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Resumo: O milho é o cereal empregado na alimentagdo animal. As boas praticas de ensilagem
sdo importante fator para a qualidade do processo, exercendo grande influéncia sobre a
qualidade final do silo. O estudo objetivou avaliar a qualidade microbioldgica quanto a
identificacdo dos microrganismos envolvidos na deterioragdo anaerobica e aerdbica no processo
de silagens. Foram coletadas assepticamente 5 amostras de silagem de milho de silos recém-
abertos, localizados em fazendas da regidao de Patos de Minas, no periodo de julho de 2021. As
amostras foram preparadas e submetidas a dilui¢des seriadas. A partir das dilui¢des, foram
realizadas as inoculagdes em meios de cultura especificos para identificagdo da contagem dos
microrganismos: Clostridium perfringens, fungos, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus. Os resultados demonstraram que 20% das amostras apresentaram
Clostridium spp. Em 100% das amostras, verificaram-se elevado crescimento fungico, Bacillus
cereus, Listeria monocytogenes e Staphylococcus. Concluiu-se que as silagens de milho coletadas nas
fazendas da regiao de Patos de Minas —- MG apresentaram qualidade microbioldgica insatisfatéria
por deterioragao anaerdbia, devido a presenga de Clostridium encontrada na fazenda E, e por
deterioragdo aerdbia, pela elevada contagem de fungos, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus, encontrados nas silagens de milho de todas fazendas.
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Abstract: Corn is the cereal used for animal feed. Good silage practices are an essential factor in
the quality of the process, exerting significant influence on the final quality of the silo. This study
aimed to evaluate the microbiological quality regarding identifying microorganisms involved in
anaerobic and aerobic deterioration in the silage process. Five samples of corn silage were
aseptically collected from newly opened silos located on farms in the Patos de Minas region in
July 2021. The samples were prepared and submitted to serial dilutions. From the dilutions, we
performed inoculations in specific culture media to identify the count of microorganisms:
Clostridium perfringens, fungi, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, and Staphylococcus aureus. The
results showed that 20% of the samples had Clostridium spp. In 100% of the samples, verified high
fungal growth, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, and Staphylococcus. It was concluded that
corn silages collected from farms in the region of Patos de Minas - MG presented unsatisfactory
microbiological quality by anaerobic deterioration and aerobic deterioration. The first due to the
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presence of Clostridium in farm E, and the second due to the high count of fungus, Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, and Staphylococcus aureus found in the corn silages from all farms.
Keywords: Corn silage. Microorganisms. Quality.

1 INTRODUCAO

As caracteristicas morfologicas do milho (Zea mays L.) influenciam em seu
préstimo, tornando-o um alimento com grande relevancia econémica. Dessa forma, o
cereal ¢ empregado em diversas dreas, incluindo alimentacao animal e dieta humana e
detém alto valor energético em sua composi¢ao quimica (PAES, 2006).

Sao inumeras as maneiras de o milho ser processado; sendo assim, todos os
produtos finais oriundos do cereal sdo destinados a diferentes areas de consumo, com
destaque ao mercado do consumo animal. A silagem € inserida na alimentacdo de
bovinos leiteiros e de corte, além da utilizagdo em ragdes para consumo deles (PAES,
2006).

A qualidade da alimentagao do rebanho tornou-se uma preocupacgao constante
dos pecuaristas, devido a importancia de manter a satide animal, como também a
qualidade dos animais. E notério que, em periodos de veranicos, o uso de silagem, em
especial a de milho, é um grande aliado na nutrigao animal (CRUZ, 1998). A demanda
pela produgcao da silagem de milho se da pela presenga de caracteristicas bromatologicas
que cumprem com o valor nutritivo destinado aos animais (NUSSIO et al., 2001).

O processo de ensilagem consiste na conservagao de alimentos, em ambientes
umidos ou parcialmente secos, de forma anaerdbica, que causa uma redugao na
respiragao celular e consequente favorecimento da proliferacdo de bactérias laticas. Essas
bactérias produzem acidos organicos, como o acido latico, resultando no abaixamento
do pH (MACEDO et al., 2017).

Sendo assim, a proliferagio de microrganismos associados a deterioracao
anaerobia tem os seus efeitos sobre a qualidade da silagem. Normalmente tais
microrganismos ocorrem muito tempo depois de as bactérias acido-laticas (BAL)
pararem de crescer ativamente no silo. Entre os microrganismos que podem causar a
deterioracao anaerdbia estdo as bactérias do género Clostridium. Estas tém efeito
pronunciado na qualidade da silagem se a temperatura for de 43 a 47°C, juntamente com
o pH 6timo entre 6,0 a 7,0. Este tipo de fermentac¢do representa significativa perda de
matéria seca, pois seus produtos reduzem a aceitabilidade das silagens, decrescendo o
consumo de matéria seca (NOVINSKI, 2013).

Quando ocorre a abertura do silo e inicia-se o fornecimento aos animais, o
ambiente anaerdbico é substituido pelo aerdbico, rapidamente. Sob essas condigdes,
certos microrganismos que estavam dormentes, na auséncia do oxigénio, multiplicam-
se, resultando em deterioracao aerdbia da silagem (SANTOS, 2016).

Sendo assim, diferentes microrganismos podem causar a deterioracao aerobia,
entre eles os fungos sdo os mais persistentes. Os fungos sao microrganismos estritamente
aerobicos, e sua presenca na silagem é facilmente detectada pela presenca de grandes
estruturas filamentosas e esporos coloridos (MOMBACH, 2014). Seu crescimento estd
associado a penetracao de ar durante a fase de armazenamento, mas, principalmente,
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durante a fase de abertura do silo, na qual ha maior difusao do oxigénio no material
ensilado (SANTOS, 2016).

Outros microrganismos isolados em silagens de milho que causam deterioragao
aerobia sdao os Bacillus spp. Essas bactérias sao aerobias ou anaerdbias facultativas,
produzem esporos e competem com as BAL por substratos fermentesciveis. Estao
envolvidas na deterioracao inicial da silagem (PAHLOW et al., 2003).

A ocorréncia em silagens do género Listeria spp e de microrganismos aerdbios
ou anaerdbios facultativos tem sido associada a deterioragao aerdbia (CAMARA et al.,
2014). Para Camara e seus colaboradores (2014), o crescimento e a sobrevivéncia de
Listeria spp. na silagem sao determinados pelo grau de anaerobiose e pelo pH dela.

Ainda com relagdo a essa deterioracao, estdao envolvidos também os
Staphylococcus. As boas praticas de ensilagem sao importante fator para a qualidade do
processo; no entanto, a microbiota abundante da silagem exerce grande influéncia sobre
a qualidade do processo de conservagao da forragem. A alteragdo da qualidade
nutricional dos graos presentes na silagem deve-se a atividades aerdbias de
microrganismos oriundas da abertura do material, transformando o agticar em &lcool,
danificando as propriedades da forragem (SENGER et al., 2005).

Para obter qualidade na silagem de milho, deve-se levar em consideracao
caracteristicas do grao, como também o manejo do cultivo do milho, as caracteristicas
das folhas, das palhas, dos graos, do colmo e do sabugo, além dos demais componentes
do milho (NUSSIO, 1991).

O presente trabalho objetivou avaliar a qualidade microbioldgica quanto a
identificacdo dos microrganismos envolvidos em deterioragao anaerobica e aerdbica, no
processo de silagens de milho da regiao de Patos de Minas.

2 METODOLOGIA

Trata-se de uma pesquisa analitica e descritiva, de cunho quantitativo. A
metodologia obedeceu ao disposto pelo método ISO 11290-2:1998 amendment 1:2004.
Foram coletadas 5 amostras de silagem em frascos estéreis, a 10 cm de profundidade, em
diversos pontos de 5 silos recém-abertos, localizados na regido de Patos de Minas, no
periodo de julho de 2021. As amostras coletadas foram identificadas e acondicionadas
em recipientes isotérmicos e transportadas ao Laboratério de Microbiologia situado no
bloco D, do Centro Universitario de Patos de Minas - UNIPAM.

As amostras de silagem de milho foram preparadas e submetidas em dilui¢des
seriadas. Foram transferidos assepticamente 25ml de cada amostra para 225 ml de
diluente 4gua peptonada tamponada (APT). Homogeneizou-se e obteve-se a dilui¢ao
(10- ). Posteriormente, foram adicionados 10 ml dessa dilui¢ao a um frasco contendo 90
ml de APT e obteve-se a diluigao (10-2). Em seguida da diluigao (10-?), retiraram-se 10 ml
e transferiu-se esse conteudo para outro frasco contendo 90 ml de APT, obtendo-se a
diluigao (1079).
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2.1 ANALISES MICROBIOLOGICAS DOS MICRORGANISMOS ASSOCIADOS A
DETERIORACAO ANAEROBIA

2.1.1 Contagem de Clostridium spp

A contagem baseou-se na inoculacao de 1ml de cada amostra das trés diluigdes
seriadas das amostras em superficie de placas, contendo Agar Triptona Sulfito
Cicloserina (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, adicionou-se uma sobrecamada do mesmo meio. Aguardou-se
a solidificagdo da sobrecamada do meio e incubou-se a 35- 37 °C por 24 h em atmosfera
anaerobia. Houve a contagem das colonias presuntivas: selecionaram-se as placas e
contaram-se as colonias tipicas de coloragao pardas a pretas. Para confirmacao, foi
realizado o método de coloracao de Gram.

2.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS DOS MICRORGANISMOS ASSOCIADOS A
DETERIORACAO AEROBIA

2.2.1 Contagem de fungos filamentosos

A contagem baseou-se na inoculagao das dilui¢des desejadas das amostras pela
técnica de semeadura em profundidade (método de “Pour Plate”). Essa técnica foi
utilizada para se determinar a populagio de bolores e de leveduras, utilizando Agar
batata dextrose (PDA) e incubacgao a 27° C, por 5 dias.

Inoculou-se, das trés diluicoes seriadas de cada amostra, Iml da amostra em
placas vazias, e foi adicionado o meio de cultura PDA, incubado a 25° C, por 3 dias. A
contagem padrao em placas determinou o nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC) por grama ou mililitro.

2.2.2 Contagem de Bacillus spp

Utilizou-se o preparo das amostras e dilui¢oes seriadas para andlises em
silagem.

Inoculou-se 1 ml das trés dilui¢des seriadas de cada amostra na superficie de
placas, contendo Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP), previamente
preparadas. Espalhou-se o indculo com uma alga de drigalski, das placas de maior para
menor diluigao, até que o excesso do liquido tivesse sido absorvido. Incubou-se a 30 - 31
°C por 24 h. Selecionaram-se as placas que apresentaram crescimento para contagem das
colonias presuntivas, através da contagem das coldnias tipicas de coloragao rdsea com
grande halo opaco de precipitagao. A confirmacao deu-se através de provas bioquimicas
e de coloracao de Gram.
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2.2.3 Contagem de Listeria spp

A contagem foi realizada através da inoculagao das dilui¢oes seriadas em placas
com meio de cultura Agar Listeria Ottaviani&Agosti (ALOA) previamente preparadas.
Espalhou-se o indculo com uma alca de drigalski, das placas de maior para menor
diluicao, até que o excesso do liquido fosse absorvido. Posteriormente incubou- se a 36
°C 1 °C, por 48 horas.

Apos o periodo de incubagao, foi realizada a contagem na diluicao possivel.

As colonias tipicas apresentaram coloragao verde-azulada com halo. Foram
realizadas provas confirmatorias através da prova positiva da coagulase e coloragao de
Gram positivo.

2.2.4 Contagem de Staphylococcus

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

Para as provas confirmatdrias, foram realizados os testes de coagulase e catalase
positiva e coloracao pelo método de Gram.

3 RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados foram obtidos por meio da contagem dos microrganismos que
estdo associados as perdas durante a ensilagem, ocasionadas pela deterioracao
anaerobia, os Clostridium spp., e por microrganismos que estavam dormentes. Na
auséncia do oxigénio e com abertura do silo, transmudou-se o ambiente, favorecendo a
presencga de fungos filamentosos, Bacillus spp., Listeria spp. e Staphylococcus, propiciando
deterioracao aerdbia.

A partir da interpretacdo dos resultados, demonstrados na Tabela 1, foi possivel
constatar os microrganismos envolvidos na deterioragao anaerdbia nas silagens de milho
de cinco fazendas na regidao de Patos de Minas - MG.
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Tabela 1: Contagem dos microrganismos que estao associados deterioracao anaerdbia,
da silagem de milho da regido de Patos de Minas-MG, 2021
MICRORGANISMO
FAZENDAS | Clostridium perfringens
*VMP: 1,0 x 10! **UFC/g

Fazenda A <1.0x10' UEC/g
Fazenda B <1.0 x10' UFC/g
Fazenda C <1.0 x10' UFC/g
Fazenda D <1.0x10' UEC/g
Fazenda E 3.0 X 102 UFC/G

* VMP: Valor Maximo Permitido, comparado com estudo de outros autores. ** UFC: Unidade
Formadora de Coldnias.
Fonte: resultados analiticos da pesquisa.

Foi constatada a presenca de 3.0 x 102 UFC/g de Clostridium perfringens, somente
na fazenda E. Nas demais fazendas, nao foi identificado esse microrganismo, com
contagem < 1.0 x 10" UFC/g. Resultados semelhantes foram observados nas analises de
Jobim et al. (2008). Encontraram-se 0,1 UFC/g de Clostrideos na silagem de espigas de
milho e 0,2 log UFC/g na silagem de graos de milho, valores considerados baixos,
seguindo a estimativa para esse género. Os aspectos das silagens nao sao propicios ao
desenvolvimento dessas bactérias. Ainda, Jobim et al. (2008) mencionam que a baixa
contaminacao pelo género Clostridium pode ser explicada pelo alto valor de matéria seca
aliado ao pH reduzido das silagens.

Tosi et al. (1982), em seus estudos, concluiram que a acidez da silagem impediu
a proliferacao dos esporos de Clostridium. Conforme afirmam Mahanna (1994) e Pedroso
(1998), a umidade elevada também influencia no desenvolvimento de Clostrideos. Além
disso, sdo vulnerdveis a pressao osmotica (Woolford, 1972).

Segundo Gongalves (2011), Clostridium spp. sao classificadas como bactérias
anaerobicas e possuem potencial para afetar a qualidade da silagem de milho, visto que
fermentam acticares e acido latico, resultando em acido butirico e aminas. Sendo assim,
a fermentacao reflete expressivamente na perda de matéria seca da silagem, bem como
atenua a aceitabilidade das silagens pelos animais, provocando o declinio no consumo
de matéria seca. Essas bactérias sdao dependentes do potencial hidrogenionico (pH) do
meio, desenvolvendo-se em pH 6,0 a 7,0. Em ambientes com pH reduzido, o seu
crescimento € inibido (GUIM, 2002).

Os resultados demonstrados na Tabela 2 representam os microrganismos
envolvidos na deterioracao aerdbia das silagens de milho de cinco fazendas da regiao de
Patos de Minas — MG.
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Tabela 2: Contagem dos microrganismos pesquisados que estao associados a
deterioragao aerdbia da silagem de milho da regiao de Patos de Minas-MG, 2021

MICRORGANISMOS UFC/g
FAZENDAS Fungos Bacillus cereus Listeria Staphylococcus
monocytogenese aureus

*VMP: 1,0x108 | *VMP: 4,0x10? *VMP: 1,0x104 *VMP: 1.0x1012
Fazenda A >1,0 x 108 3,2 x 108 >1,0 x 104 >1,0 x 1012
Fazenda B >1,0 x 108 >1,0 x 1012 >1,0 x 104 >1,0 x 1012
Fazenda C >1,0 x 108 6,2 x 106 >1,0 x 104 >1,0 x 1012
Fazenda D >1,0 x 108 >1,0 x 1012 >1,0 x 104 >1,0 x 1012
Fazenda E >1,0 x 1012 1,2 x 10¢ >1,0 x 104 >1,0 x 1012

* VMP: Valor Maximo Permitido, comparado com estudo de outros autores.
Fonte: resultados analiticos da pesquisa.

Das amostras analisadas, verificou-se elevada contagem de fungos em 100% da
silagem de milho de todas as fazendas, com valores acima de 1.0 x 102 UFC/g. Ao se
compararem os resultados dessa pesquisa, percebe-se semelhanca com o estudo de
Eneias et al. (2020): ao avaliar 100% das amostras, em 93% foi identificada a presenga de
fungos. Em Lopes et al. (2012), verificaram-se fungos em 100% das amostras analisadas,
cerca de 94,4% apresentaram contagem maior que 10* UFC/g, 12,71% atingiram 108
UFC/g.

No experimento de Jobim (2008), houve crescimento de fungos na silagem de
espigas de milho, sendo, em média, maior desenvolvimento de fungos (2,6 log UFC/g)
ao se comparar com a silagem de graos umidos (1,9 log UFC/g), em razao da maior
porosidade encontrada na silagem de espiga. Ashbel e Lisker (1988), em seus estudos,
encontraram 6,5 log UFC/g oriundos da planta do milho. Contudo, ao se analisarem
outros resultados de estudo posterior ao de Ashbell et al. (1991), verificou-se o valor de
9,1 log UFC/g de silagem da planta de milho.

Conforme Bryden (2012), a existéncia de fungos nas silagens possivelmente esta
relacionada com o manejo inapropriado no processo de ensilagem, como na
compactagdo, na vedagao e no fechamento. Visto que os fungos sao microrganismos
aerobios (MOMBACH, 2014), o seu desenvolvimento esta correlacionado com o contato
de algumas regides com o oxigénio, na etapa de armazenamento, ou seja, com a ma
vedacao da silagem, como também com o processo de abertura do silo, em que ocorre
maior dispersao de ar dentro da massa ensilada (PEREIRA; SANTOS; 2006).

No entanto, antes do processamento da silagem, o milho apresenta chances de
ser contaminado por fungos, seja na etapa de plantacdo, na colheita, no transporte e
ainda no armazenamento, desde que a ambiéncia se encontre favoravel para seu
desenvolvimento (FRISVAD et al., 2006). A presenga desse microrganismo influencia
negativamente na qualidade do produto, detendo a capacidade de causar danos a saude
do animal (ENEIAS et al., 2020). Segundo Woolford (1990), existe um consenso a respeito
de fungos e leveduras, sendo considerados como o0s principais microrganismos
relacionados a deterioragao aerobia das silagens.

Mediante as analises de Bacillus cereus nas silagens de milho, verificou-se que
100% das amostras apresentaram elevada contagem desse microrganismo. Nas fazendas
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B e D, os valores ficaram acima de 1,0 x 10 UFC/g.; na fazenda A, constatou- se um
crescimento de 3,2 x 10° UFC/g; na fazenda C, de 6,2 x 10° UFC/g; na fazenda E, de 1,2 x
10¢ UFC/g, sendo esses valores propicios a formagao de esporos.

Conforme Bianchet et al. (2020), no estudo da silagem de farelo imido de gluten
de milho, verificou-se um crescimento gradativo de Bacillus cereus apos a abertura da
ensilagem entre o 0 e 3? dia, obtendo-se os seguintes valores: 0,6; 1,2; 5,6; 6,9log UFCg-1,
respectivamente. Segundo o estudo de Santos (2016), a média de microrganismos
aerobios capazes de formar esporos, entre eles Bacillus cereus, foi 4,09 log UFC.g-1,
oscilando entre 0,00 e 6,19 log UFC.g-1. Além disso, em 64,8% das amostras, a populagao
identificada foi superior a 4,01 log UFC.g-1.

Essas bactérias sao gram positivas e possuem habilidade em formar esporos e
se desenvolvem em ambientes aerdbios. Entretanto, mesmo que consigam se
desenvolver em meios anaerdbios, nao manifestam atividade relevante no decorrer do
processo de fermentagao da silagem (SHINGFIELD et al., 2005).

Shingfield et al. (2005) mencionam que, entre as varias espécies encontradas na
silagem, o Bacillus cereus ¢ considerado o mais alarmante do género, em fungao da sua
aptidao em sobreviver a pasteurizagao do leite; a toxina sintetizada pelo B. cereus é capaz
de causar intoxicacao alimentar em humanos através do consumo de derivados do leite
contaminado. Pahlow et al. (2003) afirmam que os esporos desses microrganismos
sobrevivem durante a passagem pelo sistema digestorio dos ruminantes. Além disso,
sua presenga no leite cru pode estar associada ao elevado nimero de esporos nas fezes.

Os resultados do estudo, em relagao a presenca de Listeria monocytogenes,
apresentaram valores elevados, acima de 1,0 x 10* UFC/g em 100% das amostras
analisadas. No trabalho de Ryser et al. (1997), identificou-se a presenga de Listeria spp.
em 83% das amostras de silagem de milho que possuiam alta qualidade, além de pH
entre 3,8 e 4,2. Em Lopes et al. (2012), identificou-se, em 100%, L. monocytogenes no
material analisado, contudo, a presenca de niimeros acima de 10* UFC/g indicam ma
qualidade da silagem.

Oliveira (2016) constatou a presenga desse microrganismo em 46,66% das
amostras. Corrot (1998) cita que a presenga de Listeria monocytogenes nas silagens esta
diretamente associada ao pH, posto que essa bactéria nao evolui nas situagdes em que o
pH se encontra menor que 5,2. Além disso, a elimina¢do desse microrganismo ocorre em
ambiente dcido. Ademais, o crescimento de L. monocytogenes ocorre em condi¢oes de pH
alcalino, exceto quando o teor de matéria seca se encontra aumentado.

Doyle (1988) relata que a temperatura ideal para o crescimento se situa entre 30
°Ce 37 °C, porém, segundo Welbourn & Williams Junior (1999), esse microrganismo esta
preparado para se desenvolver entre 0 °C e 45 °C, possuindo capacidade de proliferar
mesmo em situagoes de refrigeragao.

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se a presenca de Staphylococcus
aureus em 100% das amostras coletadas, com valores acima de 1,0 x 10> UFC/g. Os
Staphylococcus fazem parte da microbiota normal da pele e mucosas de pessoas sadias, é
um dos agentes mais comuns e responsaveis por surtos de intoxicagao alimentar. E um
dos principais agentes causadores de infec¢des na glandula mamadria de vacas
produtoras de leite, considerado o microrganismo patogénico mais frequentemente
isolado de leite cru e em quadros de mastite (PRADO et al, 2015).

159 ‘ Revista Perquirere, vol. 19, n. 2, 2022



QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE SILAGEM DE MILHO PRODUZIDA NA
REGIAO DE PATOS DE MINAS - MG

Em virtude da escassez de referencial abordando a presenca ou a auséncia de
Estafilococos na silagem de milho, ndo foi possivel realizar a comparagao de resultados
de autores com o presente estudo.

6 CONCLUSAO

Concluiu-se que as silagens de milho coletadas nas fazendas da regiao de Patos
de Minas — MG apresentaram qualidade microbioldgica insatisfatoria por deterioragao
anaerobia, devido a presenga de Clostridium encontrada na silagem da fazenda E, e por
deterioragao aerobia, devido a elevada contagem de fungos, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus, encontrados nas silagens de milho de todas
fazendas. A presenca desses microrganismos inicia-se com a abertura do silo,
transmudando o ambiente anaerdbico para aerdbico. Com a presenca de oxigénio, os
microrganismos que estavam dormentes multiplicam-se, alterando a qualidade da
silagem.
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