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Resumo: O presente trabalho teve como objetivo avaliar a presenca de microrganismos
indesejaveis em silagens de milho da regido de Lagoa Formosa. As analises microbiologicas das
cinco amostras de silagem foram realizadas no Laboratdrio de Microbiologia situado no Centro
Universitario de Patos de Minas - UNIPAM, bloco D. As amostras foram preparadas e submetidas
em dilui¢des seriadas, transferindo-se 25g de silagem, adicionando-se 225ml de agua peptonada
tamponada (APT), obtendo-se dilui¢ao de (10'); em seguida, adicionaram-se 10ml dessa em
frasco contendo 90ml APT, obtendo-se dilui¢des de (10?) e, sequentemente, de (102). Foram
determinadas as populag¢des de fungos, Clostridium spp., Bacillus cereus., Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus em plaqueamento e confirmados através de provas bioquimicas. Os
resultados demonstraram que 80% das amostras apresentaram elevado crescimento fingico e de
Listeria monocytogenes. Foram verificadas em 40% das amostras baixa contagem de Staphylococcus
aureus e Bacillus cereus e auséncia de Clostridium spp. Constatou-se que as silagens de milho da
regido de Lagoa Formosa apresentaram uma qualidade microbioldgica insatisfatoria, devido a
elevada presenca de Listeria monocytogenes e fungos. Conclui-se que qualidade microbioldgica
estd relacionada ao elevado crescimento de fungos, sendo estes mais susceptiveis a deterioragao
e ao crescimento de outros microrganismos indesejaveis como a Listeria monocytogenes, que pode
infectar pessoas e animais.
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Abstract: The present work aimed to evaluate the presence of undesirable microorganisms in
corn silage from the Lagoa Formosa region. The microbiological analyses of the five silage
samples were performed in the Microbiology Laboratory in the University Center of Patos de
Minas - UNIPAM. The samples were prepared and submitted to serial dilutions by transferring
25g of silage, adding 225ml of buffered peptone water (APT), and obtaining a dilution of (10-1);
then, 10ml of this dilution was added to a flask containing 90ml APT, resulting in dilutions of (10-
2) and, subsequently, of (10-3). The populations of fungus, Clostridium spp., Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, and Staphylococcus aureus were determined by plating and confirmed by
biochemical tests. The results showed that 80% of the samples had high fungal and Listeria
monocytogenes growth. Low counts of Staphylococcus aureus and Bacillus cereus and the absence of
Clostridium spp were verified in 40% of the samples. It was found that the corn silages from the
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Lagoa Formosa region presented unsatisfactory microbiological quality due to the high presence
of Listeria monocytogenes and fungi. It is concluded that microbiological quality is related to the
high growth of fungi, which are more susceptible to deterioration, and the growth of other
undesirable microorganisms such as Listeria monocytogenes, which can infect people and animals.
Keywords: Samples. Microorganisms. Quality and silage.

1 INTRODUCAO

A silagem € a forma mais antiga e tradicional de conservacao de alimentos para
alimentacao animal, datando entre 1000 e 1500 anos a.C. pelos papiros egipcios (VIEIRA
et al., 2011). Trata-se da conservagao de forragem verde, e o milho é o mais apto a
produgao de silagem (POZZA et al., 2011). Porém, o fornecimento da silagem aos animais
exige um armazenamento adequado (CARVALHO, 2014).

O processo de ensilagem consiste na conservacao de alimentos em ambiente
acido, imido ou parcialmente seco, de forma anaerdbica, o que causa uma deplecao na
respiragao celular e consequente favorecimento da proliferacdo de bactérias laticas
(FRANCA et al.; 2015). Essas bactérias produzem 4cidos organicos, como o 4cido latico,
resultando no abaixamento do pH (MACEDO et al., 2017).

Essas caracteristicas sao as responsdveis pela preservacdo da silagem
(BERNARDES, 2006), porém a producao de silagem até o produto final apresenta varios
impasses que influenciam na sua qualidade quimica e microbiolégica (BIANCHET et al.,
2018). Assim, a atividade microbiana pode ser dividida em duas categorias: os
microrganismos desejaveis, benéficos ao processo de conservagdo, como as bactérias
acidas laticas e microrganismos indesejaveis, que estao associados a perdas durante a
ensilagem, ocasionadas pela deterioragao anaerdbia (Clostridium spp.) e aerdbia (Bacillus
spp., Listeria spp., leveduras e fungos filamentosos) (MACEDO et al., 2017).

A qualidade da silagem pode ser afetada pelo desenvolvimento de leveduras
(iniciam o processo de degradacao aerobia, provocam a elevacdo do pH), além do
desenvolvimento de fungos dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium, e bactérias
indesejaveis, com Clostridium spp., Bacillus cereus e Listeria monocytogenes, que, quando
presentes na alimenta¢do animal, podem ser prejudiciais a satide dos animais (VIVAS et
al., 2013).

Sendo assim, o emprego de boas praticas de ensilagem é fundamental para o
sucesso do processo, no entanto, a microbiota da silagem exerce grande influéncia sobre
a qualidade do processo de conservagao da forragem e pode influenciar em aspectos
relacionados a sanidade da silagem para o rebanho (BERNARDES, 2006).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica
quanto a presenca de microrganismos indesejaveis em silagens de milho da regiao de
Lagoa Formosa. A identificagdo dos microrganismos envolvidos no processo de
ensilagem ¢ de fundamental importancia para se conhecer a qualidade das silagens
produzidas na regidao de Lagoa Formosa e, dessa forma, propor melhorias para a cadeia
de producao de leite da regiao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A silagem é a forma mais antiga, tradicional e vidvel de conservacao de
alimentos para alimentagao animal. Tratando-se de conservagao de forrageiras imidas,
o milho é a forrageira mais tradicional. Tal cultura é cada vez mais recomendada entre
as varias plantas aptas a producao de silagem, sendo a de maior expressao no Brasil
(VIEIRA et al., 2011).

O processo de ensilagem pode ser dividido em quatro fases. A fase aerdbia tem
poucas horas de duragao; nela, ocorre a redugao do oxigénio atmosférico pela respiragao
do material ensilado em conjunto com a atuagao de micro-organismos aerobios ou
anaerdbios facultativos, como leveduras e enterobactérias (SANTOS, 2012). A segunda
fase é a fermentagao, e tem inicio com a proliferacao das bactérias produtoras de acido
latico (BAL) heterofermentativas e com as bactérias produtoras de acido acético
(enterobactérias) (MOMBACH, 2014).

Soma-se a isso a terceira fase, que corresponde a fase de estabilidade. Caso nao
ocorra entrada de ar no silo, o material ndo sofrera mudangas significativas. Os baixos
valores de pH fazem com que a atividade das bactérias anaerdbias seja reduzida, além
de micro-organismos acidos tolerantes que sobrevivem a esta fase em estado de
inatividade ou na forma de esporos (SANTOS, 2012). Na tltima fase, fase de descarga,
ocorre a abertura do silo e, em geral, acontece apos a estabilizagao do material ensilado.
Para algumas culturas como o milho e sorgo, o tempo de estabiliza¢do ocorre em média
por volta dos 21 dias apds a ensilagem, porém adota-se uma média de 30 dias para todas
as culturas (MOMBACH, 2014). O ultimo estdgio dessa fase inclui a atividade de micro-
organismos aerdbios deterioradores, como fungos e enterobactérias (SANTOS, 2012).

Durante o processo de fermentacdo, vérios acidos sdao produzidos, como o
latico, acético, butirico, isobutirico, propionico, valérico, isovalérico, succinico e férmico.
Porém, os principais acidos identificados nas silagens sao o acético, o butirico e o latico.
O 4cido latico é o principal responsavel por esse processo uma vez apresenta menor
constante de dissociagao (3,86) que os demais (MOMBACH, 2014).

Os micro-organismos desejaveis sao aqueles necessarios para a producao de
uma boa silagem, ou seja, os produtos finais de sua fermentacao sao essenciais para que
uma silagem de boa qualidade seja obtida. Compreendem essa classe as bactérias acido
latico (BAL). Podem ser homofermentativas, que produzem principalmente acido latico,
ou heterofermentativas, que produzem produtos adicionais como o etanol e acido
acético, formando CO: (NUSSIO, 2013).

No processo de ensilagem, as perdas de nutrientes podem ser evitaveis e
inevitaveis. As perdas inevitaveis variam entre 7 e 10% da matéria seca, e as perdas
evitaveis sdo, em média, 30% e sdo provenientes da fermentagao de microrganismos
indesejaveis, deterioracao aerobia durante o periodo de armazenamento ou apds a
abertura do silo (NUSSIO, 2013). As leveduras sao os principais agentes responsaveis
pela deterioragdo aerdbia das silagens. Os fungos filamentosos ndo sdao importantes em
relagao a fermentacao da silagem, mas contribuem para as perdas na superficie do silo
durante o descarregamento e em casos de vedagao inadequada (JOBIM et al., 2008).

Os micro-organismos indesejaveis sdo aqueles associados a perdas durante
todas as fases do processo de ensilagem. Estao relacionados a deterioragao anaerdbia,
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apresentando elevado consumo de nutrientes, como Clostridios spp. e Enterobactérias, ou
a deterioracao aerdbia, como leveduras, fungos filamentosos, Bacillus spp. e Listeria spp.
Esses micro-organismos podem estar presentes na cultura ou ser provenientes de
contaminagao do solo, competindo com as BAL (SANTOS, 2012).

Os membros do género Listeria spp. sao gram-positivos, aerdbios ou anaerdbios
facultativos, e sua ocorréncia em silagens tem sido associada a deterioragao aerobia, nao
se desenvolvendo em silagens bem preservadas (SANTOS, 2016). Seu crescimento em
silagens é determinado pelo grau de anaerobiose e pH. Podem tolerar valores de pH de
3,8 a 4,2 por longos periodos se o oxigénio estiver presente, mesmo que em baixos niveis
(SANTOS, 2012). A Listeria monocytogenese ¢ importante em fungao de sua
patogenicidade e capacidade de sobrevivéncia sob condi¢cdes adversas, estd associada a
surtos de septicemia, abortos, doencgas do sistema nervoso central e mastite, afetando,
assim, muitos animais ruminantes e também o homem (SANTOS, 2016).

Os Bacillus spp. sao Gram-positivos e anaerdbios obrigatorios ou facultativos,
formadores de esporos e de importancia durante a fase fermentativa. Os Bacillus cereus
apresentam maior atividade nos estagios iniciais de fermentagao e logo apos a abertura
do silo, quando as populagdes podem chegar a taxas entre 102 - 10° UFC/g de silagem
(NOVINSKI, 2013).

Mombach (2014) relatou que o principal efeito desses microrganismos na
silagem estd relacionado ao avango na deterioragao aerobia da silagem. Depois da
atuacdo de leveduras e bactérias, acido acético que elevam o pH e temperatura para
valores >4,5 e em média 40 °C, respectivamente, uma segunda onda de aquecimento
ocorre, aumentando as temperaturas para >50 °C, sob responsabilidade dos bacilos.

Independentemente do tipo da planta ensilada, o pH é fator determinante para
o desenvolvimento de Bacillus cereus. As principais espécies encontradas em silagens
deterioradas incluem B. cereus, B. coagulans, B. pumilus. A presenga desses agentes na
silagem esta relacionada com os riscos que podem causar para a saude humana e dos
animais, que sdo contaminados via ingestao de leite (NOVINSKI, 2013).

Os Clostridium spp. sao bactérias gram-positivas, esporuladas, normalmente
moveis e estritamente anaerdbicas, que fermentam agticares, acidos graxos e proteinas
(SA NETO, 2012). Sua presenca na silagem geralmente ¢ resultado da contaminagio de
solo, pois, nas plantas, sua concentracdo é baixa (MOMBACH, 2014). Seu
desenvolvimento na silagem ocorre durante o processo de fermentacao e estd ligado a
uma lenta e insuficiente acidificacdao (pH 4,5), que € atribuida a uma excessiva umidade
da forragem, a insuficiéncia de aglicares fermentesciveis e a uma consideravel
concentragao de nitrogénio na planta (SANTOS, 2012). A concentragdo de amonia na
silagem pode ser utilizada como um indicador do grau da atividade proteolitica do
Clostridium spp. (SA NETO, 2012).

Assim, a presencga de Clostridium perfringens em silagens esta relacionada com
perdas que ocorrem na fase fermentativa (NOVINSKI, 2013). O principal problema das
silagens que sofreram fermentagdes clostridicas é a instabilidade aerdbia, e seu uso na
racao pode diminuir o consumo de matéria seca e comprometer a ecologia (MOMBACH,
2014).

Os fungos podem ser unicelulares, como as leveduras, ou coldnias filamentosas
multicelulares, como os mofos (SA NETO, 2012). Sao microrganismos eucariotos,
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estritamente aerobios (MOMBACH, 2014). Os principais géneros de fungos filamentosos
que tém sido isolados de silagens sao Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Mucor, Absidea,
Monoascus, Scopulariopsis e Tricoderma. Seu crescimento em silagens esta associado a
penetragao de ar, durante a fase de armazenamento, e, principalmente, durante a fase de
abertura do silo (SANTOS, 2016). Segundo Horn e Novinski (2013), os fungos
filamentosos presentes na silagem produzem micotoxinas. As toxinas mais encontradas
nos alimentos para animais sao aflatoxinas (AFLs), zearalenona (ZON) e fumonisinas
(FBs). Os trés fungos principais produtores das micotoxinas sao Aspergillus, Penicillium e
Fusarium. A presenga dessas substancias, além de prejudicar os animais, causa perdas
economicas (BERNARDES, 2006).

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 LOCAL E COLETA DAS AMOSTRAS

Trata-se de um estudo de carater analitico e descritivo, de cunho quantitativo.
A metodologia utilizada para amostragem, colheita, acondicionamento, transporte e
andlise microbioldgica de amostras de produtos alimenticios obedeceram ao disposto
pelo método ISO 11290-2:1998 amendment 1:2004.

3.2 PREPARO E DILUICAO DAS AMOSTRAS

Foram coletadas 5 amostras de silagem em frascos estéreis, a 10 cm de
profundidade, em diversos pontos de silos recém-abertos, localizados na regiao de
Lagoa Formosa no periodo de julho de 2021. As amostras foram identificadas e
acondicionadas em recipientes isotérmicos, transportadas ao Laboratério de
Microbiologia situado no Centro Universitario de Patos de Minas - UNIPAM, bloco D.

As amostras de silagem de milho foram preparadas, aliquotas em dilui¢des
seriadas. Transferiram-se 25 ml das amostras assepticamente, adicionando-se 225 ml de
diluente de 4gua peptonada tamponada (APT), homogeneizando-se, obtendo-se a
diluicao (10'). Posteriormente, adicionaram-se 10 ml dessa diluicao em um frasco de
erlenmeyer contendo 90 ml de APT, obtendo-se a dilui¢ao (10-2). Em seguida, da diluicao
(10?), retiraram-se 10 ml e transferiu-se esse contetido para outro frasco contendo 90 ml
de APT, obtendo-se a diluicao (107).

3.3 ANALISE MICROBIOLOGICA
3.3.1 Contagem de fungos filamentosos

A contagem baseou-se na inocula¢ao das dilui¢des seriadas das amostras, por
meio da técnica de semeadura em profundidade (método de “Pour Plate”). Essa técnica
¢ utilizada para se determinar a populagao de bolores e leveduras, utilizando-se o meio
de cultura Agar batata dextrose (PDA) e incubagao a 27 °C, por 5 dias. A inoculagao de
1 ml das trés dilui¢des da amostra foi feita em placas vazias. Adicionou-se o meio de
cultura PDA e incubou-se a 25° C de 3 a 5 dias.
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3.3.2 Contagem de Staphylococcus aureus

A contagem baseou-se na inoculagdo das dilui¢des seriadas das amostras em
placas de agar Baird-Parker. Inoculou-se 1 ml de cada amostra na superficie de placas,
contendo Baird-Parker (BP), previamente preparadas para cada dilui¢ao. Espalhou-se o
indculo com uma alca de drigalski, das placas de maior para menor diluicao, até que o
excesso do liquido fosse absorvido. Incubou-se a 36 °C +1 °C, por 48 horas. A contagem
foi realizada na diluigao onde foi possivel. As coldnias tipicas apresentaram-se negras,
brilhantes, de forma arredondada, convexa, com bordas regulares, circundadas por dois
halos, um opaco e outro transparente, constatando com o meio. As colonias atipicas
apresentaram-se negras ou cinzentas, desprovidas de halo ou com apenas um.

As provas confirmatdrias foram realizadas selecionando-se colonias negras,
brilhantes, com anel opaco de precipitacdo e/ou rodeadas por halo transparente.
Pescaram-se 10 colonias (5 tipicas e 5 atipicas). Repicou-se cada colonia para um tubo
contendo caldo infuso cérebro coragao (BHI). Incubou-se a 36 °C +1 °C, por 18 a 24 horas.

Para se verificar a prova da coagulase positiva, transferiu-se de cada tubo de
cultivo em BHI para tubos estéreis contendo 0,3 mL de plasma de coelho, na proporgao
1:3 solugao salina. Procedeu-se da mesma forma com os tubos das culturas de referéncia
utilizados para o controle positivo e negativo da prova. Incubou-se a 36 °C 1 °C, por 6
horas. Na reacdo negativa, ndo ocorreu formagao de codgulo; na reagao positiva, houve
coagulagao de todo o conteudo do tubo, que nao se desprendeu quando o tubo foi
invertido. Outra prova foi realizada pela coloragao pelo método de Gram, identificando-
se 0s cocos gram positivos em arranjo de cacho de uva.

3.3.3 Contagem de Clostridium perfringens

A contagem foi realizada por meio da inoculagao das dilui¢des seriadas das
amostras em placas Agar Triptona Sulfito Cicloserina (TSC). Das trés dilui¢des da
amostra, inoculou-se 1ml de cada amostra na superficie de placas, contendo Agar (TSC),
previamente preparadas. Espalhou se o in6culo com uma alga de drigalski, das placas
de maior para menor diluigao, até que o excesso do liquido fosse absorvido. Em seguida,
cobriu-se com uma sobrecamada do mesmo meio. Aguardou-se a solidificagao da
sobrecamada do meio. Incubou-se a 35-37 °C por 24 h, em atmosfera anaerdbia. A
contagem das colonias presuntivas foi realizada por meio da contagem das colonias
pretas tipicas. Para confirmacao, selecionaram-se cinco colonias tipicas, inoculando-se
no meio Tioglicolato (TGM). Incubou-se a 35-37 °C por 24 h, em atmosfera anaerobia. Os
procedimentos de confirmagao sao em Caldo Lactose Sulfito (LS) ou em teste de
fermentacao da glicose, hidrdlise da gelatina, reducao do nitrato e motilidade e coloracao
de Gram.

3.3.4 Contagem de Bacillus cereus

Das trés dilui¢cdes da amostra, inoculou-se 1ml de cada amostra na superficie
de placas, contendo Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP), previamente
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preparadas. Espalhou-se o in6culo com uma alga de drigalski, das placas de maior para
menor dilui¢ao, até que o excesso do liquido fosse absorvido. Este foi incubado a 30-31
°C por 24 horas. Selecionaram-se cinco coldnias tipicas (rosas com grande halo opaco)
de precipitagao, inoculando-se no meio dgar sangue. Estas foram incubadas a 35-37 °C
por 24 horas. A confirmagao se deu pela presenca de hemolise (+), halo transparente e
coloragao de Gram.

3.3.5 Contagem de Listeria monocytogenese

A contagem baseiou-se na inoculagdo das dilui¢fes desejadas das amostras sob
placas em agar ALOA. Inoculou-se 1ml de cada amostra na superficie de placas contendo
meio de cultura Agar Listeria Ottaviani&Agosti (ALOA) previamente preparadas (trés
diluicbes seriadas). Espalhou-se o indculo com uma alga de drigalski, das placas de
maior para menor dilui¢do. Incubou-se a 36 °C + 1 °C, por 48 horas. A contagem das
colonias foi feita na diluigdo onde foi possivel realizd-la. As colonias tipicas
apresentaram-se verde-azuladas com halo. As provas confirmatdrias foram realizadas
por meio da selegao das colonias tipicas, estriadas em agar triptase de soja extrato de
levedura (TSA- YE). Estas foram incubadas a 36°C + 1°C por 18 a 24 horas. Fizeram-se a
prova da coagulase (+) e a coloragao de Gram (+).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A microbiota da silagem desempenha papel fundamental na qualidade do
processo de conservagao da forragem, dividida basicamente em dois grupos, os
microrganismos desejaveis, representados pelas bactérias do acido latico (BAL), e
aqueles indesejaveis, que estao associados as perdas durante a ensilagem, ocasionadas
pela deterioragdo anaerdbia (Clostridium spp.) ou deterioragdao aerdbia (Bacillus spp.
Listeria spp., e fungos filamentosos). O presente trabalho pesquisou a contagem dos
microrganismos indesejaveis em silagem, nas diferentes fazendas da regiao de Lagoa
Formosa-MG, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados das andlises microbioldgicas da silagem de milho da regido de
Lagoa Formosa-MG, 2021

Fungos Bacillus Listeria Clostridium Staphylococcus
Fazendas cereus monocytogenese perfringens aureus

UEC/g UFC/g UEC/g UFC/g UFC/g
Fazenda A  >1,0x 1012 1,0 x 10! >1,0 x 104 auséncia auséncia
Fazenda B auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia
FazendaC  >1,0x102  >1,0x 100 >1,0 x 104 auséncia >1,0x 101
Fazenda D >9,0 x 103 auséncia 4,0 x 102 auséncia auséncia
Fazenda E >1,0 x 1012 auséncia 5,6 x 103 auséncia 5,0 x 10!

Fonte: Resultados analiticos da pesquisa.
Das amostras avaliadas nesta pesquisa, quanto a presenca de fungos, 80% das

amostras apresentaram elevada contagem, com valores acima de 10> UFC/g. Observou-
se, em 20 % das amostras, a presenca de 9x 10° UFC/g. J4 20% das amostras nao
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apresentaram crescimento de fungos. Resultado semelhante a pesquisa de Lopes et al.
(2012), que observou fungo em 100% das amostras. Aproximadamente 94,4% das
amostras apresentaram teor acima de 10* UFC/g para fungos, sendo que 12,71% destas
chegaram a 10® UFC/g. Segundo Pozza (2011), silagens que apresentam contagem de
leveduras superior a 5,0 log/g de silagem sao mais susceptiveis a deterioragao.

Fungos filamentosos tém efeito no valor nutritivo do material ensilado, pois
degradam as silagens, além de produzirem toxinas que afetam o metabolismo e a saude
animal. Em geral, os bolores sao aerobios, exigem pH 6timo (entre 5-6) para crescimento
(POZZA, 2011).

O desenvolvimento de fungos ocorre em silagens, principalmente nas regioes
periféricas do silo. Por esse motivo devem ser eliminadas. Podem ocorrer no interior da
silagem, dependendo de condicoes de pH, matéria seca, compactagao, tipo de forragem,
entre outros fatores. Em consequéncia do desenvolvimento de fungos que produzem
micotoxinas, o oferecimento de silagem contaminada aos animais pode gerar problemas
a saude (OLIVEIRA, 2016).

Fungos sao microrganismos indesejaveis no processo de silagem, pois os
esporos sao capazes de sobreviver a passagem pelo trato digestivo dos ruminantes, e sua
ocorréncia no leite cru tem relagao com alto niimero de esporos nas fezes. A presenga de
Oz promove a proliferacao de microrganismos indesejaveis presentes no material, que se
desenvolvem através das reservas energéticas da forragem, levando a perdas no valor
nutritivo da silagem e redug¢do do consumo pelos animais (SOUSA et al, 2021). Sob
condigOes de aerobiose, leveduras podem oxidar o dcido graxo, gerando aumento do pH
das silagens, permitindo o desenvolvimento de outros microrganismos, como fungos
(OLIVEIRA, 2016).

Em geral, os fungos sao apontados como principais responsaveis pela
deterioragao aerdbia de silagens, com destaque para fungos filamentosos e leveduras.
As populagdes de leveduras em silagens podem variar de < 102 UFC para valores de 10
UFC/ g forragem num intervalo de tempo de 3 dias. Além disso, a vulnerabilidade da
silagem para deterioragao aerdbia é fungao da populagao de leveduras. Caso a silagem
apresente populacdes acima de 10° UFC/g forragem, o problema da deterioragao ja estara
instalado no sistema (SOUSA et al., 2021).

Em relacdo a presenca de Bacillus cereus, foi verificado o crescimento desse
microrganismo em 60% das amostras, com elevada contagem em 20% das amostras de
silagem de milho estudadas. A populagao de Bacillus cereus variou de 1,0 x 10'UFC em
40% das amostras avaliadas, e nao apresentaram crescimento de Bacillus cereus em 40%
das amostras.

Esse resultado se assemelha ao estudo de Santos (2016), que encontrou a
presenga do microrganismo em 64,8% das amostras estudadas. A populagdao média de
microrganismos aerdbios formadores de esporos foi de 4,09 log UFC.g-1, variando entre
0,00 e 6,19 log UFC.g-1. Em 64,8% das amostras avaliadas, a populacdo encontrada
desses microrganismos foi acima de 4,01 log UFC.g-1.

Segundo Oliveira (2016), a presenca de Bacillus cereus nas silagens de milho
pode variar de 10° a 10 esporos por g-1 de silagem. Altos niveis de esporos
frequentemente estao presentes nas camadas superficiais do silo. Microrganismos do
género Bacillus cereus conseguem fermentar uma variedade grande de carboidratos a
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acidos organicos, como etanol, 2,3-butanodiol e glicerol. Esses compostos nao possuem
um efeito na preservacao da silagem, e essas bactérias competem com as BAL pelos
carboidratos.

A silagem se contamina com esse agente, principalmente pelo carreamento de
terra para interior do silo, e a presenga aumenta consideravelmente quando ¢ utilizado
dejeto de animais na lavoura (NOVINSKI, 2013). Em um estudo realizado por Rammer
et al. (1994), constatou-se que, utilizando-se 28 dejetos de bovinos em lavouras de milho
destinadas para produgdo de silagem, percebeu-se uma elevacdo no numero desses
microrganismos na forragem, chegando a 10° UFC/g de matéria natural.

Da mesma forma, as camadas préximas da superficie podem apresentar uma
quantidade maior de Bacillus cereus em relagao as por¢des mais profundas, devido a
maior condigao anaerobia encontrada nessas dreas. A preocupacao com a presenca desse
microrganismo na silagem esta relacionada com os estagios iniciais de deterioracao e
com os riscos que podem causar para saude humana e dos animais, contaminados via
ingestdo de leite (NOVINSKI, 2013). Tal microrganismo é indesejavel ao processo, pois
0s esporos sao capazes de sobreviver a passagem pelo trato digestivo dos ruminantes, e
sua ocorréncia no leite cru tem sido associada a alto niimero de esporos nas fezes
(OLIVEIRA, 2016).

Neste estudo, a Listeria monocytogenes foi isolada em 80 % das amostras de
silagem de milho. Constatou-se elevada contagem, com valores superiores a 10* UFC/g
em 40% das amostras, e um intervalo de 4,0 x 102 a 5,6 x 10° UFC/g em 40% das amostras
analisadas. Em 20% das amostras, nao foi verificado o crescimento desse microrganismo.
Esse resultado ¢ semelhante ao encontrado por Vilar et al (2007), que detectaram Listeria
spp. em 33,7% das amostras de silagem. Também Oliveira (2016) observou, em 46,66%
das amostras, a presenga de Listeria monocytogenes. Os resultados concordam com os
resultados obtidos por Konosonoka et al. (2012), que encontraram Listeria monocytogenes
em 29,2% das amostras.

Lopes (2012) observou contaminagdo por Listeria monocytogenes das silagens
estudadas e relatou que teores acima de 10* UFC/g caracterizam a silagem como de ma
qualidade. O crescimento e a sobrevivéncia de Listeria monocytogenes na silagem sao
determinados pelo grau de anaerobiose e o pH da silagem. As bactérias Listeri
monocytogenes podem suportar valores de pH de 3,8 a 4,2 por longos periodos se o
oxigénio estiver presente, mesmo que em baixos niveis.

Compreende-se que a presenca e o desenvolvimento da bactéria Listeria
monocytogenes em forragens ensiladas estd relacionado ao pH. Esse microrganismo nao
se desenvolve em pH inferior a 5,2. Em silagens com o pH elevado, podera ocorrer
desenvolvimento de Listeria monocytogenes. A contaminagao com Listeria monocytogenes
ocorre com mais frequéncia nas regides periféricas do silo onde ha mais alteragdes na
conservagao da silagem. Portanto, deve-se proceder a eliminagao dessa silagem mal
conservada para se evitarem problemas de contaminacao (SILVA, 2002).

A silagem que é obtida pelo processo de fermentacao natural também esta
frequentemente associada a listeriose animal. Doenca infecciosa causada pelo
microrganismo Listeria monocytogenes, que pode infectar pessoas e animais e manifestar-
se de forma severa, meningite, encefalite, aborto ou septicemia. Grande parte da
contaminacao é por L. monocytogenes, que ocorre em zonas onde o desenvolvimento de
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bolores ¢ evidente. A silagem ainda pode contaminar o leite durante a ordenha. O leite
pode se tornar veiculo de listeriose humana, caso o tratamento térmico do leite nao seja
efetivo (LOPES, 2012). Os animais podem infectar-se pela ingestdo de alimentos
contaminados como silagem, pasto, palha e outros tipos de alimentos (SILVA, 2002).

Nao houve crescimento de Clostridium perfringens nas amostras das cinco
fazendas analisadas neste estudo. No entanto, Jobim et al. (2008) encontrou, em seu
estudo, esporos de Clostridium perfringens de 0,1 e 0,2 log UFC/g, respectivamente, em
silagens de espigas e de graos, sendo considerados baixos tais valores. Os resultados
observados estdao em concordancia com a expectativa de uma baixa contaminacao por
esse género de bactérias, pois as caracteristicas das silagens ndo favorecem o seu
desenvolvimento. Segundo Woolford (1972), a baixa contaminac¢do por bactérias do
geénero Clostridium spp. pode ser creditada ao alto teor de matéria seca das silagens. Os
Clostridium perfringens sao sensiveis a pressao osmotica, tendo sua atividade reduzida
em silagens com alto teor de MS.

Clostridiuns spp. sao microrganismos anaerobios obrigatorios, e os seus efeitos
sobre a qualidade da silagem normalmente ocorrem depois de as BAL pararem de
crescer ativamente no silo. O principal produto da sua fermentagao ¢ o acido butirico
(AB), como também &cido acético (AA), acido propidnico (AP) e etanol. Possuem efeito
negativo sobre a qualidade da silagem, liberando CO2, gerando perdas de massa seca
(MS) e energia, principalmente quando o pH se encontra acima de cinco e elevado teor
de umidade (MACEDO et al, 2017). Segundo Oude Elferink et al. (1999), uma silagem
com atividade tipica clostridiana possui como caracteristicas altas concentragdes de
acido butirico (>5 g/kg MS), alto pH (> 5), baixos teores de MS e alto teor de amonia e
amina (MOMBACH, 2014).

E um microrganismo indesejavel em silagens, pois competem com as bactérias
acido-laticas durante a fermentagao, produzindo acido acético e butirico, que ndo tém o
mesmo potencial de redugao do pH das silagens (MOREIRA et al, 2018). De acordo com
Silva (2002), Clostridium perfringens atua contra a preservagao, por meio da destrui¢ao do
acido latico, levando a aumento no pH. Além disso, a fermentagao clostridica pode
resultar em subprodutos da degradacdao de proteinas, como as aminas e amonia que
podem restringir o consumo (SILVA, 2002).

A presenga de Clostridium perfringens em silagens esta relacionada a qualidade
do leite. Devido ao fato de os esporos de Clostridium perfringens serem capazes de
sobreviver a passagem pelo trato digestivo de uma vaca, podem ser transferidos para o
leite, via contaminacao fecal do ubere (SANTQOS, 2016).

Na pesquisa realizada, foi verificada a presenga de Staphylococcus aureus em 40%
das 5 amostras de silagem de milho pesquisadas. Devido a auséncia de trabalhos com
pesquisa de Staphylococcus aureus em silagem de milho, ndo foi possivel fazer
comparagao dos resultados com outros autores.

Amplamente distribuidos no ambiente, os Staphylococcus aureus fazem parte da
microbiota normal da pele e mucosas de pessoas sadias. O Staphylococcus spp. € um dos
agentes mais comuns responsaveis por surtos de intoxicagao alimentar. O S. aureus € um
dos principais agentes causadores de infec¢des na glandula mamadria de vacas
produtoras de leite, sendo considerado o microrganismo patogénico mais
frequentemente isolado de leite cru e em quadros de mastite (PRADO et al., 2015).
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5 CONCLUSAO

Apesar de ter sido registrada uma baixa contagem de Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus, o presente estudo constatou que, as silagens de milho da regiao de
Lagoa Formosa apresentaram uma qualidade microbiologica insatisfatdria, devido a
elevada presenca de Listeria monocytogenes e fungos. A elevada contagem de Listeria
monocytogenes caracteriza a silagem como de ma qualidade. Pode infectar pessoas e
animais. Sua contaminagao ocorre nas regioes periféricas do silo, onde ha crescimento
de fungos e alteragdes na conservagao da silagem.

Conclui-se que a qualidade microbioldgica esta relacionada ao elevado
crescimento de fungos, sendo estes mais susceptiveis a deterioragao da silagem e ao
crescimento de outros microrganismos indesejaveis como a Listeria monocytogenes.
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