir o crescimento de microrganismos deterioradores.

Palavras-chave: Acido acético; Bactérias do acido latico; Fermentagéo; Silagem de milho.

Abstract

The ensiling technique is a way of preserving forage by preserving the food in an acidic and
oxygen-free environment. Some forage plants, despite having desirable characteristics for
ensiling, may have predisposing factors to low aerobic stability. Thus, the objective of this
work is to talk about the effects of using Lactobacillus buchneri as an alternative to control
the aerobic deterioration of silages of the main tropical forage used in Brazil. Grasses such as
sugarcane, corn and sorghum are examples of forages that present problems related to aerobic
stability, since they have high concentrations of residual soluble carbohydrates and lactic acid
after the active fermentation phase. In order to reduce the losses that may occur in the aerobic
phase (after opening the silo), it is possible to use a microbial inoculant (L. buchneri), a
heterofermentative bacterial strain that produces lactic acid and also acetic acid, the latter has
antifungal characteristics that acts by inhibiting the growth of undesirable microorganisms
(yeasts and filamentous fungi) and improving the aerobic stability of silages. The use of

Lactobacillus buchneri during the ensiling process reduces losses after opening the silo, as
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well as improving the sanitary quality of silages due to inhibiting the growth of deteriorating
microorganisms.

Keywords: Acetic acid; Corn silage; Fermentation; Lactic acid bacteria.

Resumen

La técnica de ensilado es una forma de conservar el forraje conservando el alimento en un
ambiente &cido y libre de oxigeno. Algunas plantas forrajeras, a pesar de tener caracteristicas
deseables para el ensilado, tienen factores predisponentes a una baja estabilidad aerdbica. Asi,
el objetivo de este trabajo es hablar sobre los efectos del uso de Lactobacillus buchneri como
alternativa para controlar el deterioro aerébico de ensilajes de las principales forrajes
tropicales utilizadas en Brasil. Gramineas como la cafia de azucar, el maiz y el sorgo son
ejemplos de forrajes que presentan problemas relacionados con la estabilidad aerdbica, ya que
presentan altas concentraciones de carbohidratos solubles residuales y acido lactico luego de
la fase de fermentacion activa. Para reducir las pérdidas que puedan ocurrir en la fase aerdébica
(despues de abrir el silo), es posible utilizar inoculante microbiano (L. buchneri), una cepa
bacteriana heterofermentativa que produce acido lactico y también acido acético, este ultimo
tiene caracteristicas antifingicas que actua inhibiendo el crecimiento de microorganismos
indeseables (levaduras y hongos filamentosos) y mejora de la estabilidad aerdébica de los
ensilajes. El uso de Lactobacillus buchneri durante el proceso de ensilado reduce las pérdidas
tras la apertura del silo, asi como mejora la calidad sanitaria de los ensilajes por inhibir el
crecimiento de microorganismos deteriorantes.

Palabras clave: Acido acético; Bacterias del acido lactico; Ensilaje de maiz; Fermentacion.

1. Introducéo

A ensilagem de plantas forrageiras € uma técnica universal de conservacdo de
alimentos via acidificacdo, através do processo de fermentacdo anaerdbia. Neste processo,
bactérias do acido latico (BAL) convertem acucares sollveis em, predominantemente, &cido
latico e outros &cidos organicos, induzindo a diminui¢do do pH e a conservagdo do material
ensilado (Weinberg & Muck, 1996).

Culturas que apresentam caracteristicas adequadas para serem ensiladas, como é o
caso do milho, sorgo e cana-de-aglcar, sdo predispostas a produzirem uma silagem
aerobiamente instavel (Wilkinson & Davies, 2012; Mogodiniyai-Kasmaei, et al., 2016). Esse

efeito é ocasionado pela rota metabdlica das bactérias do &cido lactico (BAL), que conduz a
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uma fermentacdo principalmente homolética (maior producdo de &cido latico), reduzindo a
formacdo de acido acético ou propibnico, que apresentam acao antifungica mais efetiva que o
acido latico (Moon, 1983; Worfoold, 1990; Wilkinson & Davies, 2013), resultando em
silagens aerobiamente instaveis.

A estabilidade aerdbia pode ser conceituada como a resisténcia da massa de silagem a
deterioracdo apos a abertura do silo, ou seja, a velocidade com que essa silagem se deteriora
apos exposicao ao ar, sendo considerada a perda da estabilidade quando a temperatura da
mesma ultrapassa em 2°C acima a temperatura ambiente (Kung Junior, et al., 2003). Esse
aumento da temperatura esta relacionado ao metabolismo de microrganismos que degradam
acido latico e agucares residuais da silagem, produzindo dioxido de carbono e &4gua (Ranjit &
Kung Junior, 2000; Muck, 2013).

O processo de perda da estabilidade aerobia € constituido de uma sucessdo ecoldgica
da populacdo microbiana, iniciando pelas leveduras e seguida do surgimento de fungos
filamentosos e bactérias aerdbias (Brining, et al., 2017). Essa diferenga no crescimento
microbiano apds a exposic¢do ao oxigénio ocasiona dois picos de temperatura, 0 primeiro pico
estd associado ao desenvolvimento de leveduras que, segundo Pahlow et al. (2003), sédo
responsaveis por iniciar o processo de deterioracdo, uma vez que alguns géneros sdo
tolerantes ao meio &cido, e possuem a capacidade de utilizar além dos carboidratos soltveis
residuais o acido latico como fonte de carbono em seu metabolismo. O consumo do lactato
causa um aumento no pH, permitindo que fungos filamentosos e bactérias esporogénicas
(bacilos e clostridios) proliferem, ocasionando o segundo pico de temperatura da silagem
(Muck, 2013; Wilkinson & Davies, 2013).

Assim, alguns aditivos tém sido utilizados na tentativa de reduzir as perdas durante o
processo de conservacdo da forragem e também durante a fase aerdbia (pds-abertura do silo).
Neste contexto, estudos tém mostrado a eficiéncia do Lactobacillus buchneri — BAL
heterofermentativa obrigatédria, que transforma hexoses e pentoses em é&cido latico, &cido
acético, etanol e CO; (McDonald, et al., 1991; Heinl, et al., 2011), além de converter
anaerobiamente o 4cido latico em &cido acético, 1,2-propanodiol e tracos de etanol (Heinl, et
al., 2012), contribuindo para a manutencao da estabilidade aerobia do material ensilado.

A fermentacdo heterolatica, como descrita anteriormente, resulta na formagéo de COo,
0 que caracteriza como perda de matéria seca (MS). Em uma metanélise avaliando o efeito do
L. buchneri, Kleinschmit & Kung Junior (2006) observaram um incremento de 1% nas perdas
de MS para silagens inoculadas com L. buchneri com dose acima de 5 ufc.g™* matéria natural

(MN) em relacéo a silagem controle. Apesar disso, os beneficios promovidos pelo L. buchneri
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através da melhoria na estabilidade aerdbia da silagem apds abertura do silo, compensariam o
aumento nas perdas ocorridas durante a fermentacdo (Borreani, et al., 2018), visto que o0s
microrganismos aerébios sdo a maior fonte de perdas na producdo de silagem (Woolford,
1990).

Assim, objetiva-se neste trabalho, dissertar acerca dos efeitos do uso de L. buchneri
como alternativa para controlar a deterioracdo aerdbia de silagens das principais gramineas

tropicais utilizadas no Brasil.

2. Metodologia

Conforme metodologia preconizada por Kodche (2011), as informacdes levantadas
sobre 0 tema e apresentadas nesta revisdo de literatura, sdo de natureza qualitativa, com
carater descritivo, foram coletadas através de mecanismos de busca previamente conhecidos
em sites de periddicos cientificos indexados em bases de dados nacional e internacional,
instituicGes de pesquisa e demais meios cientificos que dispunham de informacGes relevantes
sobre a temética abordada (Ludke & André, 2011; Pereira, et al., 2018).

3. Formac&o do Acido Acético e Modo de Ac&o

O L. buchneri é classificado como uma BAL heterofermentativa obrigatoria, por se
tratar de uma espécie que ndo possui 0s genes que codificam as enzimas 6-fosfofrutocinase e
frutose 1,6 bifosfato aldolase, o que os impedem de utilizar a via glicolitica; no entanto, estdo
presentes dois genes que codificam a enzima fosfocetolase, permitindo a metabolizacdo de
hexoses e pentoses pela via das fosfocetolase, confirmando sua natureza heterolatica
obrigatéria (Heinl, et al., 2012). Dessa forma, o L. buchneri fermenta hexoses e pentoses
formando 4&cido latico, acético e etanol, a propor¢do dos produtos finais formados ird
depender do substrato utilizado (McDonald, et al., 1991; Rooke & Hatfield, 2003). No
entanto, a principal rota de formacdo do acido acético pelo L. buchneri é através da
degradacéo do acido latico em condigfes andxicas, formando acido acético e 1,2-propanodiol
e tracos de etanol (Driehuis, et al., 1999; Oude-Elferink, et al., 2001).

O 1,2-propanodiol, produto final da degradacdo do &cido latico, ainda pode ser
degradado a 1-propanol e acido propionico pelo L. diolivorans (Krooneman, et al., 2002;
Zhang, et al., 2010) e L. reuteri (Sriramulu, et al., 2008), formando outro &cido com alto

poder inibitério sobre as leveduras. Recentemente, descobriu-se que a cepa de L. buchneri
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KKP 2047p também é capaz de degradar o 1,2-propanodiol a acido propidnico na presenca da
cobalamina, um cofator para reacdo (Zielinska, et al., 2017). Entretanto, esse processo ainda
néo foi descrito ocorrendo naturalmente em silagens (Muck, et al., 2018).

Diferentemente do &acido latico, o &cido acético encontra-se em sua maior parte na
forma ndo dissociada, devido as condic¢des de pH baixos comumente encontrado em silagem,
isso se deve ao seu pKa mais elevado (4,76) em relacdo ao do &cido latico (3,86). O acido ndo
dissociado consegue difundir pela parede celular das leveduras, pois sdo lipossoluveis, ao
chegar no citoplasma, que possui pH neutro, o acido se dissocia, liberando prétons no meio, a
célula com intuito de manter sua homeostase, passa a bombear esses prétons para fora,
consumido ATP, esse processo reduz o crescimento das leveduras ou até mesmo levando a
morte por exaustdo energética (Stratford, et al., 2013) ou por apoptose (Ludovico, et al., 2001;
Almeida, et al., 2009). Além do gasto energético para manter a homeostase, a acidificacdo do
citoplasma provoca a dissipacdo do gradiente de protons, que é utilizado para realizar o
transporte de substrato (ex. glicose) para dentro da célula microbiana.

Complementando o mecanismo de acdo do L. buchneri, Eikmeyer et al. (2015)
demonstraram in vitro que, apos aera¢do do meio de cultivo, o L. buchneri consumiu todo o
oxigénio difundido no meio e continuou a crescer e produzir &cido acético e CO,. Dessa
forma, é possivel que o L. buchneri reduza a quantidade de oxigénio na massa ensilada ap6s a
abertura do silo, formando condicdes microaerofilicas, reduzindo a atividade de
microrganismos aerdbios, iniciadores da deterioracdo da silagem.

A principal rota de formacdo do acido acético é a degradacdo do acido latico em
condigdes anoxicas, como citado anteriormente. No entanto, ainda ndo estéa claro quando esse
mecanismo é ativado no L. buchneri. Oude-Elferink et al. (2001), reportaram que a
capacidade de conversdo do lactato em acetato e 1,2-propanodiol sé era iniciado em pH
abaixo de 5,8 e quando a glicose do meio fosse toda consumida. Porém, na silagem, a
conversdo do &acido latico para acido acético inicia tardiamente, entorno de 30 dias apds o
fechamento do silo (Muck, et al., 2018), quando se é observando um aumento nas
concentragdes de 1,2-propanodiol (Oude-Elferink, et al., 2001; Santos, et al., 2015).

Borreani et al. (2018), reportaram em uma revisdo que é necessario no minimo 45 a 60
dias de fermentacdo para que sejam observados efeitos substanciais sobre a estabilidade
aerobia de silagens inoculadas com as cepas comerciais atualmente disponiveis; por isso,
pesquisas que foquem em selecionar cepas capazes de iniciar a formacdo de acido acético
precocemente sdo necessarias, pois em condi¢des de fazendas, muitos produtores realizam a

abertura do silo para iniciar seu uso a partir de 30 dias de fermentacéo, reduzindo a eficiéncia
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de utilizagéo do inoculante.

4. Efeitos no Pos-Abertura do Silo

Como ja comentado acima, o principal objetivo almejado ao se utilizar o L. buchneri
como aditivo na ensilagem de gramineas é seu efeito no pds-abertura, evitando a deterioracdo
aerobia que, quando iniciada, dificilmente é controlada, levando a reducdo do consumo e
digestibilidade da silagem, além do risco da presenca de micotoxinas e microrganismos
patogénicos. No entanto, fatores operacionais também refletem sobre a estabilidade aerobia,
como densidade da silagem, qualidade da lona e da vedacéo do silo, manejo do painel do silo
e aplicacdo homogénea do inoculante, sdo fatores que contribuem para uma adequada
fermentacdo e boa estabilidade aerdbia da silagem produzida (Bernardes, et al., 2018).

A principal silagem utilizada no mundo e no Brasil é a silagem de planta inteira de
milho (Daniel, et al., 2019), trata-se de uma cultura com alto valor nutricional e boa
produtividade, além de apresentar caracteristicas que favorecem o processo de ensilagem
(colheita mecanica, alta produtividade, teores de MS e carboidratos sollveis adequados e
baixo poder tampdo). Entretanto, a silagem de milho estd propensa a deterioracdo aerdbia
quando o silo é aberto para alimentagcdo dos animais (Silva, et al., 2018; Bernardi, et al.,
2019).

Em um artigo de metanalise com 43 experimentos, Kleinschmit & Kung Junior (2006)
avaliaram a atuacdo do L. buchneri no controle da estabilidade aerdbia de diferentes materiais,
e observaram que a dose de inoculante utilizada afeta a resposta sobre a estabilidade aerdbia
da silagem de milho. Os autores observaram que as silagens de milho ndo tratadas perderam
sua estabilidade ap6s 25h de exposicdo ao oxigénio, ao passo que as silagens tratadas com L.
buchneri na dose de 10° ufc.g™ tiveram a perda de sua estabilidade apds 35h de exposicdo
aerdbia, enquanto as silagens submetidas a doses acima de 10° ufc.g, se mantiveram estaveis
por 503h, apGs exposicdo ao oxigénio. E provavel que, nas silagens tratadas com a dose mais
elevada, o L. buchneri tenha tido menor dificuldade em competir com a microbiota epifitica
do milho, dominado a fermentagdo e produzindo mais acido acético, inibindo o crescimento
de leveduras e, consequentemente, apresentando melhor estabilidade aerdbia que a dose
inferior e o tratamento controle.

Em estudo avaliando silagens de planta inteira de milho submetidas ao tratamento com
L. buchneri PWO01 (4 x 10* ufc.gl) e ao tratamento controle (4gua), Driehuis et al. (1999)

observaram que a populacdo de leveduras foi afetada de duas maneiras: reduzindo a sua
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sobrevivéncia durante o processo de fermentagcdo, levando a uma menor contagem de
leveduras nas silagens inoculadas que nas silagens controle; e através da inibi¢cdo do seu
crescimento durante exposicéo ao ar. De acordo com Woolford (1990), quando a contagem de
leveduras na abertura do silo é superior a 5 log10 ufc.g* MN, a silagem torna-se propensa a
deterioracdo aerobia, essa citacdo é valida desde que as espécies de leveduras usuérias de
lactato estejam em maior nimero (Kung Junior, et al., 2018b), pois 0 metabolismo do &cido
latico esta associado a um aumento do pH da silagem, permitindo que fungos filamentosos e
bactérias esporogénicas (bacilos e clostrideos) proliferem (Muck, 2013.; Wilkinson & Davies,
2013).

Silagens que apresentam menores populacdes de leveduras tendem a ser aerobiamente
mais estaveis que silagens com populacdo de leveduras altas. Quando se trata de silagem de
cana-de-agucar, esse problema € ainda maior, pois além do impacto causado sobre a
estabilidade aerdbia da silagem, as leveduras utilizam os agucares disponiveis, formando
etanol, o qual possui baixo efeito de conservacdo além de promover perdas elevadas de MS
(Carvalho, et al., 2015; Silva, et al., 2018).

Em uma meta analise com 27 artigos, Rabelo et al. (2019) avaliaram o efeito do L.
buchneri como inoculante na silagem de cana-de-agtcar. Os autores observaram um aumento
de 30,8% na concentracdo de &cido acético promovido pela inoculagdo com L. buchneri.
Contudo, esse aumento do acido acético ndo foi suficiente para reduzir a populacdo de
leveduras, o que explica a falta de efeito da inoculacdo sobre a estabilidade aerdbia da
silagem. Entretanto, a inoculagédo reduziu as perdas de MS em 19,7% e reduziu em 58,8% a
producéo de etanol.

O aumento da estabilidade aerébia promovida pela inoculacdo com L. buchneri gera
uma cascata de respostas positivas sobre a qualidade nutricional e higiénica da silagem.
Auerbach & Nadeau (2020) observaram que a inoculacdo da silagem de milho com L.
buchneri melhorou a estabilidade aerdbia e reduziu o acimulo de temperatura na massa de
silagem em relacdo a silagem controle. A reducdo da deterioracdo aerdbia contribui para a
manutencdo da digestibilidade in vitro da matéria organica e preservacdo da energia
metabolizavel mesmo ap6s 276 ou 336h de exposi¢cdo ao oxigénio.

Segundo esses autores, foi observada uma forte correlagdo negativa entre o acimulo
de temperatura e a energia metabolizavel da silagem, corroborando com Tabacco et al.
(2011), que relataram uma reducéo na produtividade de leite estimada por tonelada de MS de
silagem com o aumento do acumulo de temperatura da silagem. Além disso, Tabacco et al.

(2011) observaram que a inoculacdo da silagem de sorgo ou de milho com L. buchneri foi
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eficiente em manter a producéo de leite, mesmo apds 7 dias de exposi¢do ao oxigénio, quando
comparado a silagem controle ou inoculada com L. plantarum.

Além de preservar o valor nutritivo da silagem apds a abertura do silo, a inoculacao
com L. buchneri atua impedindo o desenvolvimento de fungos e consequentemente a
formacéo de micotoxinas (Cavallarin, et al 2011; Auerbach & Theobald, 2020). Entretanto, a
presenca visual de fungos na silagem n&o se correlaciona com a presenga de micotoxinas, ndo
servindo como indicador de presenca da mesma, mas serve como alerta, ja que a presenc¢a do
mesmo indica erros de manejo ou entrada de oxigénio no silo (Carvalho et al. 2016).
Micotoxinas podem causar respostar anti-inflamatorias no intestino de bovinos, e o efeito é
dependente da dose e do tipo de micotoxina (Reisinger, et al., 2019).

Gallo et al. (2018) observaram que a inoculacdo com L. buchneri reduziu a
concentracdes de fumonisina B2 e roquefortina C em silagem de milho apds 32 dias de
fermentacdo, no entanto, houve um aumento nas concentra¢fes de acido fusarico. Em um
levantamento feito em fazendas do estado de Minas Gerais, Carvalho et al. (2016) relataram a
presenca de aflatoxina, zearalenona e ocratoxina em silagem de milho. A inoculacdo da
silagem de centeio com uma mistura de L. buchneri e P. acidilactici inibiu a formacdo de
micotoxinas, enquanto no controle foi observado a presenca de roquefortina C (0,2 mg.kg™),
apo6s 240h de exposicdo ao oxigénio a concentracdo de roquefortina C aumentou para 85,2
mg.kg?, enquanto na silagem inoculada houve apenas um aumento de 0,04 mg.kg™
(Auerbach & Theobald, 2020).

O L. buchneri também vem se destacando como inoculantes em silagens de graos
reidratados ou Umidos, melhorando o perfil fermentativo e a estabilidade aerdbia, evitando
perdas no pos-abertura do silo (Silva, et al., 2019; Silva, et al., 2020), além disso, trata-se de
um alimento com alto valor agregado, rico em energia. Silva et al. (2018) avaliaram silagem
de gréo de milho reidratado submetido a sete diferentes tratamentos: (1) controle; (2) LPPA —
a combinac&o de L. plantarum e Pediococcus acidilactici em trés doses, 1 x 10°5 x 10°e 1 x
10° ufc.g®; (3) LB — L. buchneri NCIMB 40788 em trés doses, 1 x 10°, 5 x 10°, 1 x 10° ufc.g"
1. As silagens que receberam tratamento com L. buchneri (LB) produziram mais acido acético
e propionico, que resultaram em menores contagens de leveduras. A reducdo na populagdo de
leveduras aumentou a estabilidade aerdbia das silagens inoculada com LB (>288h) em relagéo
a silagem a controle ou inoculada com LPPA, isso compensaria 0 aumento das perdas de MS
promovido pelo LB devido a sua natureza heterolatica. Alem disso, a inoculacdo com LB
aumentou a digestibilidade da MS da silagem de grdo reidratados quando comparado com 0

controle.
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Ferraretto et al. (2015), observaram um aumento na proteina soltivel de silagem de
grdo Umido inoculadas, entretanto, esse aumento da proteina soltvel ndo promoveu diferencas
significativas sobre a digestibilidade do amido. Em contrapartida, Saylor etal. (2020),
observaram um aumento da proteina solivel acompanhado do aumento da digestibilidade do
amido quando a silagem de grdo umido foi inoculada com L. buchneri e Lactococcus lactis
(39,5% proteina bruta e 57,5% amido), em relacdo a silagem controle (34,8% proteina bruta e
50,8% amido) e inoculada com L. plantarum e Enterococcus faecium (34,7% proteina bruta e
52,2% do amido).

O aumento da digestibilidade do amido em silagem de grdos Umidos ou reidratados
inoculadas com L. buchneri pode ser explicado pela capacidade desses inoculantes de formar
nichos que permitem o desenvolvimento de bactérias proteoliticas, através da conversdo do
acido latico em acido acético; e o aumento do pH da massa ensilada, uma vez que 60,4% da
protedlise das proteinas que englobam o granulo de amido ¢ advinda da atividade de bactérias
proteoliticas (Junges, et al., 2017), ao passo que as bactérias do acido latico como L. buchneri
possuem baixa atividade. O aumento da proteolise resulta na formacdo de aménia e proteina
solavel, que apresentam uma correlacdo positiva com a digestibilidade do amido
(Ferraretto, et al., 2014).

5. Considerac0es Finais

A utilizagdo de inoculantes bacterianos & base de Lactobacillus buchneri no processo
de ensilagem tem se demonstrado uma alternativa eficiente em minimizar as perdas na fase de
abertura do silo em materiais forrageiros distintos, sendo uma estratégia interessante para
inibir a deterioracdo aerobia, aléem de melhorar a qualidade higiénica ou melhorar o
desempenho animal pelo incremento na digestibilidade do amido.

Sugere-se como estudos futuros a busca por cepas bacterianas mais eficazes em
modular o padrdo de fermentacdo da forragem, que consiga rapidamente estabelecer-se no
material ensilado, possua alta taxa de crescimento, rapida producéo de acido acético, possua
capacidade de competir com a microbiota epifitica da planta forrageira, além do mais, seria
interessante também identificar e selecionar cepas microbianas que possuam a capacidade de
sintetizar enzimas microbianas que possam melhorar a digestibilidade da fibra da forragem.
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