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APRESENTACAO

O livro abrange temas relevantes relacionados a satde animal, parasitologia,
comportamento animal e producédo de forragens. E estdo divididos em volume
Il e volume Ill somando 52 capitulos. Nestes foram descritos relato de caso,
experimentos e revisdes. Que contém informagdes importantes para o entendimento
do leitor, proporcionando uma visdo clara e completa de todo conteudo a ser
abordado. No volume Il e lll, estédo descritos assuntos como o comportamento,
cognicéo e aprendizagem em cées, avaliagdo de carrapaticidas quimicos, produgéo
de forragem, coccidiose aviaria, diagnostico de tumores de pele em animais
domeésticos entre outros.

Os estudantes dos cursos das agrarias tém a sua disposicao uma literatura
cientifica ampla e aprofundada sobre os assuntos de maior vigéncia na atualidade.
E um livro que aborda as mais diversas areas da Medicina Veterinaria e da produgéo
animal, tornando os seus capitulos indispensaveis para uma atualizagdo dos
profissionais da area.

Nas ultimas décadas houve grande aumento no nimero de grupos de pesquisa
e publicagbes sobre comportamento, cognicao e bem-estar de cées. Trazendo o
foco nos novos conhecimentos gerados, nas dificuldades de compreensao desse
conhecimento e as iniciativas que parecem poder suplantar as dificuldades.

Com tudo, a diversidade de assuntos abordados nos volumes Il e llI
apresentam capitulos com pesquisas, relatos, objetivos e resultados, desenvolvidos
por diversos pesquisadores, professores, profissionais e estudantes. Como uma
maneira de expandir a pesquisa cientifica como uma fonte importante para auxiliar
na atualizacdo de todos que buscam uma fonte segura e atualizadas sobre a ciéncia
animal.

Alécio Matos Pereira
Sara Silva Reis
Wesklen Marcelo Rocha Pereira
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RESUMO: A produgédo de silagem até o
produto final e fornecido aos animais apresenta
varios impasses que implicam em qualidade
quimica e microbiologica, favorecendo, assim,
0 crescimento de microrganismos indesejaveis,
alterando a biogquimica do valor nutricional do
alimento fornecido na dieta, além de grande
relevancia quanto a presenca de microrganismos
patogénicos em silagens sobre os produtos
lacteos produzidos. O objetivo do presente
trabalho é quantificar isolar, e identificar a
populagdo dos principais microrganismos
considerados deteriorantes e nocivos presentes
em amostras de silagem de milho produzidas
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na regido Extremo-oeste de Santa Catarina.
O estudo foi realizado no periodo de margo de
2017 a marco de 2018, através de um estudo
quali-quantitativo no Laboratério de Microbiologia
(LAMIVET), posteriormente os dados foram
tabulados. Os resultados apontaram a presenca
e variagdo de microrganismos em log UFCg-
1 de silagem como Clostridium butyricum,
Lactobacillus sp, enterobactérias e Bacillus
cereus. A contagem de leveduras e clostridios,
além das enterobactérias encontradas permite
observar que a presenca desses microrganismos
pode influenciar negativamente a qualidade da
silagem.

PALAVRAS-CHAVE: Silagem.
Microrganismos deteriorantes.

Qualidade.

QUALI- QUANTITATIVE STUDY OF
DETERIORANT MICRO — ORGANISMS
PRESENT IN SILAGENS PRODUCED IN
THE EXTREME — WEST CATARINIAN.
IMPACT ON MICROBIOLOGICAL
QUALITY

ABCTRACT: The production of silage up to the
final product and supplied to the animals presents
several impasses that imply chemical and
microbiological quality, thus favoring the growth
of undesirable microorganisms, altering the
biochemistry of the nutritional value of the food
provided in the diet, and of great relevance for the
presence of pathogenic microorganisms in silages
on the dairy products produced. The objective
of the present work is to quantify the isolation
and identification of the main microorganisms
considered to be harmful and damaging in
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samples of corn silage produced in the extreme-western region of Santa Catarina.
The study was conducted from March 2017 to March 2018, through a qualitative and
quantitative study in the Laboratory of Microbiology (LAMIVET), after which the data
were tabulated. The results indicated the presence and variation of microrganisms in
log UFCg-1 of silage as Clostridium butyricum, Lactobacillus sp, enterobacteria and
Bacillus cereus. The yeast and clostridial count, besides the enterobacteria found,
allowed to observe that the presence of these microorganisms can negatively influence
the silage quality.

KEYWORDS: Silage. Quality. Deteriorating microrganisms.

INTRODUCAO

A qualidade da silagem é resultado da espécie forrageira a ser ensilada e
dos fatores de manejo da cultura e tecnologia na ensilagem. No que se refere a
composi¢cao quimica e microbioldgica, tem relagéo direta com a qualidade da dieta
fornecida ao animal. A influéncia da qualidade final da silagem esta associada a
idade da espécie forrageira a ser ensilada, o teor de matéria seca, procedimentos
utilizados na ensilagem (tamanho da particula, a compactacao do silo exaurindo
a presenca de oxigénio), fatores que alteram a composicdo do produto final
acarretando diretamente na alimentagéo dos animais (MACEDO et al. 2017).

Além desses fatores, é altamente relevante na producéo de leite com uso
de silagem a qualidade higiénico-sanitaria da forragem (JOBIM, 2003). O leite,
em qualquer situagcédo, deve ser produzido em condicbes de maxima higiene e,
em situacdes de uso de silagem de baixa qualidade sanitaria, a forragem pode
constituir um dos principais veiculos de contaminagdo ambiental e do leite com
microrganismos. Portanto, a vida util do leite na prateleira comega com o manejo
nutricional da vaca, ou mais, come¢ca com 0 manejo adequado na produgcado e
utilizacdo da silagem. A ensilagem de forragem € um processo de conservagéo que
tem como objetivo final reduzir as perdas do valor nutricional e permitir o suprimento
de alimentos de qualidade durante os periodos de seca (JOBIM, 2006). Poucos
estudos tém avaliado a ocorréncia de microrganismos deteriorantes naturalmente
encontrados em silagem de forrageiras como o milho, sorgo ou capim. A qualidade
da forragem é determinada em grande parte pelo tipo de atividade microbioldgica
durante a ensilagem e utilizacdo da silagem. Na atividade leiteira, especialmente em
situagdes em que ha predominancia de fermentacdes secundarias, 0s prejuizos sdo
maiores em relagdo a producdo e qualidade do leite. Em primeiro lugar, destaca-
se 0 aspecto da redugdo no valor alimenticio da silagem, em raz&o das perdas
de nutrientes e reducéo da ingestdo por produtos da fermentagéo (alcool, aminas,
amoénia) e em segundo lugar os efeitos sobre a producéo e qualidade do leite
(JOBIM, 20086).
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Atualmente, existe maior preocupacgéo com relagéo a inocuidade do alimento
produzido, uma vez que o consumidor busca valorizar produtos de origem animal que
sejam saudaveis. Nesse contexto, a seguranga em relagdo aos aspectos sanitarios
no uso de forragens conservadas é altamente relevante na bovinocultura leiteira.
A qualidade da silagem depende, basicamente, do material ensilado e do tipo de
microrganismo que atuaréa durante o processo de fermentacdo e apds a abertura
dos silos. O processo fermentativo promove solubilizacdo parcial da hemicelulose,
diminuindo a fracéo de fibra em detergente neutro da silagem, podendo aumentar
a digestibilidade da matéria seca (BERNARDES, 2007). Outro efeito esperado é
a reducdo nas perdas do conteudo proteico da silagem, como consequéncia da
inibicdo da protedlise promovida por bactérias do género Clostridium, Listeria,
por leveduras e enterobactérias. Durante o processo de ensilagem e depois de
alcancada a condicdo de anaerobiose no silo, &€ importante inibir o crescimento
de microrganismos indesejaveis, principalmente as enterobactérias, os clostridios
e algumas espécies de Bacillus e leveduras, para se evitar que estabelegcam
competicao por substrato com as bactérias lacticas. Segundo Jobim (2003), dentre
0s microrganismos que podem trazer maiores prejuizos aos produtores e a industria
de lacteos estdo os do género Clostridium. As bactérias anaerébias deste género
tém efeito negativo sobre a qualidade da silagem especialmente se o pH néo for
suficientemente baixo para inibir o seu crescimento. Além das perdas ocasionadas
no processo de fermentagdo, um dos principais problemas da ingestéo de alimentos
contaminados com esporos de Clostridium é a contaminagéo do leite. A presencga de
esporos deste microrganismo em numero elevado no leite pode ter consequéncias
catastroficas para a fabricagao de queijos (JOBIM, 2003).

No Brasil, as analises microbioloégicas em silagens e fenos ainda podem ser
consideradas incipientes, a julgar pelo volume de informacdes disponibilizadas na
literatura. A partir dos anos 90 surgem trabalhos na area e atualmente a frequéncia
de avaliagbes tem sido maior. Assim, maior atencéo deve ser dada a contaminacéo
por microrganismos indesejaveis em sistemas de producdo de leite com uso de
silagens. A aplicacdo de regras desde a colheita da forragem, conservacgéo,
utilizacao e higiene do local de ordenha dificilmente sera observada com a atencéo
que merece (ARCURI, 2004).

MATERIAS E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Nutricdo Animal (LABNUTRI)
da Universidade do Oeste de Santa Catarina (UNOESC - Unidade de Séo José do
Cedro) — Confecgéo da silagem. E no Laboratério de Microbiologia (LAMIVET) do
Curso de Medicina Veterinaria Universidade do Oeste de Santa Catarina (UNOESC
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- Unidade de Sao Miguel do Oeste) — Analises microbiol6gicas. Foram exploradas
as possibilidades de alteragdes microbiolégicas da silagem de milho exposta ao ar
em diferentes bindbmios de tempo. A ensilagem do material foi feita em minissilos,
constituidos por baldes plasticos com capacidade de 30 litros, sendo a compactacéo
realizada através de pisoteio. Na abertura dos minissilos, realizada 45 dias apo6s
o fechamento, as camadas superiores, inferiores e laterais dos mesmos foram
desprezadas. Os tratamentos de “desensilagem” consistiram na retirada da silagem
de cada minissilo, em quatro repeti¢cbes, permanecendo o material amontoado em
cima de uma lona pléastica, exposto ao ambiente numa sala fechada com piso de
madeira, por tempo diferente (dias) de exposicao ao ar (0, 1, 2 e 3 dias).

O preparo das amostras para analise microbiologica consistiu-se de uma
diluicdo prévia, 25 g de silagem e 225 ml de agua peptonada estéril e agitadas,
durante 20 minutos, a 120 rpm, em agitador orbital (Sharker). Ap6s agitagao retirou-
se 10 mL do extrato para as diluicdes posteriores, e a partir dos extratos diluidos
(10" a 10) realizou-se a semeadura nos meios especificos para cada microrganismo
estudado. Ap6s houve a contagem do numero de colbnias de bactérias da familia
Enterobacteriaceae, Leveduras, Clostridium butyricum e as bactérias acido-laticas
(BAL). Todas as contagens foram feitas em unidades formadoras de colénias (UFC/g),
sendo essas posteriormente transformadas em Log 10. Foram determinadas as
populagdes de BAL, leveduras, Clostridium spp., Bacillus spp., Listeria spp. e de
microrganismos da familia Enterobacteriaceae por plaqueamento em superficie ou
profundidade, tomando 0,1 mL de cada dilui¢do, em duplicata. A contagem de BAL
utilizou o meio MRS (De Man Rogosa Sharpe — Difco), acrescido de nistatina (0,4%)
e 0 meio agar Sabouraud Dextrose (ASD) para a contagem de fungos filamentosos
e leveduras. As placas foram incubadas, a 28 °C e a contagem total foi efetuada,
apds 48 horas, para BAL e leveduras e, ap6és 120 horas de incubacgéo, para fungos
filamentosos.

A quantificagédo de Clostridium spp, foi realizada no meio reinforced clostridial
agar (RCA) (Himedia) e as placas incubadas, por 7 dias, a 37°C, em capela de
anaerobiose. Para a contagem de Bacillus sp., foi utilizado o meio agar manitol-
gema de ovo-polimixina segundo Mossel (MYP) (Himedia) e as placas incubadas,
a 37°C, por 24 horas, sob aerobiose. As amostras para contagem de Bacillus spp.
e Clostridium sp. foram submetidas a choque térmico e banho-maria (modelo 316,
Nova Etica), a 80°C, por 10 minutos, com o objetivo de induzir a esporulagéo.
Para avaliar a presenca de Listeria spp., foi utilizado o meio Oxford (Himedia),
apos o enriquecimento primario das amostras em caldo de enriquecimento para
listeria tamponado e as placas incubadas, a 30°C, por 24 horas. A verificacdo da
presenca de Listeria spp. foi realizada seguindo os métodos da US Food and Drug
Administration (FDA) (HITCHINS; JINNEMAN, 2011) e a confirmagéo de género foi
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feita empregando os testes preliminares de coloracao de gram, catalase e motilidade,
CAMP, Ureia, indol, VP, esculina e nitrato. A contagem de microrganismos da familia
Enterobacteriaceae foi realizada utilizando o meio Violet red bile glucose Agar
(VRBG) (DIFCO) e a quantificagcdo efetuada apds 24 horas de incubagédo a 37°C.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, tendo o tempo como
efeito fixo com quatro repeticdes (abertura dos silos). As equacdes de regressao e
médias foram obtidas pelos PROC REG e PROC MEANS do programa estatistico
Statistical Analysis System (SAS, 1998). Consideraram-se equacgdes de regresséo e
coeficientes significativos (P <0,05) com r2=0,6.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A contagem de bactérias laticas variou entre os dias 0 e 3 de 0,58 log UFCg-
1 (dia 0), 5,4 log UFCg-1 (dia 2) e 4,6 log UFCg-1 (dia 3) (Tabela 1). A contagem
de bactérias laticas nos diferentes dias de abertura da silagem esta proxima aos
nimeros observados por SA NETO et al. (2013) em silagens de milho e cana-
de-agucar, que encontraram valores (em log UFCg-1 de silagem) de 5,32 e 6,96
apos 150 dias de ensilagem, respectivamente. A presenca de bactérias laticas é
considerada extremamente importante, tendo em vista que a preservagao do material
depende da atividade dessas bactérias, além de serem as principais responsaveis
por promover a queda do pH, o que inibe o crescimento de Clostridium sp., em
condi¢cbes anaerbbias e, de leveduras e fungos, quando se trata de microrganismos
aerobios (REIS, 2011). Amicroflora da silagem é determinante sobre a qualidade dos
processos fermentativos que ocorrem com a forragem ensilada. Essa flora pode ser
basicamente dividida em dois grupos: 0s microrganismos desejaveis constituidos
pelas bactérias acido lacticas e pelos microrganismos indesejaveis que vado causar
inUmeras perdas durante a ensilagem (LEIBERNSPERGER; PITT, 1987).

Variavel Dias de ensilagem V%
0 1 2 3
Clostridium butyricum (log UFCg-1) 6,14 - 1.13 0,6 15,6
Listeria monocytogenes (log UFCg-1) - - - - B -
Lactobacilius sp (log UFCg-1) 0.58 32 5.4 4.6 - 4.5
Enterobacterias (log UFCg-1) 0.9 3.7 4 4.3 - 34
Bacillus cereus(log UFCg-1) 0.6 1.2 5.6 6.9 - 5.6

Levedura (log UFCg-1) - - - - - -

(-) Nao houve crescimento
Tabela 1 - Contagem e coeficientes de variagéo de unidades formadoras de colénias
de bactérias laticas, leveduras, enterobactéria, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes
e Clostridium butyricum, por grama de silagem de farela dmido de gliten de milho, em
diferentes dias de abertura dos silos.
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O tempo de ensilagem gerou crescimento negativo na contagem de leveduras.
Esse comportamento é decorrente das condi¢cdes de anaerobiose mantidas durante
todo o periodo de ensilagem, visto que o desenvolvimento fungico é dependente
da presenca de oxigénio. Segundo Bernardes (2007), a presenca de leveduras
€ considerada inadequada, pois esta associada a deterioragcdo aerbdbia apos a
abertura do silo. As leveduras tém especial importancia na degradac¢do do éacido
lactico, tanto na fase anaerdbica como na aerobiose. Sob condi¢cdes de anaerobiose
fermenta o carboidrato em etanol e dioxido de carbono, e sob condicbes aerdbias
as leveduras degradam o acido lactico em didxido de carbono e agua (ELFERINK et
al., 1999). Ja a contagem de Clostridium butyricum foi decrescente, (em log UFCg-1
de silagem) de 6,14 no dia 0 para 0,6 no terceiro dia.

Os microrganismos indesejaveis podem causar espoliagbes anaerobicas,
fato observado em fermentagdes dominadas por bactérias do género Clostridium sp.
e por enterobactérias, ou aerébicas como no caso de contaminag¢des com bacilos,
listéria, fungos e leveduras (ELFERINK et al., 1999). Muitos desses microrganismos
ndo somente diminuem o valor nutritivo da silagem, mas podem, também, ter
efeito negativo sobre a saude animal e a qualidade do leite. Muitas espécies do
género Clostridium (bactéria acido butirico, BAB) apresentam a caracteristica de
formar esporos. Sao anaerdbicas obrigatérias capazes de fermentar carboidratos
e ou proteinas. Entre as espécies encontradas em silagens o C. tyrobutyricum é
o principal e mais estudado. E caracterizado pela habilidade de utilizar o lactato
como substrato, formando éacido butirico, didxido de carbono e hidrogénio. Esse
efeito & observado em queijo contaminado, sua atividade causa uma producao
excessiva de gases com odor desagradavel conhecido como “estufamento tardio”.
O C. tyrobutyricum € encontrado em muitos ambientes na fazenda, tais como: solo,
forragem, silagem de milho, silagem de capim e feno, sendo os dois ultimos as
principais fontes de esporos.

O crescimento de clostridios é estimulado pela alta temperatura durante o
armazenamento, baixo contelido de matéria seca, baixo conteldo de carboidratos
sollveis, alta capacidade tamponante do material ensilado e pela demora na
vedacéao do silo. Seu crescimento na silagem é indesejavel devido a producao de
acido butirico e pela degradag¢éo de aminoacidos gerando composto de baixo valor
nutricional.

No presente trabalho, houve uma variacdo em relagdo a presenca de
enterobactérias, entre os dias 0 e 3 de 0,9 log UFCg-1 (dia 0), 3,7 log UFCg-1(dia
1) , 4 log UFCg-1 (dia 2) e 4,3 log UFCg-1 (dia 3). Os principais microrganismos
indesejaveis na silagem sédo da familia das enterobactérias e Clostridium sp.
Durante os periodos iniciais da ensilagem, as enterobacterias competem com

as bactérias lacticas pelos carboidratos disponiveis, mas elas sdo prontamente
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inibidas pela anaerobiose e acidificacdo do meio (HENDERSON, 1993). Esse grupo
de bactérias também degrada a proteina da planta formando aminas biogénicas e
amoénia (ELFERINK et al., 1999). Aléem da toxicidade, as aminas biogénicas tém
efeito negativo na palatabilidade da silagem (ELFERINK et al., 1999). E importante
controlar o desenvolvimento de bactérias indesejaveis para manter a boa qualidade da
silagem. Entre essas bactérias estédo Clostridium sp. e Enterobacterias (REIS, 2011).
Os grupos de microrganismos avaliados neste trabalho s@o comumente utilizados
como indicadores de qualidade da silagem, além da afericdo da temperatura. Os
valores absolutos de temperatura variaram entre 10° C e 30° C. Borreani e Tabacco
(2010) afirmam que h& uma correlagé@o direta entre a temperatura e a qualidade
da silagem, tanto que utilizam a elevagdo da temperatura como parametro para
verificar o aumento da deterioracao aerdbica de silagem de milho.

Os autores encontraram médias de 18,6 e 30,6°C em amostras profundas
e periféricas, respectivamente, de silagens de milho no norte da Italia. Quando
0 processo de conservacdo das forragens ndo & bem conduzido, certamente
ocorrerdo perdas na qualidade e no valor nutritivo, influenciando diretamente na
producao e na qualidade do produto. As bactérias anaerébias do género Clostridium
tém efeito negativo sobre a qualidade da silagem especialmente se o pH néo
for suficientemente baixo para inibir o seu crescimento. Esses microrganismos
fermentam agucares, acido latico e aminoacidos produzindo acido butirico e aminas.
Esse tipo de fermentagéo resulta em significativas perdas de matéria seca e os
produtos da fermentagéo reduzem a palatabilidade, além de diminuir a estabilidade
aeroObia da silagem (MAHANNA, 1994). Cherney (2000) ressalta que o aumento de
temperatura na silagem é decorrente da deteriorag@o por microrganismos aerdbicos,
permitindo o aumento de perdas de matéria seca. Em relacdo ao Bacillus cereus
houve um aumento crescente em relagéo aos dias de abertura do silo entre os dias
0e3-(0,6, 1,2, 5,6, 6,9 log UFCg-1), respectivamente. Os membros do género
Bacillus sdo Gram-positivos formadores de esporos e possuem a habilidade de
crescer em condicdes aerbbicas. As diferentes espécies realizam uma diversificada
atividade bioquimica, e embora possam crescer em condi¢des anaerdbias nao
demonstram ter atividade significativa durante o processo fermentativo na silagem.
(SHINGFIELD et al., 2005).

Entre as numerosas espécies do género Bacillus isoladas na silagem, o
Bacillus cereus é o mais preocupante, devido a sua capacidade de sobreviver ao
processo de pasteurizacéo do leite. O B. cereus € considerado o principal agente
deteriorador no leite pasteurizado e produtos lacteos. Esses organismos produzem
proteases e lipases extracelular, as quais reduzem a funcionalidade das proteinas e
gordura do leite causando aromas indesejaveis, devido a atividade dessas enzimas.

Atoxina produzida por esse microrganismo € responsavel pela intoxicagao alimentar
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em humanos e é causada pelo consumo de derivados lacteos contaminados
(SHINGFIELD et al., 2005).

CONCLUSAO

Acontagem de leveduras e clostridios, além das enterobactérias encontradas,
permite observar que a presenca desses microrganismos pode influenciar
negativamente a qualidade da silagem, principalmente no que diz respeito a forma
como a silagem € produzida, e consequentemente influenciar na alimentacéo dos
animais, uma vez que a qualidade da silagem é resultado da espécie forrageira a
ser ensilada e dos fatores de manejo da cultura e tecnologia na ensilagem, porém
hé necessidade de outros estudos para afirmar e comparar os métodos de produgao

e preparacao deste importante alimento para os animais.
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