PRESENGCA DE CLOSTRIDIUM EM SILAGEM DE MILHO
COLHIDO EM DIFERENTES ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO!
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RESUMO - O milho (Zea mays L.) foi ensilado em sacos de polietileno em cinco diferentes estddios de
maturidade e de umidade com o objetivo de determinar o nimero de esporos de bactérias do género
Clostridium presentes. Paralelamente, foram determinados os parimetros quimicos de avaliagio das
silagens: teor de protefnas, matéria seca, umidade, pH e NH3 /N, Pelos resultados obtidos concluiu-se
que 0 milho apresentou teor 6timo de matéria seca para ensilagem (35%) entre 15 e 16 semanas apds
o plantio, no estddio de grios farindceos. A elevada acidez da massa ensilada (pH = 3,96 - 4,10) foi
responsdvel pela inibigfo da germinag¢fo dos esporos de Clostridium sp. presentes. O ndimero de espo-
ros vidveis na massa ensilada diminuiu & medida que aumentou o teor de matéria seca, com coeficiente
de correlagio (r = -0,7949 ™) estatisticamente significativo.

Termos para indexagdo: sacos de polietileno, esporos, matéria seca, grios farindceos, Zea mays L.

PRESENCE OF CLOSTRIDIUM IN CORN SILAGE
CUT AT DIFFERENT STAGES OF MATURITY

ABSTRACT - Corn (Zea mays L.) was ensiled in plastic bags at five maturity stages and different
moisture contents with the objective of determining the number of Clostridium spores present. Chem-
ical analyses were made in the silage material to determing the protein content, dry matter, moisture,
pH and NH3/N. According to tha results obtained, it was concluded that the corn presented an opti-
mum level of dry matter {35%) for ensilage between 15 and 16 weeks after_planting, in the stage of
farinaceous grains. The high acidity of the ensiled mass (pH 3,96 - 4,10) was responsible for the
inhibition of the germination of Clostridium sp. spores. The number of viable spores in the ensiled
mass decreased with the increase of the dry matter content with the correlation coefficient (r =

-0,7949*9 statistically significant.

Index terms: silage, plastic bags, spores, dry matter, farinaceous grains, Zea mays L.

INTRODUGCAQ

No processo de ensilagem a inibigio da fermen-
tagdo butirica é fundamental para conservagio da
massa ensilada. Whittenbury et al. (1967) relataram
que essa fermentagdo se deve is bactérias do géne-
ro Clostridium que provocam a degradagio de pro-
tefnas e aminodcidos, transformando-os em produ-
tos prejudiciais 4 sattde animal. Os mesmos autores
citaram que essas bactérias sfo sensfveis & pressio
osmética e, em meio Gmido, toleram concentra-
¢oes elevadas de dcidos orginicos. Gordon et al.
{1961) e McDonald et al. (1966) observaram que
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plantas com elevado teor de umidade produzem
silagens de baixa qualidade, devido is perdas de
nutrientes, formagio de dcido butirico e degrada-
¢do protéica. A anémia é um produto final da de-
composi¢io das proteinas que contribui para ele-
vagio do pH. Miller et al. (1966) consideraram a
presenga dessa substincia muito importante na
avaliagdo das silagens, como indicativo da atividade
de bactérias butfricas. Gordon et al. (1967} obser-
varam que as silagens com teores de 30 a 40% de
matéria seca estdo sujeitas & fermentagdo butirica
pouco pronunciada,

Este trabalho teve como objetivo determinar a
presenga de bactérias do género Clostridium, em
amostras de milho ensilado em diferentes estddios
de maturidade e umidade, e seu efeito sobre os pa-
rametros quimicos de avalia¢io de silagens.

MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi conduzido na Faculdade
de Ciéncias Agrdrias e Veterindrias “Campus™ de Jabotica-

Pesq. agropec. bras., Brasflia, 17(8):1133-1136,ago. 1982.



1134

bal-UNESP. O milho utilizado foi o hibride HMD 79/74,
plantado em solo classificado como Latossolo Roxo, a
uma distincia de 1 metro entre linhas, adubado com
300 kg/ha da férmula 4-30-16 no plantio ¢ 200 kg/ha em
cobertura com sulfato de amdnio, 40 dias apds emergén-
cia das plintulas.

©Q primeiro corte foi efetuado 90 dias apds o plantio,
no estédio de grios leitosos. Os demais cortes foram reali-
zados semanalmente até o 1189 dia, perfazendo um total
de cinco cortes, Por ocasifo da ensilagem, foram cothidas
amostras de 500 g de forragem, nas quais foram determi-
nados os teores de matéria seca e de protefna bruta, se-
guindo técnicas descritas no Association of Official
Agricultural Chemists (1970).

Os silos foram confeccionados em sacos de pldstico,
com 4 kg de capacidade, armazenados durante 100 dias i
temperatura ambiente. Apds esse periodo, foram colhidag
amostras de cada silo para determinagio dos teores de
matéria seca e de protefna bruta, segundo técnica citada
anteriormente, Também foram determinados o pH e os
teores de nitrogénio amoniacal, usando o método preco-
nizado por Tosi (1973).

Para as andlises bacteriolégicas foram triturados 50 g
de amostra de silagem em 200 ml de solugfo salina até a
formagio de uma suspensio homogénea. De cada amostra,
2 ml da suspensio foram colocados em tubos de ensaio
contendo 10 ml de meio dé enriquecimento (Manual . ..
1972). Em seguida, foram selados com vas-par parta au-
mentar o grau de anaerobiose (Weiss 1957). Logo apés, os
tubos foram submetidos a choque térmico (80 - 85°C
durante 15 minutos e resfriamento a 30°C com 4gua cor-
rente), para destruit microorganismos ndo esporulados
(Ando 1973). Em seguida, foram incubados a 35-37°C
durante 72 horas, observando-se o crescimento bacteria-
no, pela turbidez do meio € presenga de gds (Bryanetal
1971).

Com o material ¢olhido dos tubos com crescimento
bacteriano fizeram-se esfregagos em liminas, que foram
coradas pelo método de Gram, observando-se a morfolo-
gia, presenga e posigio de endosporos para caracterizacio
do género Clostridium.

Nas amostras positivas de Clostridium foram feitas as
contagens de bactérias, através de diluigSes em série, e
semeadura de 0,1 m! em placas-de-petri contendo meio
de dgar Clostridium incubadas anaerobicamente em jarras
Gas-Pak a 35-37°C, durante 12-24 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sio mostrados os resultados das
analises das forragens utilizadas para ensilagem. O
teor de matéria seca apresentou uma elevagio subs-
tancial da 132 para a 172 semana, contada a partir
da data do plantio do milho. A anilise de variincia
revelou significincia estat{stica entre os valores de-
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TABELA 1. Composi¢io da forragem colhida em diferen-
tes estidios de desenvolvimento, contados a

partir da data do plantio.

. Matéria seca Protefna’
Estadios % %
13 semanas 25,078 10,65a
14 semanas 3190b 13962
15 semanas 35,68 be 92,14 ab
16 semanas 38566¢ 8,20 ab
17 semanas 49,76 d 821b
Média 36,22 9,51
DMS 6,58 1,84
s 1,93 0,84
CV% 5,62 8,83
1

Dados expressos em percentagem na matéria seca.
Médias seguidas da letra em comum na coluna néo dife-
rem estatisticamente (P < 0,5).

terminados para as diferentes idades. Verificou-se
que a planta de milho alcangou teor satisfatétio de
matéria seca para ensilagem com 15-16 semanas
apés o plantio,

Coppock & Stone {1966) deram destaque ao
fato de que o milho deve ser ensilado com 35% de
matéria seca, pois, nesse estidio (grios fariniceos),
as condig¢Bes para armazenamento sdo ideais, com
boa conservagdo, minimo de perdas e um méximo
rendimento agricola de matéria seca de forragem.
Segundo os mesmos autores, o teor de matéria seca
estd positivamente correlacionado com o consumo
do alimento conservado, sendo os maiores valores
obtidos com silagens de maior teor de matéria se-
ca. _

Na Tabela 2, sio apresentados os resultados das
anilises quimicas das silagens bem como a conta-
gem de esporos de Clostridium presentes. Os teo-
res de matéria seca e de protefna bruta nas silagens
mostraram pequenas variagdes em relagdo aos valo-
res determinados nas forragens.

O teor de prote(na diminui progressivamente da
13% para 172 semana de idade, havendo significin-
cia estatfstica entre a 162 e 172 semana, devido ao
acréscimo na fragio fibrosa pela maior maturidade
da planta (Soest 1968). Os valores médios de pro-
tefna bruta obtidos (9,51%) na forragem e (9,58%)
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TABELA 2. Composigdo, pH, NH3/N total e contagem do nimero de esporos de Clostridium em silagem de milho co-
lhido em diferentes estidios de desenvolvimento,

: Matéria seca Prote(na bruta NH3/N total N® de asp':)rt:ns2
Estddios % % ) % pH /g de M.
13 semanas 2241 a 10,37 a 10598 396 a 1.182,244 a
14 semanas 3084 b 9,85ab - 8,16a 4,00 a 543,037 ab
15 semanas 35,12¢ 9,41 &b 7.22a 4,05a 501.886 ab
16 semanas - 38,20 ¢ 9,21 &b 5,36 a 4,09 a 248.674 ab
17 semanas 4521 d 8,95b 731a 410a 110.601 b
Média 34,36 9,68 1,13 4,04 517.288
pMS 4,22 1,29 - . (1,66)

s 1,93 0,59 3,46 0,08 0,76
CV% 5,62 ‘6,18 44,76 2,07 597

! Dadas expressos em percentagem na matéria saca.
% Namero de esporos por grama de matéria seca.

Médias seguidas de letra em comum ndo diferem estatisticamente (P < 0,05).

nas silagens foram elevados, comparados com os
resultados de outros autores que trabatharam com
a mesma espécie (Azevedo et al, 1974, Tosi et al.
1975, Bertocco 1976). O fato de ser o teor protéi-
co um pouco mais elevado do que o normal, de
_certa forma, veio favorecer os objetivos desta pes-
quisa, pois se pretendia estudar a agZo de bactérias
butiricas que utilizam proteina e aminodcidos
como substrato para produgiio de dcido butfrico
e outros compostos (Whittenbury et al. 1967).

As silagens trabalhadas podem ser classificadas
como de muito boa qualidade dentro dos parime-
tros sugeridos por McCullough (1977).

O contedido de bases voldteis apenas superou
10% de NH,4/N total na silagem produzida com a
forragem mais nova; nas demais idades, os valores
foram baixos e variaram de 8,16% a 7,73% com
uma tendéncia de diminuigio, correspondente ao
aumento no teor de matéria seca das silagens, po-
rém sem significincia estatfstica,

Trabalhando com a mesma espécie, Tosi et al.
(1975) obtiveram 10,47 de NH;/N total e pH de
3,87. No presente trabalho, o pH variou de 3,96 2
4,10, sem mostrar diferenga estatisticamente sig-
nificativa entre os virios estidios de maturidade.

O indice pH atingiu valores satisfatérios para a
conservagio da massa ensilada (McCullough 1977).

A elevada acidez da massa ensilada inibiu a ger-
minagio dos esporos de Clostridium, O niimero de
esporos variou de 1.182.244 a 110.601/g de maté-
ria seca, com diferenga estatisticamente significati-
va entre os estddios de maturidade e com uma ten-
déncia de redugdo dos valores da 13? para 172 se-
mana, 4 medida que houve uma diminuigio na
umidade da massa ensilada. Como era grande o
nimero de esporos presentes, infere-se que estes
nio germinaram, permanecendo em estado de la-
téncia devido ao baixo pH alcangado. Qutra evi-
déncia da inibigdo desses esporos foi dada pelo
baixo contetido de nitrogénio amoniacal determina-
do. . '

Na Tabela 3, os parimetros da forragem e das
silagens foram correlacionados, podendo-se obser-
var que poucos coeficientes apresentaram valores
elevados e significativos,

A correlagdo entre o teor de matéria seca e o
niimero de esporos de Clostridium apresentou
coeficiente de correlagio alto e negativo {r =
-0,7949™), indicando uma redugio no ndmero
de esporos vidveis 3 medida que diminui o teor de
umidade da massa ensilada,
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TABELA 3. Coeficiente de correlagio entre os parimetros

da forragem e da silagem.
Paradmetros Coeficientes de correlagfo
Forragem
- Matéria seca
Proteina bruta -0,6975*
Silagem

Matéria seca
pH 0,6513*

% NH3/N total -0,3675"
N? de esporos -0,7949"
Prote(na bruta -0,6476*
pH

% NH3/N total -0,1380M8
N® de esporos -0,4222N8
Prote(na bruta -0,1607M8
% NH,/N total

N? de esporos 0,2228N%
Prote(na bruta 0,1681M%
N? de esporos

Prote(na bruta 0,4293N8
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