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RESUMO

A silagem como forma de volumoso, possibilita a oferta de alimento de
qualidade para o animal durante o ano todo. Vem se utilizando para a producdo de
silagem como forrageira a cana-de-agucar que apresenta elevada produtividade de massa
por area, porém pode apresentar algumas caracteristicas indesejaveis como a elevada
producao de etanol pela ocorréncia da fermentacdo alcoolica. Considerando as
peculiaridades dessa forrageira a ensilagem de cana-de-agucar requer a inclusdo de
aditivos, quimicos ou microbianos, visando controlar as perdas durante o processo
fermentativo. Com isso, foram realizados experimentos no Instituto Federal
GoianoCampus Rio Verde (IFGoiano), com o objetivo de avaliar o perfil fermentativo e
a composi¢ao quimica de silagem produzida a base de cana-de-agticar com os aditivos
microbianos  Lactobacillus  buchneri, Bacillus subtilis e Propionibacterium
acidipropionicci, 1isolados ou combinados. Nao foram observadas diferengas
significativas com relagdo a composicao bromatologica das silagens que receberam os
aditivos, porém, pode-se observar a melhor recuperacao de matéria seca. Atribui-se a
isso a inibi¢ao do crescimento de leveduras, pelos aditivos, que sdo as responsaveis pela
fermentacgdo alcoolica e consequente producao de etanol. Além disso, os aditivos foram
eficientes em garantir uma expressiva redu¢ao do pH da silagem e alteraram os teores de
acidos graxos volateis. Pode-se observar ainda que a associacdo dos aditivos L. buchneri
e P. acidipropionicci garantiu um efeito sinérgico dos beneficios inerentes a cada
espécie. Com isso, comprovamos o efeito benéfico da adi¢do de aditivos microbianos
na silagem de cana-de-acticar como forma de garantir a producao de um alimento de

qualidade.

Palavras-chave: Leveduras, raminantes, forragem, bactérias, ensilagem.

ABSTRACT

Silage as a bulky, enables the delivery of quality food for animals throughout the

year. The sugarcane has been used for the production of silage because has a high mass



productivity per area, however, it may have some undesirable characteristics such as
high production of ethanol by the occurrence of alcoholic fermentation. Considering the
peculiarities of this forage, the ensiling of sugarcane requires the inclusion of additives,
chemical or microbial, in order to control the losses during the fermentation process.
Thus, were conducted trials at the Goiano Federal Institute (IFGoiano), to evaluate the
fermentative profile and the chemical composition of silage produced with microbial
additives:  Lactobacillus  buchneri, Bacillus subtilis and Propionibacterium
acidipropionicci, alone or combined. There were no significant differences regarding
the chemical composition of silages receiving additives, however, it can be observed
better recovery of dry matter. This can be attributed to inhibition of yeast growth by
additives, which are responsible for the alcoholic fermentation and subsequent ethanol
production. Furthermore, the additives were effective in ensuring a significant reduction
in the pH of silage and alter the contents of volatile fatty acids. We could observe that
the combination of L. buchneri and P. acidipropionicci secured a synergistic effect of
the benefits inherent in each species. Thus, we proved the beneficial effect of the
addition of microbial additives in sugarcane silage in order to ensure the production of a

quality food.

Key Words: Yeasts, ruminants, forage, bacteria, ensiling.

1. INTRODUCAO GERAL

A variagcdo na disponibilidade de forragem durante o ano tem sido apontada
como um dos fatores que contribuem para a baixa producio dos rebanhos brasileiros. A
silagem como forma de volumoso surge para minimizar os efeitos da sazonalidade na
producao de forragem das pastagens, possibilitando a oferta de alimentos de qualidade

durante o periodo de escassez.

A crescente adogdo da cana-de-agucar como fonte de volumoso complementar
para animais durante a seca baseia-se na facilidade e tradi¢do do cultivo, e, sobretudo,

por constituir em uma op¢ao competitiva quando comparada a outras fontes de
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volumosos (REZENDE et al. 2009). Porém, o fogo e a queima por geada representam
riscos para o canavial, sendo a ensilagem uma forma de reducdo desses acidentes. A
cana-de-agucar ¢ considerada como sendo a op¢do forrageira de melhor desempenho
bioecondmico para ser utilizado na alimentacao de ruminantes (SIQUEIRA et al., 2008).
A cana-de-agliicar ¢ a espécie agronomicamente mais simples quando comparada ao
milho e ao sorgo, devido a necessidade de tratos culturais, trata-se de uma cultura
altamente rica em CS, que sdo utilizados como substratos pelos microrganismos
fermentadores (SIQUEIRA et al., 2011).

A producao da silagem ¢ baseada na fermenta¢do de carboidratos solaveis por
bactérias acido laticas (BAL), que produzem dacidos organicos, principalmente acido
latico, em condig¢des anaerobicas. Este processo permite evitar as operacdes didrias de

corte (BERNARDES et al., 2007).

A cana-de-agucar pode ser considerada uma opgdo para ensilagem por possuir
teores elevados de carboidratos (CHO), matéria seca (MS), elevada producdo de massa
por area e longo periodo de maturagao do valor nutritivo (SIQUEIRA et al. 2008).
Entretanto a alta concentracdo de carboidratos soliveis na forma de sacarose faz com
que ocorra intenso crescimento de leveduras possibilitando altas taxas de perda de MS
(CARVALHO, 2010).

Nesse processo ocorrem reagdes de reversao da sacarose que influencia a perda
do wvalor alimenticio e a capacidade de estocagem do material no canavial
(BERNARDES et al., 2007). De acordo com PEDROSO et al. (2005), a maior limitagao

na ensilagem da cana-de-agtcar consiste na elevada producao de etanol, o material



ensilado apresenta rapida proliferacdo de leveduras que em anaerobiose fermentam

carboidratos e produzem etanol.

Aditivos sdo substancias que tém como finalidade, quando adicionados a
forragem, melhorar os padrdes fermentativos da massa ensilada e, consequentemente,
seu valor nutritivo (EVANGELISTA e LIMA 2001). Por essa razdo os aditivos
quimicos e inoculantes microbianos tém sido utilizados com o objetivo de melhorar o
padrao de fermentagdo e a qualidade das silagens. Inoculantes bacterianos tém sido
utilizados com o intuito de obter uma silagem de boa qualidade e manter sua
conservacao mesmo apods abertura do silo. Normalmente os inoculantes contém
bactérias que promovem o desenvolvimento dos microrganismos benéficos e inibem os

indesejaveis, como as leveduras e clostridios (PEDROSO et al., 2007).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Processo de ensilagem
A ensilagem ¢ um processo de conservacdo de forragens em determinado grau de
umidade, de forma a preservar o conteido de matéria seca (MS) e o seu valor
nutricional (SANTOS et al., 2013). O processo de ensilagem geralmente controla a
atividade microbiana pela combina¢do entre o ambiente anaerobio com a fermentacdo

natural dos agticares por bactérias produtoras de acido latico (JOBIM et al., 2007).

Segundo MC DONALD 1981, os carboidratos sdo os principais substratos da
fermentagdo na ensilagem. Apds o fechamento do silo o oxigénio presente na forragem
¢ reduzido pela ocorréncia da respiragdo de células da planta e dos microrganismos
aerdbicos. Em seguida, inicia-se a fermentacdo, com a proliferagdo, principalmente, de
bactérias produtoras de acido latico (BAL) (PEREIRA et al .,2002). Para que se tenha
uma silagem de boa qualidade devem-se utilizar forrageiras que apresentem entre 30 e
35% de matéria seca (PAIVA, 1976), o pH deve ser inferior a 4,2 e a analise de acidos
organicos produzidos durante o processo de fermentagdo deve indicar valores de 6 a 8%
de 4cido latico na MS, acido acético menor que 2% e acido butirico inferior a 0,1% da
MS. Além disso, o nivel de nitrogénio amoniacal de uma silagem adequada deve ser
inferior a 11% do nitrogénio total (FERREIRA, 2001).



A ensilagem ¢ uma alternativa cada vez mais empregada como estratégia

alimentar para a conservagao da forragem, (OLIVEIRA et al., 2007).

De acordo com NASCIMENTO et al., 2013, o estddio de maturidade da planta
também possui papel importante na confec¢do de uma boa silagem, uma vez que esta
técnica visa conservar a planta com o valor nutritivo do momento em que a mesma foi
cortada. Além disso, ela deve conter a quantidade necessaria de acucares para a
fermentacdo bacteriana. Para PEREIRA e REIS, 2001 o corte das plantas forrageiras
destinadas a ensilagem deve ser feito no estadio vegetativo, ocasido em que a planta se
encontra no seu ponto de equilibrio entre producdo de matéria seca e qualidade

nutricional.

Sabe-se que diversos fatores podem interferir no processo fermentativo da
silagem, entre eles o corte e tamanho de particulas, compactacdo, vedacdo e pH inicial.
A redugdo no tamanho da particula diminui a fermentacdo butirica por proporcionar
maior compactagdo e queda mais rapida do pH durante a ensilagem (SANTOS et al.,
2010). SENGER et al., 2005 relata que para produzir uma silagem de boa qualidade, o
silo deve ser compactado para retirada de ar ¢ vedado no menor espago de tempo
possivel para garantir condi¢gdes anaerdbias de preservagdo dos nutrientes. A vedagdo de
forma correta ¢ fator importante para o sucesso da conservagao por maior periodo em
boas condig¢des de uso (GERON e ZEOULA, 2008).

O processo da ensilagem ocorre em quatro fases, na primeira fase as células
vegetais continuam o processo de respiracdo apds o corte e a picagem das plantas
forrageiras. Na fase aerdbica, haverd também o desenvolvimento de bactérias aerdbias e
microrganismos aerobios facultativos (leveduras, mofos e certas bactérias), que
contribuem para a perda de aglcares e reducao do valor energético da forragem. Estes
microrganismos, e as células da planta, competem, por aglcares, com as bactérias
produtoras de acido latico (responsaveis pela acidificacao e estabilizacao da silagem).
Se a fase aerdbia for prolongada, havera o desenvolvimento intenso de leveduras e
mofos, podendo resultar no aquecimento excessivo da silagem, predispondo-a a ser

pouco estavel apos a abertura.

Na fase anaerdbica ou de fermentacdo ¢ quando a condigdao anaerobia (auséncia
de oxigénio) ¢ alcancada na silagem e diversos processos sdo iniciados. Nesta fase,
ocorre a producao de efluentes, quando a forragem possui menos de 30% de matéria

seca. Inicia-se a multiplicacdo dos microrganismos anaerdbios, sendo que os mais



relevantes ao processo de ensilagem sdo as bactérias homolaticas (produtoras de acido
lactico), as enterobactérias, as leveduras e clostridios. Os microrganismos mais
importantes para o processo de ensilagem sdo as bactérias homolaticas, ja que o
acumulo deste acido na silagem causa o rapido abaixamento do pH e estabilizacdo da

silagem.

Fase estavel apos o abaixamento do pH, causado pelo desenvolvimento das
bactérias lacticas durante a fase anaerdbia, o material ensilado entra na fase estavel, em
que ocorre pequena atividade bioldgica, se o silo for corretamente vedado. Nesta fase,

pode ocorrer a lenta degradacdo da hemicelulose e liberacao de agucares.

2.2. Silagem de cana-de-acucar

A cana-de-acicar ¢ uma planta rica em agucares soluveis, cerca de 20%, e
adequado teor de matéria seca 25 a 30%, porém com baixa capacidade tampao e baixos
valores de proteina bruta que variam de 1,91 a 3,81%. O teor de proteina ¢ considerado
um empecilho para a adogdo da cana-de-agucar como alimento volumoso pois os
ruminantes precisam de no minimo 7% para sua mantenga. (BONOMO et al.,2009,
SCHIMIDT et al., 2007). A vantagem de se utilizar a cana-de-agticar na nutricao de
ruminantes apresenta a possibilidade de ser utilizada em animais de baixo potencial e

também em animais de mais elevado nivel de producao (SIQUEIRA et al., 2008).

A ensilagem permite o aproveitamento do excesso de forragem produzida e
possibilita seu uso durante todo o ano. Porém o processo de fermentacdo da silagem de
cana-de-acgtcar ¢ instavel e comumente ocorre fermentacdo alcoolica por leveduras
acarretando alta perda de MS e reducao da digestibilidade (CARVALHO, 2010,
FREITAS et al., 2006).

A grande disponibilidade de substrato potencialmente fermentescivel presente na
cana-de-agiicar faz com que a ensilagem seja caracterizada por uma sucessdo de
espécies de microrganismos em que a forragem esta mais sujeita as perdas nutritivas e a
ocorréncia de fermentagdes secundarias (AVILA et al., 2009). Teores de etanol de 8 a
17% da matéria seca tém sido relatados na silagem sem o uso de aditivos, resultando em
perdas de aproximadamente 30% de MS durante o processo (PEDROSO et al.,2005).



De acordo com NUSSIO & SCHMIDT (2004), na ensilagem da cana-de-agtcar,
a obtengdo de resultados técnicos e econdmicos positivos depende da escolha correta do

aditivo a ser usado.

2.3. Microrganismos na silagem
2.3.1. Bactérias acido laticas
As bactérias acido laticas sdo as mais abundantes nas forragens e as mais
importantes para o processo fermentativo. Em relagdo ao metabolismo, as bactérias
acido laticas podem ser homofermentativas obrigatorias, heterofermentativas

facultativas e heterofermentativas obrigatérias (STEFANIE et al., 2000).

2.3.2. Bactérias do género Clostridium
Dentre as bactérias mais indesejaveis relacionadas ao processo de ensilagem, as
bactérias do género Clostridium sdo as principais, esses microrganismos crescem sob
condigdes anaerobicas, (McDONALD et al., 1991). Segundo STEFANIE et al., 2000 a
presenga de Clostridium spp tem efeito negativo sobre a qualidade da silagem se o pH
ndo for baixo o suficiente para inibir o seu crescimento. Esses microrganismos
fermentam agtcares, acido latico e aminoacidos produzindo acido butirico, o que podem

prejudicar a ingestao de forragem.

2.3.3. Fungos e leveduras

Os fungos filamentosos utilizam carboidratos e acido latico e hidrolisam e
metabolizam celulose e outros componentes da parede celular (McDonald ., 1991). Os
principais géneros de fungos filamentosos que tém sido isolados de silagens sdo
Aspergillus e Penicillium (EI-SHANAWANYA et al., 2005). A inibicao do crescimento
de fungos pode ser ocasionada pela baixa concentracdo de oxigénio e pelas altas

concentragdes dos acidos produzidos durante a fermentagao.

As leveduras promovem a fermentacdo alcodlica de agucares, convertendo

carboidratos simples em etanol, gas carbonico e agua. Leveduras sdo microrganismos



eucaridticos unicelulares e sua importancia no processo fermentativo da silagem esta

relacionado com perdas durante o processo de fermentacdo. (WOOLFORD, 1984).

2.4. Aditivos microbianos para ensilagem
O uso de aditivos microbiologicos em silagens tem o objetivo de inibir o
crescimento de microrganismos aerdbios, inibir o crescimento de organismos anaerdbios
indesejaveis e adicionar microrganismos benéficos para dominar a fermentacdo. Com
isso, tem-se a formacdo de produtos finais benéficos para estimular o consumo e a
producdo do animal pela melhora na recuperacdo de matéria seca da forragem
conservada (KUNG JR. et al., 2003).

Dentre os inoculantes biologicos, podem-se utilizar os compostos por bactérias
homofermentativas ou heterofermentativas. As homofermentativas produzem acido
latico a partir de hexoses como a glicose. As heterofermentativas produzem, a partir de
hexoses, tanto acido latico, quanto pentoses e¢ didxido de carbono, etanol e acido
acético. (MUCK ,2010).

Os microrganismos homofermentativos caracterizam-se pela taxa de
fermentacdo mais rapida, menor proteodlise, produg¢do de maior concentracdo de acido
latico, menores teores de acidos acético e butirico, menor producdo de etanol e maior
recuperagdo de energia e matéria seca. Bactérias heterofermentativas podem utilizar
acido latico e glicose como substrato para produgao de acido acético e propionico, 0s
quais sao efetivos no controle de fungos (ZOPOLLATO et al 2009).

As silagens produzidas com a adicdo de inoculantes bacterianos
homofermentativos podem resultar em silagens menos estaveis quando expostas ao ar,
comparadas as ndo inoculadas. Isto ocorre porque o acido latico produzido por estas
bactérias pode ser utilizado como substrato por microrganismos indesejaveis que

deterioram a silagem em condig¢des aerobias (PAHLOW et al., 2003).

Por isso os aditivos microbianos recomendados para silagem de cana-de-agucar
contém principalmente bactérias heterofermentativas do género Lactobacillus. Os
lactobacilos sdo resistentes a condi¢do 4cida e podem crescer em pH em torno de 4,0 a
5,0, mantendo-se durante as fermentagdes laticas (MADIGAN et al., 1997). Inoculantes

contendo Lactobacillus buchneri, que produz éacido acético em detrimento do acido



latico, t€ém se mostrado mais eficazes em reduzir a populacdo de leveduras e aumentar a
estabilidade aerobia de silagens de milho e de gramineas de clima temperado (RANJIT
& KUNG JR., 2000; TAYLOR et al., 2002).

O uso de aditivos microbianos Lactobacillus plantarum, Lactobacillus buchneri
na ensilagem da cana-de-agucar resultou em melhor recuperagdo de MS, redugdo na
producao de etanol e aumento da estabilidade aerdbia das silagens, além de aumento no
consumo ¢ no ganho de peso em bovinos (PEDROSO et al., 2006). A inoculagdo da
bactéria homolatica Lactobacillus plantarum em silagens de cana-de-acicar tem

ocasionado elevacao nas perdas de MS e na producao de etanol (FREITAS et al., 2006).

Entre os fatores que determinam o sucesso da aplicagdo de microrganismos,
estao a habilidade de crescimento da bactéria na massa da forragem e a inoculacao de
uma populacdo suficiente em relacdo a populacdo microbiana epifita da forragem
(ZOPOLLATTO et al., 2009). Espera-se ainda que os aditivos microbianos sejam
capazes de inibir o crescimento de microrganismos deteriorantes apos a abertura dos
silos (KUNG JR, 2009).

2.4.1. Bacillus subtilis
As bactérias do género Bacillus caracterizam-se como microrganismos
aerdbicos, entretanto, algumas linhagens podem crescer sob condi¢des anaerdbicas,
indicando diferencas quanto a tolerancia ao oxigénio (BARBOSA et al., 2005). Elas sao
conhecidas como produtoras de uma série de peptideos com propriedades antibidticas
eficazes contra outras bactérias, fungos e leveduras (KATZ & DEMAIN, 1977,
TODOVORA ¢ KOZHUHAROVA., 2010; LANNA FILHO et al., 2010).

ARAUJO 1995 utilizou o Bacillus subtilis no tratamento de sementes de soja
visando o controle do desenvolvimento de fungos e observou efeito benéfico desta
aplicacdo junto as sementes e ao solo, devido ao antagonismo contra os patdogenos.
Efeitos semelhantes foram observados por ARAUJO, 2008 utilizando sementes de

milho e algodao.

A utilizacdo do Bacillus subtilis tem sido estudada em silagens de milho, e ja
foram observados efeitos positivos uma vez que essa adi¢do ndo alterou a composi¢ao

quimica e as perdas no processo de fermentacao da silagem, (BASSO et al 2012).



PHILLIP & FELLNER (1992) avaliaram a aplicagdo de B. subtilis em silagens de milho

e verificaram efeito positivo sobre a estabilidade aerébia desses volumosos.

2.4.2. Lactobacillus buchneri
O Lactobacillus buchneri ¢ uma bactéria heterofermentativa que produz acido
latico e acético a partir de aglicares de seis carbonos ou a partir do acido latico para
produzir acido acético (MUCK, 2008). NUSSIO et al. (2003) foram os pioneiros em
utilizar o L. buchneri na ensilagem da cana-de-agucar, com base em resultados positivos

sobre o controle de leveduras durante a exposi¢ao aerobia de silagens de milho e sorgo.

A adicdo de inoculantes contendo bactérias heterofermentativas como o
L.buchneri pode inibir o crescimento de leveduras ¢ melhorar a estabilidade aerdbica
das silagens de cana-de-agticar em decorréncia do aumento na concentragdo do acido
acético (AVILA et al., 2009). Com isso, inoculantes contendo L. buchneri inibem a
producao de alcool e evitam perdas por fermentagdes indesejaveis durante a ensilagem
(PEDROSO et al. 2007).

O L. buchneri foi considerado por NUSSIO & SCHMIDT (2004) um dos
aditivos mais promissores no controle de perdas na ensilagem da cana-de-agucar. Ja
SCHMIDT (2008) apontou o 6xido de célcio como o aditivo que apresentou os
melhores resultados em relacdo a fermentagdo, todavia com poucos trabalhos avaliando

o desempenho animal.

A inoculagdo da silagem de cana-de-acticar com essas bactérias, na concentracao
de 3,64x10° ufc/g de matéria seca verde, promoveu redugdes de 50% na produgdo de
etanol e de 56% na perda total de matéria seca, em relagdo a silagem ndo aditivada
(PEDROSO, 2003.) SIQUEIRA et al (2005), constataram baixos valores de FDN em
silagens de cana-de-acucar tratadas com L. buchneri em comparacao aos valores obtidos

na silagem controle, 66,7% e 75,1% de MS, respectivamente.

2.4.3. Propionibacterium acidipropionicci

O género Propionibacterium € caracterizado pela producdo dos acidos acético e
propidnico durante a fermentacdo de carboidratos soluveis e 4cido latico (McDONALD
etal., 1991). As silagens de milho tratadas com P. adicipropionici apresentaram maiores

teores de MS ¢ aumento na estabilidade aerdbica (SIQUEIRA et al 2010).
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O Propionibacterium acidipropionicci ¢ um inoculante para cana-de-acucar
indicado para proteger o material ensilado contra o ataque de fungos por causa da
utilizagdo do 4cido latico para a producdo de 4cido propionico e acético, que reduzem o
pH e inibem o crescimento destes microrganismos. Sabe-se que este efeito ¢
extremamente importante para a ensilagem da cana-de-acucar, pois além de aumentar a
estabilidade aerobia, a diminui¢do na populagdo fingica reduz a fermentagdo alcodlica e

as perdas de matéria seca (NUSSIO & SCHMIDT, 2004).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARAUJO, F. F. Inoculacdo de sementes com Bacillus subtilis, formulado com
farinha de ostra e desenvolvimento de milho, soja e algodao. Ciéncia e

Agrotecnologia, v. 2, p. 456-462, 2008.

AVILA,C.I,S; PINTO,J,C; FIGUEREID,H,C,P; SCHWAN,R,F ; Effects of na
indigenous and a commercial lactobacillus buchneri strain on quality of

sugar cane silage. Grass and Science, Oxford, v.64, n.4,p.384-394, dec.2009.

BARBOSA, T.M.; SERRA, C.R.; LA RAGIONE, R.M.; WOODWARD, M.J;
HENRIQUES, A.O. Screening for Bacillus Isolates in the broiler
gastrointestinal tract. Applied and Environmental Microbiology, v.71, n.2,

p.968-978, 2005.

BASSO,F,C.;LARAE,C.;ASSIS,F,B.;RABELO,C,H,S.;MORELLLM.;REIS,R,A.
Caracteristicas da fermentacao e estabilidade aerobica de silagens de milho
inoculadas com Bacillus subtilis. Revista. Brasileira. Saude, Producao Animal,

Salvador, v.13, n,4, p.1009-1019. 2012.



11

BERNARDES, T.F.; REIS, R.A.; SIQUEIRA, G.R.; et al. Avaliacdo da queima e da
adicao de milho desintegrado com palha e sabugo na ensilagem de cana-

deacicar. Revista Brasileira de Zootecnia, Vigosa, v. 36, n. 2, p. 269-275, 2007.

BONOMO, P.; CARDOSO, C.M.M.; PEDREIRAM.S. Potencial forrageiro de
variedades de cana-de-aciicar para alimentacio de ruminantes. Acta

Scientiarium. Animal Sciences, Maringa, v.31, n.1, p.53-59, 2009.

CANDIDO, A.R.; AMARAL, P.N.C.; JUNGES, L.; SANTOS, C.G.; COUTO NETO,
0O.; MACHADO, W.K.R. Composiciao bromatologica da silagem de sorgo
submetida a diferentes niveis de aditivo farinha de bocaitiva. Anais...8°
ENEPE-UFGD. 2012.

CARVALHO, B, F.; Caracteristicas da silagem de cana-de-acucar aditivadas com

cal, proprionato e Lactobacillus buchneri. Dissertacio de Mestrado. Lavras

,2010.

EVANGELISTA, A.R.; LIMA, J.A. Utilizacao de silagens de girassol na alimentacao
animal. In: SIMPOSIO SOBRE PRODUCAO E UTILIZACAO DE
FORRAGENS CONSERVADAS, 1.,2001, Maringd. Anais... Maringa:
Universidade Estadual de Maringa, p.177-217. 2001.

FANCELLI, A.L.; DOURADO NETO,D. Producio de milho para silagem. Producao

de milho Guaiba: Livraria e Editora Agropecudria, p.336-337. 2000.

FERREIRA, J.J. Estagio de maturacao ideal para ensilagem do milho e do sorgo.In:
CRUZ, J.C.; PEREIRA FILHO, I.A.;RODRIGUES, J.A.S. et al. (Ed.)Producao
e utilizacio de silagem demilho e sorgo. Sete Lagoas: Embrapa Milho e Sorgo,

p.405-428, 2001.



12

FERREIRA, J.J. Estagio de maturacio ideal para ensilagem do milho e do sorgo. In:

CRUZ, J.C.; PEREIRA FILHO, .A.; RODRIGUES, J.A.S. et al. (Ed.)

Producao e utilizacdo de silagem de milho e sorgo. Sete Lagoas: Embrapa

Milho e Sorgo, p.405-428, 2001.

FREITAS, A.W.P.F.; PEREIRA, J.C.; ROCHA, F.C., et al. Avaliacio da qualidade
nutricional da silagem de cana-de-agucar com aditivos microbianos e
enriquecida com residuos da colheita da soja. Revista Brasileira de Zootecnia,

v.35,n. 1, p. 38-47, 2006.

GERON, L. J. V.; ZEOULA, L. M. Silagem do residuo umido de cervejaria: uma

alternativa na alimentacio de vacas leiteiras. Pubvet, Londrina, v. 2, n. 38,

2008.
JOBIM,C.C.; NUSSIO,L.G.; REIS,R.A.; SCHMITD,P. Avancos metodologicos na

avaliacio da qualidade da forragem conservada. Revista Brasileira de

Zootecnia, Vigosa, v.36, p.101-119, 2007.

KUNG JR., L. Effects of microbial additives in silages: facts and perspectives. In:
ZOPOLLATTO, M.; MURARO, G.B.; NUSSIO, L.G. (Ed.). International
symposium on forage quality and conservation, Sao Pedro, 2009. Proceedings.

Piracicaba: FEALQ, 2009. v. 1, p.7-22. 2009.

KUNG JR., L.;; STOKES, M.R.; LIN, C.J. Silage additives. In. BUXTON, D.R.;

MUCK, R.E.; HARRISON, J.H. (Eds.) Silage science and technology.

Wisconsin: ASA; CSSA; SSSA, p.305-360. 2003.



13

LANNA FILHO, R.; FERRO, H.M.; PINHO, R.S.C. Controle biologico mediado por
Bacillus subtilis. Revista Tropica: Ciéncias Agrarias e Biologicas, v.4, n.2, p.12-

20, 2010.

LIMA, J.A.; EVANGELISTA, A.R. Silagem de capim-elefante (Pennisetum

purpureum Schum). Lavras: Editora UFLA, 28p. (UFLA. Boletim técnico
cientifico, 85). 2002.

MADINGAN,M.T.; MARTINKO,J.M.; PARKER,J. Brock Biology of
Microorganisms. 8.ed. New Jersy: Prentice Hall, 986p. 1997.

McDONALD, P.; HENDERSON, A.R.; HERON, S.J.E. The biochemistry of silage.

2.ed. Marlow: Chalcombe Publications, 1991.

MUCK,R,E. Advances in inoculantes for silage. In: Symposium on Strategic
Management of pasture And 2; International Symposium on animal production

under grazing, 2, 2008. Vicosa, mg UFV, p.221-232. 2008.

MUCK,R.E. Silage microbiology and its control through additives. Revista

Brasileira de Zootecnia. Vigosa, v.39, p. 183-19, 2010.
NASCIMENTO, M.C.O.; SOUZA, B.B.; SILVA, F.V.; MELO, T.S. Armazenamento

de forragem para caprinos e ovinos no semiarido do nordeste. ACSA —

Agropecuaria Cientifica no Semiarido, V. 9, n. 4, p. 20 - 27, 2013.

NUSSIO, L.G.; SCHIMDT, P. Tecnologia de produciao e valor alimenticio de

silagens de cana-de-acucar. In: SIMPOSIO SOBRE PRODUCAO E

UTILIZACAO DE FORRAGENS CONSERVADAS, 2., 2004, Maring4.

Anais... Maringa: UEM/ CCA/DZO, p.1-33. 2004.



14

NUSSIO, L.G.; SCHMIDT, P.; PEDROSO, A.F. Silagem de cana-de-acucar. In:
PEIXOTO, A.M; MOURA, J.C.; Da SILVA, S.C. et al. (Ed) Simpédsio de

pastagens. Piracicaba: FEALQ/USP/ESALQ,. p.100-150. 2003.

OLIVEIRA, M.D.S.; ANDRADE, A.T.; BARBOSA, J.C. et al. Digestibilidade da
cana-de-acucar hidrolisada, in natura e ensilada para bovinos. Ciéncia

Animal Brasileira, v.8, n.1, p. 41-50, 2007.

PAHLOW, G.; MUCK,R,E.; DRIEHUIS,F.; ELFERINK,S.J.W.H.O.; SPOELTRA,S,F.
Microbiology of ensiling. In: Buxton, D.R; Muck,R,E.; Harrison,J,H (ed) Silage
Science and technology. Madison American Society of Agronomy, P.31-94.
2003.

PAIVA, J.AJ. Qualidade da silagem dasilagem da regido metalurgica de Minas
Gerais. Belo Horizonte: Escola deVeterindria da UFMG, 83f.Dissertagao
(Mestrado em Zootecnia) —Escola de Veterinaria, UFMG, BeloHorizonte, MG.

1976.

PEDROSO, A.F. Aditivos quimicos e microbianos no controle de perdas e na

qualidade de silagem de cana-de-agtcar (Saccharum officinarum L). 120 f.

Tese (Doutorado em Agronomia) — Escola Superior de Agricultura “Luiz de

Queiroz” - Universidade de Sao Paulo, 2003.
PEDROSO, A.F.; NUSSIO, L.G.; BARIONI JR., W. et al. Performance of holstein

heifers fed sugarcane silages treated with urea, sodium benzoate or

Lactobacillus buchneri. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.41, n.4, p.649-654,

2006



15

PEDROSO, A.F.; NUSSIO, L.G.; LOURES, D.R.S. et al. Efeito do tratamento com
aditivos quimicos e inoculantes bacterianos nas perdas e na qualidade de

silagens de cana-de-aciicar. Revista Brasileira de Zootecnia, v.36, n.3,

p.558564, 2007.

PEDROSO, A.F.; NUSSIO, L.G.; PAZIANI, S.F. et al. Fermentation and epiphytic
microflora dynamics in sugar cane silage. Scientia Agricola, v.62, n.5,

p.427432, 2005.

PEDROSO,A F. Fermentation and epiphytic microflora dynamics in sugar cane

silage. Sci. Agric. Piracicaba,v.62,n.5p.427-432, 2005.

PEREIRA, J.R.A.; REIS, R.A. Producio e utilizaciao de forragem pré-secada. In:
Simpésio de Forragicultura e Pastagens. Anais... Lavras: UFLA, p. 311-338,

2001.

PEREIRA, O.G.; RIBEIRO, K.G.;PEREIRA, D.H. Produgdo e utilizacdode
forragensconservadas. In: Semana de Zootecnia, 2,Diamantina. Anais...

Diamantina. MG. p.75-118. 2004.

PHILLIP, L.E.; FELLNER, V. Effects of bacterial inoculation of high-moisture ear
corn on its aerobic stability, digestion, and utilization for growth by beef

steers. Journal of Animal Science, v.70, p.3178-3187, 1992.

RANIJIT, N.K.; KUNG JR., L. The effect of Lactobacillus buchneri, Lactobacillus
plantarum, or a chemical preservative on the fermentation and aerobic
stability of corn silage. Journal of Dairy Science, v.83, p.526-535, 2000.

REZENDE, A.V. et al. Qualidade bromatolégica das silagens de cana-de-acicar



16

(Saccharum officinarum L.) aditivadas com raspa de batata. Ciénc. Agrotec.

[online]. vol.33, n.1, pp. 292-297. ISSN 1413-7054. 20009.

SANTOS, M.C Aditivos quimicos para o tratamento da cana-de-acucar in natura e

ensilada (Saccharum officinarum L.) 2007. 112f. Dissertacao (Mestrado em

Ciencia Animal e Pastagens) Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz,

Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, 2007.

SANTOS, M.C., NUSSIO, L.G., MOURAO, G.B., SCHMIDT, P., MARI, L.J. E
RIBEIRO, J.L. 2008. Influéncia da utilizacdo de aditivos quimicos no perfil
da fermentagdo, no valor nutritivo e nas perdas de silagens de cana-
deacicar. Revista Brasileira de Zootecnia, Brasilia, v.37, n.9, p. 1555-

1563,2008.

SANTOS,F,S.; GONCALVES,FM.; RIOS,P,.M.;

RODRIGUES,R,R.;GOMES,R,R,L.;RODRIGUES,G,G.;SOUZA,R,R.;FERREI
RA,C.I. Principais tipos de silos e microrganismos envolvidos no processo de

ensilagem. Vet.Not., Uberlandia, v.19. n.2,p.140-152, 2013.

SANTOS,M.V.F.; GOMES CASTRO.A,G.; PEREA. ] M..; GARACIA,A.; GUIM,A ;
PERES,H.M. Fatores que afetam o valor nutritivo da silagem de forrageiras

tropicais. Arch. Zootec.v,59 p.25-43, 2010.

SCHMIDT, P. Aditivos quimicos e biologicos no tratamento de cana-de- acucar
para alimentacio de bovinos. In: JOBIM, C.C.; CECATO, U.; CANTO, M.W.
(Eds.) Produgio e utilizagdo de forragens conservadas. Maringa: Masson,. p.117-

152.2008.



17

SCHMIDT, P.; MARI, L.J.; NUSSIO, L.G. et al. Aditivos quimicos e biolégicos na
ensilagem de cana-de-acucar. 1. Composicao quimica das silagens, ingestao,
digestibilidade e comportamento ingestivo. Revista Brasileira de Zootecnia, v.

36,n. 5, p. 1666-1675, 2007 (suplemento).

SENGER, C. C. D.; MUHLBACH, P. R. F.; SANCHEZ, L. M. B,; NETTO, D. P;
LIMA, L. D. Composicao e digestibilidade “in vitro” de silagens de milho
com distintos teores de umidade e niveis de compactaciao. Ciéncia Rural,

Santa Maria, v. 35, n. 6, p. 1393-1399, 2005.

SIQUEIRA, G .R .; REIS, R. A 3.4, ITURRINO ,R. P.S.; PIRE ,A. J. V.; BERNARDES
,I. F.; ROTH, M. T. P. Queima e aditivos quimicos e bacterianos na

ensilagem de cana-de-acucar. R. Bras. Zootec., v.39, n.1, p.103-112, 2010.

SIQUEIRA, G.R. Cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) ensilada com
aditivos quimicos e microbianos. Jaboticabal: Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, 2005. 92p. Dissertacao (Mestrado em Zootecnia) -
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, 2005.

SIQUEIRA,G.R.; RESENDE,F.D.; ROMAN,J. Uso estratégico de forragens
conservadas em sistema de producdo de carne. Producdo e utilizacao de

forragens conservadas. Maringa: Masson, p.41-89. 2008.

TAYLOR, C.C.; RANIJIT, N.J.; MILLS, J.A. et al. The effect of treating whole-plant
barley with Lactobacillus buchneri 40788 on silage fermentation, aerobic

stability and nutritive value for dairy cows. Journal of Dairy Science, v.85,

n.7, p.1793- 1800, 2002.



18

TODOVORA, S., KOZHUHAROVA, L., Characteristics and antimicrobial activity
of Bacillus subtilis strains isolated from soil. World J. Microbiol. Biotechnol.
26, 1207-1216, 2010.

ZOPOLLATTO,M.; DANIEL,J,L,P.; NUSSIO,L.G. Aditivos microbiologicos em
silagens no Brasil: revisio dos aspectos da ensilagem e do desempenho de
animais. Revista Brasileira de Zootecnia, vicosa,MG, v.38 n.1, p.170-189,

jan,2009.



19

CAPITULO1

PERFIL MICROBIOLOGICO E COMPOSICAO QUIMICA DE
SILAGEM DE CANA-DE-ACUCAR ADITIVADA COM Lactobacillus buchneri,

Propionibacterium acidipropionicci ou Bacillus subtilis

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da adi¢ao dos aditivos microbianos Lactobacillus
buchneri, Propionibacterium acidipropionicci e Bacillus subtilis, sobre as
caracteristicas quimicas e microbiologicas das silagens de cana-de-acucar. O
experimento consistiu de silagem de cana-de-agucar in natura que foi considerada o
controle (C) e os aditivos microbianos foram aplicados no seguinte delineamento:
silagem de cana- de - agucar com Lactobacillus buchneri (Lb) silagem de cana-deagucar
com Bacillus subtilis (Bs) e Propionibacterium acidipropionicci (Pa). A forragem foi
armazenada por 60 dias em silos de PVC, e foram avaliados a composi¢do quimica das
silagens no momento da ensilagem e apds 60 dias. Para determinagcdo do perfil
microbiolégico foram mensurados o pH, bactérias acido laticas, leveduras e fungos nos
dias 0, 2,7,14,21 e 60. Pode-se observar aumento no teor de FDN na silagem que
recebeu Lb, enquanto o Propionibacterium acidipropionicci apresentou maior teor de
FDA e a redugdo na digestibilidade. Embora ndo tenha afetado outros pardmetros de
maneira significativa, o tratamento com B. subtilis levou a maior concentragdo de
lignina e 4cido butirico no momento da abertura dos silos. Todos os aditivos garantiram
uma populacdo de bactérias acido laticas superior a silagem controle e a silagem que
recebeu Pa mostrou reducao na populagao média de leveduras, o que podendo significar
aumento na estabilidade aerdbia. A adicao de aditivos microbianos mostrou-se favoravel

no processo de ensilagem da cana-de-agtcar.

Palavras-chaves: bactérias, fermentacdo, inoculantes, matéria seca, acidos

organicos
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MICROBIOLOGICAL PROFILE AND CHEMICAL
COMPOSITION OF SUGAR CANE SILAGE ADDITIVATED WITH

Lactobacillus buchneri, Propionibacterium acidipropionicci or Bacillus subtilis

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of the addition of the
microbial additives Lactobacillus buchneri, Propionibacterium acidipropionicci and
Bacillus subtilis on the chemical and microbiological characteristics of sugarcane silages.
The experiment consisted of in natura sugarcane silage, considered the control (C) and
microbial additives that were applied in the following design: sugarcane silage with
Lactobacillus buchneri (Lb) sugarcane silage with Bacillus subtilis (Bs) and
Propionibacterium acidipropionicci (Pa). The forage was stored for 60 days in PVC silos,
and the chemical composition of the silage was evaluated at ensilage and after 60 days. To
determine the microbiological profile, pH, lactic acid bacteria, yeasts and fungi were
measured on days 0, 2, 7, 14, 21 and 60. It can be observed an increase in the NDF content
in the silage that received Lb, while the Pa presented higher content of ADF and the
reduction in the digestibility. Although it did not significantly affect other parameters,
treatment with Bs led to a higher concentration of lignin and butyric acid at the opening of
the silos. All additives ensured the population of lactic acid bacteria superior to control
silage and the silage that received Pa showed reduction in the average population of yeasts,
which could mean an increase in aerobic stability. The addition of microbial additives

proved to be favorable in the ensiling process of sugarcane.

Key words: bagteria, fermentation, inoculants, dry matter, organic acids
INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agucar e conquista cada vez
mais o mercado externo (MAPA, 2015). O uso da cana-de aguicar como alimento para os
animais durante a seca ¢ uma pratica utilizada por muitos produtores no Brasil (LOPES
E EVANGELISTA, 2010; PEDROSO et al., 2011). A ensilagem ¢ uma forma de
concentrar a mao de obra em apenas um periodo, promover crescimento mais uniforme

da rebrota e aproveita-la no estddio de melhor valor nutritivo, (Rocha et al ., 2015).
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Tem-se observado a valoriza¢do do cultivo da cana-de-agticar, sobretudo pela demanda
na producdo de biocombustiveis € com o uso para a alimenta¢ao animal (VOLTOLINI
et al., 2012). Um dos principais pontos que justificam a ensilagem de cana ¢ o risco do
fogo acidental, além disso a ensilagem de cana-de-agucar justifica-se por permitir
melhor manejo agrondmico dos talhdes e resolver o problema do corte diario, além de

ser uma forma de estocagem de elevadas quantidades de volumoso nas propriedades.

Esta forrageira ¢ caracterizada por possuir elevada concentracdo de agtcares
soluveis e por apresentar alta populacdo de leveduras que se multiplicam depois do
processo de ensilagem. (AVILA et al 2010). A maioria das espécies de leveduras atua
preferencialmente em condi¢cdes de aerobiose, todavia algumas podem manter a
populacdo em condi¢des de anaerobiose fermentando aglcares soluveis e gerando
etanol. A ocorréncia da fermentagdo alcodlica é comum durante a ensilagem da canade-
acucar, podendo inclusive predominar sobre a fermentagdo latica, situagdo que acarreta
expressivas perdas de matéria seca, (FORTALEZA et al 2012). Sabe-se que a silagem
da cana-de-agucar representa boa alternativa para a alimentacdo de ruminantes, mas ha
ainda necessidade de estudos para a otimizacdo do processo, principalmente com
relagdo a utilizagdo de aditivos que regularizem o padrdo fermentativo. Bactérias
acido laticas como Lactobacillus buchneri e Lactobacillus plantarum sio alternativas
interessantes para a ensilagem de cana-de-agucar por serem produtoras de acido latico e
acético,0 que pode levar a inibicdo do crescimento de microrganismos indesejaveis
(AVILA et al 2010). A bactéria heterolatica Lactobacillus buchneri tem apresentado
resultados promissores principalmente na inibicdo do crescimento de fungos e no
aumento da estabilidade aerobia para silagem de cana-de-acucar. (FILYA et al., 2003).
O Bacillus subtilis, em silagens, pode controlar a instabilidade aerdbica e também
controla o crescimento dos microrganismos indesejaveis (BASSO et al 2012).

O uso do inoculante Propionibacterium acidipropionici vem sendo destacado por
apresentar redugdo nas perdas por gases e efluentes e uma adequada recuperacao de
matéria seca (MONCAO et al., 2012).

Visando otimizar o processo de ensilagem da cana-de-acucar foi realizado o
presente estudo com o objetivo de avaliar o efeito da adi¢do dos aditivos microbianos
Lactobacillus buchneri, Propionibacterium acidipropionicci € Bacillus subtilis, sobre o

valor nutricional e microbiologicas das silagens de cana-de-agucar.
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MATERIAL E METODOS
Colheita da cana-de-acucar e preparo das silagens

O experimento foi realizado no municipio de Rio Verde Instituto Federal Goiano
— Campus Rio Verde. Foi utilizada a variedade RB 8554513 de cana-de-agucar colhida
em 11 /2015 do proprio plantel da institui¢ao. Os aditivos microbianos aplicados foram
fornecidos pela empresa Lallemand Animal Nutrition e Fatec Indistria de Nutrigdo e
Saude Animal Ltda.

O experimento consistiu de silagem de cana-de-agicar in natura que foi
considerada o controle (C) sem adicao de inoculantes. Os aditivos microbianos foram
aplicados no seguinte delineamento: silagem de cana- de - agucar com Lactobacillus
buchneri (Lb) 2,5x10'° UFC/g contido no produto Lalsil Cana (Lallemand); silagem de
cana-de-acticar com Bacillus subtilis (Bs) 1,0x10° UFC/g contido no produto BIOTOP
fornecido pela empresa Fatec Induastria de nutricdo e saude animal Ltda e
Propionibacterium acidipropionicci (Pa) 2,5x10' UFC/g contido no produto BioMax
Cana (Lallemand). Todos os aditivos foram aplicados na dosagem de 2g/tonelada
segundo recomendacao dos fabricantes, e foram diluidos 0,18 gramas do produto em 90

ml de 4gua destilada. Além disso, todos os tratamentos foram aplicados em triplicata.

A ensilagem foi realizada em canos de PVC, com didmetro de 100 mm, altura de
0,50 me densidade de 0,003925 m’. Todos foram fechados com duas camadas de

plastico para impossibilitar a entrada de oxigénio e foram mantidos por até 60 dias.

Apo6s a vedagdo e seu respectivo periodo de incubagdo, os silos foram pesados
para a mensuragao dos gases produzidos antes e apds o processo fermentativo de acordo

com a metodologia descrita por ZANINE et al. (2006).

Analises Laboratoriais

As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Nutricdo Animal e
no Laboratério de Microbiologia do mesmo campus. Imediatamente apos a abertura dos
silos foram analisados o pH e o nitrogénio amoniacal (N-NH3/NT). O pH foi
determinado de acordo com SILVA e QUEIROZ (2002). O N-NH;3/NT foi realizado
através da metodologia da AOAC (1980).

As analises quimicas para determinacdo da matéria seca (MS), matéria mineral

(MM), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido
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(FDA) foram realizadas pelo método descrito por AOAC (1980). Todas as analises

foram realizadas em duplicata.

Para a obtencao das amostras pré-secas apos o periodo de fermentacgdo, os silos
foram abertos e as porgdes superiores e inferiores de cada um, foram descartadas. A
por¢do central do silo foi homogeneizada e colocada em bandejas de plastico e foi
pesada e levada para estufa de ventilacao forcada a 55°C durante 72 horas. As amostras

pré-secas foram moidas em um moinho do tipo Willey, em peneira com malha de 1 mm.

No ensaio da digestibilidade in vitro da MS (DIVMS), foi utilizada a
metodologia descrita por TILLEY e TERRY (1963) modificada para o fermentador
ruminal DAISY II, seguindo a metodologia apresentada no manual de utilizacdo do

equipamento (ANKOM® Technology), fornecida pelo fabricante.

Para a analise da producdo dos 4cidos organicos foram avaliados os silos
submetidos a todos os tratamentos e abertos apos 7 e 60 dias de fermentagdo. Pesaramse
25 g de silagem umida que foram adicionadas a 225 ml de agua destilada e
posteriormente batidas no liquidificador por 1 minuto. Apos isso, as amostras foram
filtradas em peneira fina, e armazenados em freezer. Apds descongelamento, essas
amostras foram centrifugadas (15 minutos a 4.000 rpm) e filtradas em nailon com
porosidade de 0,45um. Foram mensurados os &cidos latico, acético e butirico e
propidnico em cromatografo Liquido de Alto Desempenho (HPLC), marca
SHIMADZU, modelo SPD-10A VP acoplado ao Detector Ultravioleta (UV) utilizando

um comprimento de ondas: 210 nm.

As andlises microbiologicas para contagem de bactérias acido laticas (BAL),
leveduras e fungos foram iniciadas com a diluicdo de 25 gramas de amostra de cada um
dos silos em 225mL de solu¢do salina estéril. Posteriormente foi realizada a diluicao
seriada até 107 na mesma solu¢do. Para contagem dos fungos e leveduras foram
utilizados 100puL de cada uma das diluicdes 107; 10 e 10 que foram inoculadas em
duplicata no meio BDA (Agar Batata Dextrose). Para BAL foram utilizadas as dilui¢des
10°; 10° ¢ 107 também inoculadas em duplicata. As placas foram incubadas a 32°C
por até dois dias para a contagem das BAL, até trés dias com a temperatura de 28°C para
contagem de leveduras e até cinco dias para contagem de fungos filamentosos. Apds o
periodo de crescimento foi realizada a contagem das unidades formadora de coldnias
(UFC) das placas que continham entre 25 e 250 colonias. Na anélise dos dados, os

valores obtidos nas contagens foram submetidos ao calculo da média, que foi
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multiplicada pela dilui¢do e a esse valor foi aplicado o logaritmo de base dez. As
analises microbiologicas foram realizadas no momento da ensilagem e apds 2, 7, 14, 21

e 60 dias de incubacao.

Modelagem e Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com trés

repeticdes.

Os dados foram analisados com o auxilio do software R (The R Development
Core Team, 2011) e para comparagdo de médias, quando necessario, foi usado teste
Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 01, pode-se observar a composi¢ao quimica do material utilizado para
a ensilagem in natura. A composicdo quimica da silagem de cana-de-agucar produzida

apos 60 dias de incubagdo esta apresentada na tabela 2.

Nas silagens produzidas com a adi¢do de L. buchneri, B. subtilis e P.
accidipropionicci ndo foi observada diferenca significativa com relacdo a composi¢ao
na MS, PB, FDA, LIG e N-NH;. Apesar disso, pode-se observar que o L. buchneri
acarretou maior reducdo na matéria seca com relagdo a cana-de-agucar in natura
enquanto o P. acidipropionicci garantiu a maior recuperacdo. Diversos fatores podem
interferir na maior ou menor perda fermentativa, como a picagem do material ensilado,
que determina o tamanho das particulas e a eficiéncia na compactagao, influenciando as
perdas por gases e por efluentes. (RIBEIRO et al ., 2010). Os teores ideais de MS para a
ensilagem devem estar entre 28 ¢ 43% (McDONALD et al, 1991). O material utilizado
para a ensilagem apresentou composicdes adequadas, exceto o que foi utilizado para
ensilagem com o P. acidipropionicci, que ainda apresentou a menor perda de MS apos
os 60 dias de fermentacdo. SIQUEIRA et al 2007 relataram redugdes de MS de 35,6%
para 28% e de 35,1% para 31,9% apos 60 dias de incubacdo da cana-de-acgticar com P.
acidipropionicci e L. buchneri respectivamente. SCHMIDT et al 2007 trabalhando com
aditivos quimicos e biologicos na silagem de cana-de-agtcar observaram que houve teor
de matéria seca mais elevado no tratamento controle 30,9% em relagdo aos tratamentos

com ureia, benzoato, Lactobacillus bucnneri e Lactobacillus plantarum que variaram
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entre 30,3% a 30,2%. Neste estudo observa-se uma porcentagem de reducdo maior para

o L. buchneri do que para o P. acidipropionicci.

Com relagdo a MM o P. acidipropionicci foi o Unico tratamento que levou a
reducdo com relacdo a composi¢do inicial, sendo o L. buchneri que garantiu o maior
aumento. SANTOS et al 2009, avaliando silagem de cana-de-aglicar aditivadas com cal
virgem e calcario encontraram concentragdes menores de cinzas no momento da
ensilagem sendo 2,3% de MM para silagem controle e 4,5 % e 3,2% para as silagens
contendo cal ou calcério. Podem-se observar teores proximos aos obtidos para a silagem

tratada com cal ap6s a adi¢ao do L. buchneri.

ALLI et al.,, 1983 relataram que os problemas observados na ensilagem da
canade-agucar sao decorrentes, principalmente, da intensa atividade de leveduras que
naturalmente colonizam a planta (epifiticas) e convertem os agucares soluveis a etanol,
CO; e 4gua, levando a redugdo no teor de carboidratos soluveis, baixos teores de acidos

latico e acético e aumento nos teores de fibra da silagem.

Para PB os trés tratamentos levaram ao aumento menos expressivo que a silagem
produzida sem aditivos, sendo que o L. buchneri produziu a silagem com a menor
quantidade de PB. Com relagdo a composi¢do em fibras, o menor valor de FDN foi
observado no tratamento com P. acidipropionicci e o inverso foi observado para FDA, e
o maior valor pode ser atribuido ao mesmo tratamento. Todos os tratamentos
acarretaram aumentos mais expressivos na composi¢ao em FDA que a silagem controle.
Porém, pode-se observar na tabela 03 que o tratamento com L. buchneri levou ao maior

aumento em FDN enquanto o P. acidipropionicci acarretou maior aumento para FDA.

BALIEIRO NETO et al 2007 observaram teores médios de FDN de silagens de
cana-de-agucar tratadas com 6xido de calcio no momento da ensilagem de 55,48 com
aumento progressivo até o nono dia de incubagdo, e atingiu 70,48%. Sabe-se que este
indice estd diretamente relacionado ao consumo de carboidratos soliveis durante a
fermentagdo. Os teores médios de lignina para esse estudo ndo mostraram diferencas
significativas entre os tratamentos e a silagem controle apos os 60 dias de incubagao,
porém, pode-se observar que os tratamentos acarretaram acréscimo expressivo deste
composto. O maior aumento no teor de lignina foi observado na silagem produzida com

B. subtilis com rela¢do ao material in natura.

Para TEIXEIRA, 2004, os maiores indices de FDN, FDA ¢ LIG influenciam na

DIVMS e pode ser observado que todos os tratamentos apresentaram teores de
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digestibilidade inferiores a silagem controle, inclusive para a silagem produzida com P.
acidipropionicci o valor obtido para digestibilidade da silagem foi inferior ao do
material in natura. SIQUEIRA et al 2007, relataram redugdes significativas na DIVMS
para silagem de cana-de-actcar aditivada com Propionibacterium acidipropionicci e
para L. buchneri, o tratamento com P. acidipropionici reduziu a DIVMS de 57,8 para
34,6 e para o L. buchneri a reducdo foi de 52,7 para 48,4. Neste estudo, o tratamento
com L. buchneri, embora tenha levado a incremento expressivo no teor de FDN nao

mostrou redugao significativa da DIVMS com relacdo a silagem controle.

Para a concentragdo de N-NH; ndo foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos e a silagem controle obtida apos 60 dias de incubagdo. Todas as silagens
obtidas apresentaram indices de N-NHj inferiores a 10%. Este pardmetro estabelecido
por Mc DONALD et al. (1991) ¢ considerado o ideal para silagens de 6tima qualidade, e
pode evidenciar baixo teor de carboidratos soluveis apds a fermentacdo (Van Soest
1994). O baixo valor de nitrogénio amoniacal encontrado nas silagens indica baixa
degradacao dos compostos proteicos pelas enzimas que sao secretadas, especialmente,

pelas bactérias do género Clostridium.

Tabela 1. Andlise quimica da cana-de-agtcar in natura (% da MS no material a ser

ensilado).

Trat. MS MM PB FDN FDA LIG DIVMS

C 32,868 2,79 3,90 59,08 42,89 4,49 74,54




27

Tabela 2 Percentuais dos teores de matéria seca (MS), matéria Mineral (MM), proteina
bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente (FDA), lignina (LIG),
digestibilidade in vitro (DIVMS), nitrogénio amoniacal N-NH3 para silagens de cana-
de-agucar apods 60 dias de fermentagao.

Trat. MS MM PB FDN FDA LIG DIVMS N-

NH;
C 24,04 298" 4,60 71,65 4037 6,68 81,94 1,55
Lb 21,89 3,64 4,14  68,04"® 40,05 824 7728 1,51
Bs 2339 322" 454 7035"® 40,98 7,82  78,79* 093
Pa 24,11 3,50*" 454 67,93 4340 788  66,40° 0,79

Media 23,36 3,33 4,46 69,49 41,20 7,66 76,10 1,19
SD 1,92 0,44 0,46 2,67 2,86 1,09 8,87 0,40
CV (%) 7,75 11,57 10,07 3,29 6,57 12,79 9,24 17,75

Medidas seguidas da mesma letra, maiuscula na coluna, ndo diferem (P>0,05) pelo teste de Tukey. C= Controle, Lb=
Lactobacillus buchneri, Bs= Bacillus subtilis, Pa= Propionibacterium acidipropionicci,, MS= matéria seca,
MM=matéria mineral, PB= proteina bruta, FDN= fibra em detergente neutro, FDA= fibra em detergente acido, LIG=

lignina, DIVMS= digestibilidade in vitro da matéria seca, N-NH3= nitrogénio amoniacal.

Na tabela 3, estdo apresentados os valores de perda por gases. Nao foi observada
diferenca significativa neste parametro entre os tratamentos com relagdo a silagem
controle durante todo o periodo de incubagdo. Porém, no 60° dia, pdde-se constatar
aumento expressivo nas perdas por gases para a silagem produzida com o L. buchneri.

Tal teor reflete na maior perda de MS que foi observada para o0 mesmo tratamento.

As perdas gasosas podem evidenciar o consumo de aglcares em um processo
fermentativo dominado por leveduras (PRESTON et al., 1976; ALLI et al., 1982).
Podese observar que o L. buchneri apresentou a maior média na contagem de leveduras
durante o periodo de incubacdo (tabela 05). Possivelmente o aditivo ndo conseguiu inibir
a ocorréncia predominante da fermentacao alcodlica, e os carboidratos solaveis sdao

convertidos em etanol € CO,.
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Tabela 3 Perdas por gases das silagens tratadas com aditivos. *

Trat 2 7 14 21 60 Media SD Cv
(%)
C 2,38 2,56 2,44 2,73 2,337 2,51 0,23 8,64
Lb 2,57 2,68 2,69 2,45 2,74 2,61 0,21 8,1
Bs 2,58 2,69 2,66 2,60 2,414° 2,59 0,17 6,7
Pa 2,65 2,52 2,53 2,44 2,40° 2,51 0,19 8,39
Media 2,54 2,62 2,58 2,56 2,47 - - --
SD 0,21 0,24 0,20 0,20 0,20 - - -
CV (%) 8,52 10,02 7,97 7,23 5,15 - - -

Medidas seguidas da mesma letra, maitiscula na coluna, nao diferem (P>0,05) C= Controle, Lb= Lactobacillus buchneri, Bs=

Bacillus subtilis, Pa= Propionibacterium acidipropionicci,. SD= Desvio padrdo, CV= coeficiente de variagao.

*valores apresentados em percentuais da matéria seca.

Os valores obtidos pelas mensuragdes de pH durante todo o experimento estdo
apresentados na tabela 4. De maneira geral, houve a reducdo do pH apds 2 dias de
incubagdo em todos os silos, ¢ esta redugdo continuou com 7 dias de incubagdo. Até o
final do periodo de incubacdo os valores se mantiveram relativamente estaveis e podese
observar que o menor valor de pH no momento da abertura dos silos, apos 60 dias, foi
obtido pela silagem aditivada com L. buchneri. Isto pode influenciar no periodo de
estabilidade aerdbia, pois esta acidificagdo tende a inibir a proliferacio de

microrganismos aerdbios deteriorantes.

Segundo PADUA 2014, os valores de pH entre 3,8 e 4,2 podem ser
considerados ideais para a silagem, porém todos os valores obtidos neste estudo foram
inferiores a este parametro. Acredita-se que os baixos valores obtidos para o pH sejam
decorrentes de caracteristicas intrinsecas da cana-de-agucar como a sua baixa capacidade
tampao (JUNQUEIRA 2006), SA NETO et al., 2013 trabalhando com silagem de milho
observaram valores de pH que variaram de 3,70 no tratamento L. buchneri + L.
plantarum, a 3,79 no tratamento L. buchneri. Os valores de pH relativamente baixos e a
composicdo em acidos organicos, podem ter auxiliado na prevencdo do crescimento
destas bactérias indesejaveis que estdo entre os principais microrganismos deterioradores

das silagens e que podem acarretar risco a saude animal.
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bﬂdgcllb.
pH
DIAS
. CV
Trat. 0 2 7 14 21 60 Media SD (%)
C 47588 3925 326 3234B¢ 346° 3 44° 3,68 0,55 2738
Bb 5694 39Mb 328¢ 330ksd  346¢  3.30¢ 358 0,28 B4
Pa 5,704 387°  327° 327 3,47° 339 3,83 0,89 2,21
Media 5,41 391 328 3,20 347 3,37
SD 0,42 0,06 0,07 0,07 0,06 0,08
CV (%) 213 1,54 2,34 1,66 2,00 2,04

Tabela 4 Teores médios de pH registrados para os diferentes dias de abertura das

Medidas seguidas da mesma letra, maiuscula na coluna, ndo diferem (P>0,05) C= Controle, Lb= Lactobacillus
buchneri, Bs= Bacillus subtilis, Pa= Propionibacterium acidipropionicci,. SD=desvio padrio, CV=coeficiente de

variagao.

Os valores obtidos pela analise da composi¢do das silagens com relagdo aos
acidos graxos volateis apos 7 e 60 dias de incubacdo estdo apresentados na tabela 5 e

pode-se observar a concentracdo dos acidos latico, acético, propionico e butirico.

Para o 4cido latico ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos
e a silagem controle. Porém houve uma relagdo direta entre a concentragdo de lactato e o
pH neste experimento e aos 07 dias a silagem contendo L. buchneri apresentou o maior
valor de pH e a menor concentragdo de acido latico, evidenciando o potencial
acidificante deste composto secretado pelas BAL. O contrario foi observado aos 60 dias
em que a mesma silagem atingiu o maior teor de acido latico e o menor valor de pH. O
menor teor de acido latico apos 60 dias de incubagdo foi observado para a silagem com

B. subtilis e P. acidipropionicci.

De extrema importancia para a reducao do pH durante a ensilagem, o acido latico

também pode ser consumido por algumas leveduras, o que apds a abertura dos silos pode
reduzir a estabilidade aerdbica (AVILA et al 2014, FREITAS 2006).

A reducdo expressiva do pH em silagens aditivadas com L. buchneri ja foi
observada em outros estudos. Tal potencial também ¢ atribuido a capacidade de

producdo de acido acético por esta bactéria.
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Para o acido acético, no 07° dia, o tratamento com L. buchneri apresentou o
maior valor em relacdo aos demais tratamentos, porém, apos 60 dias de incubagdo, a
silagem com P. acidipropionicci continha o maior teor deste composto, embora nao
tenha sido observada diferenca significativa em nenhum dos periodos. Sabe-se que o L.

buchneri pode produz preferencialmente acido acético como produto metabdlico,
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enquanto o género Propionibacterium ¢é caracterizado pela produgdo dos acidos acético
e propionico durante a fermentagdo de carboidratos soluveis ou de acido latico
(MCDONALD et al., 1991).

Esperava-se uma producdo expressiva de dacido acético pelo L. buchneri
considerando a capacidade heterofermentativa obrigatoria. Este composto apresenta
acdo inibitoria sobre o crescimento de leveduras e fungos filamentosos que sdo os
responsaveis pela deterioracdo aerdbia da silagem apos sua abertura (PAHLOW et al.,
2003).

Em estudo com silagem de milho armazenado por 90 dias, FYLIA 2003
observou que as silagens tratadas com L.buchneri apresentaram maiores teores de acido

acético e menores concentracdes de acido latico enquanto as silagens que continham L.

buchneri e L. plantarum apresentaram maiores teores de 4cido latico e 4cido acético.
Ambos os tratamentos foram efetivos em manter a silagem estavel durante o
periodo de exposi¢ao aerdbica por um tempo maior que a silagem controle. MENDES
et al 2008 observou concentragdes maiores de acido acético na silagens de cana-
deacucar aditivada com L. bucnheri em relagdo as silagens sem aditivos . Embora
possua efeitos positivos sobre a estabilidade aerobia, TOMICH et al 2003, mencionam
que altas concentragdes de acido acético podem indicar a presenca excessiva de
oxigénio na massa ensilada que viabiliza o desenvolvimento das bactérias produtoras de

acido acético e dificulta o desenvolvimento de bactérias produtoras de 4cido latico.

Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos e a silagem controle com

relacdo ao teor de acidos propionico e butirico apos 7 ou 60 dias de fermentagao.

O teor de acido butirico reflete a atividade clostridiana sobre a massa ensilada
com consequente consumo de proteinas. Este ¢ considerado um dos principais
indicadores negativos da qualidade do processo fermentativo por apresentar ainda a

reducdo da aceitagdo e do consumo pelos animais (TOMICH et al 2003).
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Tabela 5. Teores médios de acido latico (LAT), acido acético (ACE), acido butirico
(BUT), acido propionico (PROP). *

L actato Dias Acetato
Dias
Tratamento 07 60 07 60
C 197,98 201,03 33,58 20,92
Lb 167,90 203,05 43,19 33,32
Bs 175,12 144,26 31,38 17,17
Pa 175,12 163,82 27,86 46,97
Cv (%) 21,66 63,27
Pr opionato Butirato
Dias Dias
Tratamento 07 60 07 60
C 8,06 7,26 0,77b 1,10
Lb 8,52 9,35 0,99ab 1,38
Bs 9,91 12,71 0,95ab 1,59°
Pa 5,57 7,31 1,13 1,20°°
Cv (%) 38,22 63,27

Medidas seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem (P>0,05) C= Controle, Lb= Lactobacillus buchneri, Bs=

Bacillus subtilis, Pa= Propionibacterium acidipropionicci,.

*valores apresentados em ppm.

Os valores obtidos para as contagens de unidades formadoras de colonias (UFC)
de bactérias acido laticas, leveduras e fungos desde a produgdo até a abertura dos silos
estdo apresentados na tabela 6. Os tratamentos apresentaram popula¢des de BAL
significativamente superior ao controle apenas aos 14 dias de incubagdo, nos demais
intervalos avaliados ndo houve diferenca significativa. Mas, pode-se observar que a
média de populagdes bacterianas foi superior durante todo o processo nos tratamentos
em relacdo ao controle. O favorecimento do crescimento das BAL pelos aditivos
representa efeito positivo considerando que estes microrganismos sdo os principais
responsaveis pela acidificacdo da silagem e manutencdo de adequadas condi¢des de

conservagao da forragem.

Durante o periodo de ensilagem, pode-se observar que houve aumento da
populacdo bacteriana apos 7 dias de incubagdo, momento em que também foi observada
a reducgdo significativa do pH. AVILA et al 2008, trabalhando com silagem de cana

aditivada com uma cepa de L. buchneri observaram que a populagdo de BAL foi maior
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para silagem inoculada com relagdo a silagem controle, indicando efeito positivo da
adicao dos inoculantes sobre esta populacao.

Para as leveduras pode-se observar que houve reducdo nas populagdes com relagdo a
microbiota epifitica durante o processo de ensilagem sendo a menor populagdo média
observada para a silagem que recebeu o aditivo P. acidipropionicci. Pode-se constatar
que este tratamento também respondeu pelas maiores concentragdes de acido acético ao
final do periodo de incubagdo, evidenciando o efeito inibitério deste composto. O
decréscimo na populacao das leveduras deve ter efeito positivo sobre o periodo de
estabilidade aerobia, pois este grupo de microrganismos ¢ o principal responsavel pela

deterioracdo das silagens apos a abertura (ASHBELL et al., 2002).

Além disso, as leveduras competem com as BAL pelos agucares podendo ser
responsaveis pela diminui¢do das fermentacdes desejaveis que garantam a acidificagdo
da silagem e a conservacdo do alimento. Além disso, a ocorréncia da fermentagdo

alcoolica acarreta aumento da perda de MS por efluentes (PAHLOW, 1984).

O uso de aditivos a base de bactérias heterolaticas tem sido eficiente para
controlar a populacdo de leveduras e reduzir a fermentacao alcodlica na massa ensilada,
além de melhorar a estabilidade aerdbia (AVILA et al 2008, QUEIROZ et al 2012,
TABACO et al 2011).

Nao houve diferenga significativa para as contagens de fungos filamentosos em
nenhum dos tratamentos nos intervalos avaliados. Porém, pode-se observar que apenas
os tratamentos B. subtilis e P. acidipropionicci apresentaram contagens inferiores ao
controle, sendo os menores indices atribuidos ao tratamento com B. subtilis. Houve
reducdo significativa na populacdo de fungos durante o periodo de incubagdo para as
silagens produzidas com L. buchneri e B. subtilis em relagdo a microbiota epifitica

quantificada no dia 0.

A ocorréncia de fungos filamentosos em silagens esta associada a falhas na hora da
compactagdo da forrageira, que pode ocorrer em funcdo do teor de MS e tamanho das
particulas (MUCK, 2001). Esses microrganismos sdo responsaveis por perdas
nutricionais, deterioracdo aerdbica da silagem e producdo de micotoxinas que reduzem a
ingestdo e comprometem a saide do animal (DRIEHUIS, 2012). Bactérias da espécie B.
subtilis produzem peptideos ativos contra bactérias gram-positivas e compostos
inibidores para leveduras e fungos, como bacilomicina, micobacilina e fungistatina

(TABBENE et al., 2009).
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Tabela 6. Composicao microbioldgica das silagens de cana-de-agucar com e sem

Bactérias
aditivos (log;oUFC/g de silagem).
Dias
Trat. -
0 02 07 14 21 60 Media SD  Cv(%)
C 6,73 7,24° 7,57 621%° 6,95 428" 6,50 1,69 21,47
Lb 8,98%  7,19° 6,97 7.2 6,85 639" 6,93 0,46 5,66
Bs 6,9 b 7,33° 825%  7,03% 734 503" 6,98 1,48 17,14
Pa 7,11 6,69  8,04° 7,238 725% 6 05° 7,11 0,93 10,89
Media 6,93 7,18 7,71 6,92 7,10 5,44 - - -
SD 0,69 0,29 0,94 0,54 0,55 2,14 - - -
Cv(%) 1055 38 11,06 5,16 7,69 38,73 - - -
Leveduras
Dias
Trat. .
0 02 07 14 21 60 Media SD  Cv(%)
C 514ca 4,924 554* 5,038 291° 5,174 4,78 1,30 21,80
Lb 531a 4,78 4,93 6,68 476" 3,925 523 1,02 6,77
Bs 5,66a8  4,45° 5,29 4,938 4,92 4,398 4,94 1,02 20,15
4,58 0,79 13,06
Pa 4,99%%¢ 4 5ABabc 5 qpd 5 34ABa g qobe 3 gg Be
Media 5,42 4,70 522 5,50 4,18 4,29 - - -
SD 0,80 0,26 0,55 1,20 1,52 0,75 - - -
Cv(%) 941 43 1028 1891 33,15 11,79 - - -
Fungos
Dias
Trat. r
0 02 07 14 21 60 Media SD  Cv(%)
C 3,26 3,78 3,68 3,46 3,65 2,52 3,39 1,10 32,4
Lb 3,72 3,69 3,63 3,64 395" 2,27° 3,48 0,93 22,94
Bs 3,62° 3,50° 3,51 3,51* 2,85"  1,05° 2,91 1,35 37,75
Pa 3,12 4,05 3,46 3,46 3,00 2,00 3,20 1,20 34,4
Media 3,43 3,76 3,57 3,57 3,36 1,96 - - -
SD 1,09 0,44 0,31 0,31 1,11 1,72 - - -
Cv(%) 3227 11,17 9,04 9,04 32,27 88,97 - - -
CONCLUSAO

controlar as perdas durante o processo de fermentacao.

A ensilagem de cana-de-actcar requer a inclusao de aditivos que sdo capazes de

O tratamento Pa garantiu a

maior recuperacdo de matéria seca € a menor perda média por gases, porém reduziu a
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DIVMS. Neste tratamento também foi observados a menor populagdo média de
leveduras e maior concentragdo de acetato ao final do periodo de incubagdo. Nas
silagens com tratamento Lb foram observados os menores valores de pH no final do
periodo de incubacdo, a maior concentracdo de lactato e a maior populagdo de BAL. O
tratamento Bs teve menor populacdo de fungos ao final da incubagdo e a menor

populacao média destes microrganismos deteriorantes.
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CAPITULO 11

EFEITO DA ASSOCIACAO DOS ADITIVOS MICROBIANOS Lactobacillus
buchneri E Propionibacterium acidipropionicci NO PERFIL FERMENTATIVO E

VALOR NUTRICIONAL DA SILAGEM DE CANA-DE-ACUCAR
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RESUMO: Objetivou-se avaliar o efeito da adicdo dos aditivos microbianos
Lactobacillus buchneri e Propionibacterium acidipropionicci isolados e associados,
visando verificar a relacdo sinérgica dos efeitos positivos de ambos sobre as
caracteristicas quimicas e microbiologicas das silagens de cana-de-actucar. O
experimento consistiu de silagem de cana-de-agucar in natura que foi considerada o
controle (C). Os aditivos microbianos foram aplicados no seguinte delineamento:
silagem de cana- de - agiicar com Lactobacillus buchneri (Lb) contido no produto Lalsil
Cana (Lallemand); silagem de cana-de-agucar com Propionibacterium acidipropionicci
(Pa) contido no produto BioMax Cana (Lallemand), silagem de cana-de-agucar com
Lactobacillus buchneri e Propionibacterium acidipropionicci (Lb+Pa) contido no
produto BactoSilo MAS, (Lallemand) e, silagem de cana-de-actucar Lactobacillus
buchneri e Propionibacterium acidipropionicci (2Lb+2Pa) contido nos produtos Lalsil

Cana e BioMax Cana (Lallemand) respectivamente.

Os valores obtidos pelas analises bromatologicas foram considerados ideais para uma
silagem de boa qualidade. As silagens tratadas com Pa e associadas com Lb (Lb+Pa,
2Lb+2Pa), apresentaram maiores indices de recuperacdo de MS. A adi¢do de Lb levou
aos maiores aumentos de FDN e FDA, porém, ndo foi observada diferenga significativa
na digestibilidade. Todos os tratamentos garantiram perdas médias por gases inferiores a
silagem controle. O tratamento 2Lb+2Pa mostrou a maior concentragao de acido acético
no momento da abertura dos silos, e pode representar aumento no periodo de
estabilidade aerdbia. Porém, o mesmo tratamento atingiu a maior concentracao de acido
butirico, e pode evidenciar a ocorréncia de fermentacdes indesejaveis durante o periodo
de anaerobiose. Acredita-se que a adicdo dos aditivos trouxe efeitos benéficos ao
processo de ensilagem, sobretudo pela observagdo do aumento da populacdo média de
bactérias acido laticas e reducao na populacdo média de fungos e leveduras que todos os
tratamentos garantiram.

Palavras-chaves: Composi¢do quimica, microbiologia, inoclantes, ensilagem
EFFECT OF THE ASSOCIATION OF  MICROBIAL ADDITIVES

Lactobacillus buchneri and Propionibacterium acidipropionicci IN THE

FERMENTATION PROFILE AND NUTRITIONAL VALUE OF SUGAR CANE

SILAGE
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of the addition of the
microbial additives Lactobacillus buchneri and Propionibacterium acidipropionicci
isolated and associated, in order to verify the synergistic relationship of the positive
effects of both on the chemical and microbiological characteristics of sugarcane silages.
The experiment consisted of in natura sugarcane silage that was considered the control

(C). Microbial additives were applied in the following design: sugarcane silage with

Lactobacillus buchneri (Lb); sugarcane silage with Propionibacterium acidipropionicci
(Pa); Sugarcane silage with Lactobacillus buchneri and Propionibacterium
acidipropionicci (Lb + Pa)); Sugarcane silage with Lactobacillus buchneri and
Propionibacterium acidipropionicci (2Lb + 2Pa). The values obtained by the
bromatological analyzes were considered ideal for good quality silage. The silages
treated with (Pa) and associated with Lb (Lb + Pa, 2Lb + 2Pa) presented higher
recovery rates of DM. The addition of Lb led to higher increases in NDF and ADF,
however, no significant difference in digestibility was observed. All the treatments
guaranteed lower average gasses losses than the control silage. The treatment 2Lb + 2Pa
showed the highest concentration of acetic acid at the opening of the silos, and may
represent increase in the period of aerobic stability However, the same treatment
reached the highest concentration of butyric acid, and may evidence the occurrence of
undesirable fermentations during the period of anaerobiosis It is believed that the
addition of the additives has beneficial effects to the silage process, mainly by observing
the increase in the average population of lactic acid bacteria and reduction in the

average population of fungi and yeasts.

Key Words: Chemical composition, microbiology, inoculants, ensilig.

INTRODUCAO

A cana-de-aglcar se destaca como uma forrageira com grande potencial de
producao de matéria seca (MS) e energia por area (PEDROSO et al., 2007). Entretanto
essa cultura demanda mao de obra didria para cortes, despalha, transporte e picagem, o
que determina restri¢des operacionais quando se pretende utiliza-la para suplementar os
animais (LOPES e EVANGELISTA, 2010). Tal aplicagdao pode ser viabilizada com a
utilizacao da técnica de ensilagem (BALIEIRO NETO et al 2007).
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Porém, ¢ comum que o processo fermentativo durante a ensilagem da cana-
deacucar seja dominado por leveduras que produzem alcool e acarretam perda de

matéria seca, tornando imprescindivel o uso de aditivos para controlar fermentagdes

indesejaveis (AVILA et al 2010).

Mudangas na rota de fermentacdo das silagens, mediante aplicagdo de aditivos,
podem alterar a composi¢ao final do alimento e afetar o consumo de MS ¢ a digestao
dos nutrientes em ruminantes (PEDROSO et al., 2006, CASTRO NETO, 2003). Varios
aditivos tém sido utilizados na ensilagem de cana-de-agucar, porém os resultados tém

sido bastante variaveis (PEDROSO, 2003; FREITAS et al., 2006).

Os aditivos foram testados com a inten¢do de controlar a agdo das leveduras nas
silagens de cana-de-aglcar, pois elas oxidam os acidos organicos que atuam como
conservantes, ¢ geralmente iniciam o processo de degradacdo aerdbica e
desenvolvimento de outros microrganismos como os fungos, Bacillus e Listeria
monocytogenes, que reduzem o tempo de utilizagdo da silagem e colocam em risco a
saude dos animais (AVILA et al 2009; WOOLFORD, 1990; DRIEHUIS & OUDE
ELFERINK, 2000).

Os inoculantes microbianos utilizados como aditivos incluem bactérias
homofermentativas ou heterofermentativas (ZOPOLLATTO et al 2009). Os
microrganismos homofermentativos, geralmente, caracterizam-se pela taxa de
fermentagdo mais rapida, menor protedlise, maior producao de acido latico, menores
teores de acidos acético e butirico, menor teor de etanol, € maior recuperagdo de energia
e matéria seca. Bactérias heterofermentativas utilizam 4acido latico e glicose como
substrato para produc¢do de acido acético e propidnico, os quais sdo efetivos no controle
de fungos e tendem a prolongar o periodo de estabilidade aerobia (ZOPOLLATO et al
2009).

Tais microrganismos, heterofermentativos tém sido aplicados eficientemente
para aprimorar o processo de ensilagem da cana-de-actcar, principalmente o
Lactobacillus buchneri, e resultados positivos t€ém sido verificados (VALERIANO et al
2009).

A partir disso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da adi¢do dos aditivos
microbianos Lactobacillus buchneri e Propionibacterium acidipropionicci isolados e
associados, visando verificar a relagdo sinérgica dos efeitos positivos de ambos sobre as

caracteristicas quimicas e microbioldgicas das silagens de cana-deacucar.
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MATERIAL E METODOS

Colheita da cana-de-acucar e preparo das silagens

O experimento foi realizado no Instituto Federal Goiano — campus Rio Verde.
Foi utilizada a variedade RB 8554513 de cana-de-acgticar colhida em 03 /2015, ¢ a
mesma foi doada pelo Instituto Federal Goiano- campus Rio Verde. Os aditivos

microbianos aplicados foram fornecidos pela empresa Lallemand Animal Nutrition.

O experimento consistiu de silagem de cana-de-agucar in natura que foi
considerada o controle (C). Os aditivos microbianos foram aplicados no seguinte
delineamento: silagem de cana- de - agucar com Lactobacillus buchneri (Lb) contido no
produto Lalsil Cana (Lallemand); silagem de cana-de-agticar com Propionibacterium
acidipropionicci (Pa) contido no produto BioMax Cana (Lallemand); silagem de
canade-agucar com Lactobacillus buchneri e Propionibacterium acidipropionicci
(Lb+Pa) contido no produto BactoSilo MAS, (Lallemand) e; silagem de cana-de-agucar
Lactobacillus buchneri e Propionibacterium acidipropionicci (2Lb+2Pa) contido nos

produtos Lalsil Cana e BioMax Cana (Lallemand) respectivamente.

Todos os aditivos foram aplicados na dosagem de 2g/tonelada segundo
recomendacdo dos fabricantes. Além disso, todos os tratamentos foram aplicados em

triplicata.

A ensilagem foi realizada em canos de PVC, com didmetro de 100 mm, altura
de 0,50 me volume de 0,003925 m3. Todos foram fechados com duas camadas de
plastico para impossibilitar a entrada de oxigénio. Os silos foram mantidos por até 60
dias.

Apo6s a vedagdo e seu respectivo periodo de incubagdo, os silos foram pesados
para a mensuracao dos gases produzidos antes e apos o processo fermentativo de acordo

com a metodologia descrita por (ZANINE et al. 2006).

Imediatamente apds a abertura dos silos foram analisados o pH e o nitrogénio
amoniacal (N-NH3/NT). O pH foi determinado de acordo com (SILVA e QUEIROZ
2002). O N-NH3/NT foi realizado através da metodologia da (AOAC 1980).
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Analises Laboratoriais
As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Nutricdo Animal e

no Laboratdrio de Microbiologia do mesmo campus

As andlises quimicas para determinacdo da matéria seca (MS), matéria mineral
(MM), proteina bruta (PB), fibra solivel em detergente neutro (FDN), fibra soltivel em
detergente acido (FDA) foram realizadas pelo método descrito por SILVA e QUEIROZ

(2002). Todas as analises foram realizadas em duplicata.

Para a obtencdo das amostras pré-secas apds o periodo de fermentacdo, os silos
foram abertos e as porgdes superiores € inferiores de cada um foram descartadas. A
por¢do central do silo foi homogeneizada e colocada em bandejas de plastico e foi
pesada e levada para estufa de ventilagdo forcada a 55°C durante 72 horas. As amostras

pré-secas foram moidas em um moinho do tipo Willey, em peneira com malha de 1 mm.

No ensaio da digestibilidade in vitro da MS (DIVMS), foi utilizada a
metodologia descrita por TILLEY e TERRY (1963) modificada para o fermentador
ruminal DAISY II, seguindo-se a metodologia apresentada no manual de utilizacdo do

equipamento (ANKOM® Technology), fornecida pelo fabricante.

Para a analise da producdo dos 4cidos organicos foram avaliados os silos
submetidos a todos os tratamentos e abertos apos 7 e 60 dias de fermentagdo. Pesaramse
25 g de silagem umida que foram adicionadas a 225 ml de agua destilada e
posteriormente batidas no liquidificador por 1 minuto. Apos isso, as amostras foram
filtradas em peneira fina, e armazenados em freezer. Apds descongelamento, essas
amostras foram centrifugadas (15 minutos a 4.000 rpm) e filtradas em ndailon com
porosidade de 0,45um. Foram mensurados os &cidos latico, acético e butirico e
propionico em um Cromatdgrafo Liquido de Alto Desempenho (HPLC), marca
SHIMADZU , modelo SPD-10A VP acoplado ao Detector Ultravioleta (UV)

utilizando um comprimento de ondas: 210 nm.

Modelagem e Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com trés

repeticdes.
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Os dados foram analisados com o auxilio do software R (The R Development
Core Team, 2011) e para comparagdo de médias, quando necessario, foi usado teste
Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a composi¢do quimica da matéria fresca de cana-deagucar

estdo apresentados na Tabela 01.

Os mesmos parametros foram avaliados para todos os silos apds os 60 dias de

incubagdo e os dados estao apresentados na Tabela 02.

Pode-se observar que os valores obtidos para todos os parametros avaliados se
mantiveram dentro dos intervalos considerados ideais para que se obtenha silagem de
boa qualidade. Recomenda-se que os teores médios de matéria seca (MS) variem em
torno de 25 a 35%, matéria mineral (MM) 3% e os teores de proteina bruta (PB) devem
estar entre 1,91 a 3%. Teores de MS abaixo de 28% aumentam as perdas por efluentes e
também favorecem a atuagdo de microrganismos indesejaveis na massa ensilada.
Valores de MS acima de 40% indicam problemas relacionados a compactagdo
inadequada e crescimento excessivo de microrganismos anaerdbicos e aerdbicos
facultativos (PITT et al.,, 1991). A cana-de-agucar normalmente apresenta baixa
porcentagem de fibra em detergente neutro (FDN) que varia de 40 a 50%. Os valores de
fibra em detergente 4acido (FDA) ficam em torno de 25 a 40%, como foi observado neste
estudo (ANDRADE et al 2004; BONOMO et al 2009, AZEVEDO et al 2003). Apds 60
dias de incubagdo nao foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos
para os parametros avaliados (MS, PB, FDN, FDA, LIG, DIVMS e NNH3), exceto para
a matéria mineral (MM). SANTOS et al (2008) também observou aumento dos valores
de matéria mineral em silagem de cana-de-agucar, porém este foi, possivelmente,
decorrente da adi¢do de cal virgem. Pode-se observar que os maiores valores de matéria
seca foram obtidos para a silagem produzida apos incubagdo com P. acidipropionicci
(Pa), e com as associagdes de L. buchneri e P. acidipropionicci (Lb+Pa e 2Lb+2Pa).
Com relagdo a MS o tratamento 2Lb+2Pa promoveu o menor indice de perda apds a

ensilagem.

WOORFORD 1984 relatou que a redu¢ao de MS esta relacionada a diminuigao

do conteudo celular, principalmente de carboidratos soliveis, durante o processo de
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fermentagdo e este fenomeno tem sido relatado em estudos com silos de laboratério

(KUNG JR. & STANLEY, 1982; PEDROSO et al., 2005).

A quantidade de MS perdida durante a ensilagem depende de fatores como a MS
inicial, tamanho da particula e o grau de compactacio (HOLMES 2009). Para isso,
recomenda-se que a forragem seja picada em particulas de 1 a 2 cm, visando garantir

melhor compactacao (PEREIRA & REIS, 2001).

SCHMIDT et al 2011, trabalhando com silagem de cana-de-agucar tratada com L.
buchneri, encontraram redu¢do nos teores de MS da forragem de 33,4% para 28,6%
ap6s 90 dias de conservagio (redugdo de 14,37%). Indices inferiores de redugdo foram
observados neste estudo em todos os tratamentos contendo P. acidipropionicci isolado

ou associado ao L. buchneri.

Para os teores de FDN foi observado menor aumento em todos os tratamentos
contendo P. acidipropionicci em comparagdo aos valores iniciais (matéria fresca),
ficando estes abaixo do aumento observado para a silagem controle. O maior aumento
em FDN com relacdo ao material fresco foi observado para o tratamento contendo
apenas L. buchneri, sendo este superior ao valor de incremento fibroso da silagem
controle. Em cana-de-agucar existe uma correlacdo positiva entre as perdas de MS
durante o processo de fermentagdo € o aumento no teor fibroso, ou seja, menores
aumentos na fracdo fibrosa indicam menores perdas ao longo do periodo de incubagdo
(PEDROSO et al 2005). Tal relagdao pode ser observada em nosso experimento, onde a
silagem produzida com L. buchneri apresentou o menor teor de recuperagao em MS e os
maiores valores de FDN, ja as silagens contendo P. acidipropionicci apresentaram 0s
maiores teores de recuperacdo de MS e os menores teores de FDN com relagdo a

composi¢ao inicial do material.

HERNANDEZ (1998) relata que o teor de FDN da cana-de-agiicar apresenta baixa
digestibilidade, em média 40%, portanto o aumento em seu teor implica em menor
qualidade de volumoso. De acordo com SCHMIDT et al. (2007), a FDN ¢ a principal
fragao alimentar que exerce limitagdo sobre o consumo das dietas,pois a ingestao de MS
de forragens por ruminantes ¢ limitada. O aumento no teor de FDA foi inferior a
silagem controle apenas nos tratamentos com P. acidipropionicci (Pa) e na associa¢ao
L. buchneri + P. acidipropionicci (Lb+Pa) e foram estes também que apresentaram
teores abaixo de 40%. Segundo VAN SOEST (1994) este ¢ o teor de FDA limitante
para a digestibilidade.
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Com relacdao a PB o maior teor foi observado para a silagem produzida com L.
buchneri (3,5%), e os menores incrementos relativos ao material inicial foram obtidos
nas associagoes de L. buchneri e P. acidipropionicci (Lb+Pa e 2Lb+2Pa). SIQUEIRA et
al 2011, encontraram valores de PB superiores aos observados nestes estudo nas
silagens de cana-de-agtcar in natura (3,58% de PB) e nas silagens de cana queimada e

tratada com L.buchneri (3,79%).

Todos os tratamentos apresentaram aumento no teor de lignina apos 60 dias de
incubagdo, com relagdo a silagem controle, com excecdo da silagem aditivada com L.
buchneri+P. acidipropionicci (2Lb+2Pa) que mostrou aumento inferior ao observado no

controle.

Embora os tratamentos aplicados neste estudo tenham garantido incrementos nos
teores de fibras e lignina, e considerando que estes estdo diretamente relacionados a
digestibilidade do alimento, os indices de DIVMS aqui obtidos foram muito
semelhantes a silagem controle. Redugdes na DIVMS também foram observadas por
SIQUEIRA et al 2007, ap6s aplicagdo de aditivos quimicos (benzoato, ureia e hidroxido
de sodio) e aditivos microbiologicos (P. acidipropionicci +Lactobacillus plantarum e L.

buchneri) na silagem de cana-de-agucar.

Outro parametro associado a qualidade fermentativa da silagem ¢ o teor de
nitrogénio amoniacal (N-NH3) (McDonald et al 1991). Dentre os tratamentos aplicados
o Lb+Pa apresentou a menor quantidade deste composto. De acordo com WOOLFORD
(1984) as silagens podem ser classificadas quanto ao teor de nitrogénio amoniacal em
relagdo ao nitrogénio total em, muito boa quando os valores de N-NHj3 sdo inferiores a
10%, aceitavel de 10 a 15% e insatisfatorio quando os valores se situam acima de 20%.
Menores teores de nitrogénio amoniacal indicam menor intensidade de protedlise
durante o processo de fermentagdo, como resultados da menor atuagdo das bactérias do

género Clostridium (McDONALDet al., 1991).

Tabela 1. Andlise quimica da cana-de-aglcar in natura (% da MS no material a ser
ensilado).

MS MM PB FDN FDA LIG DIVMS
2747 1,69° 2,05 40,54 2518 449 68,22
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Tabela 2. Percentuais de matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta
(PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), lignina

C 23,57 2,79 340 63,03 42,62 4,70 14,35 1,128
Lb 22,93 3,794 3,50 68,79 46,07 5,63 13,83 1,15%8
Pa 25,77 2,85*® 333 72,30 37,42 427 14,75 0,9348
Lb+Pa 24,87  2,60° 3,45 61,41 34,74 6,63 14,77 0,79"
2Lb+2Pa 26,15  2,49° 3,09 66,78 47,07 4,39 13,59 1,26%
Media 24,66 2,90 3,36 66,46 41,58 5,12 14,26 1,05
SD 2,37 0,75 0,64 10,52 10,16 2,94 1,20 0,28
CV (% 8.79 2.63 1993 15,77 23,08 5886 826 22.96
Trat. MS MM PB FDN FDA LIG DIVMS N
NH3

(LIG), digestibilidade in vitro (DIVMS), nitrogénio amoniacal (N-NH3) da cana-

deacucar utilizada para ensilagem apos 60 dias de fermentagao.
C= Controle, Lb= Lactobacillus Buchneri, Pa= Propionibacterium acidipropionicci, Lb+Pa= Lactobacillus

Buchneri+  Propionibacterium  acidipropionicci, 2Lb+2Pa= Lactobacillus Buchneri+ Propionibacterium
acidipropionicci, MS= matéria seca, MM= matéria mineral, PB= proteina bruta, FDN= fibra em detergente neutro,
FDA= fibra em detergente acido, LIG= lignina, DIVMS= digestibilidade in vitro da matéria seca, N-NH3= nitrogénio

amoniacal. Letras maiusculas representam diferengas entre os tratamentos para o mesmo parametro avaliado.

Embora nao tenha havido diferenga significativa com relacao as perdas por gases
a partir do inicio do periodo de ensilagem, todos os tratamentos mostraram menores
médias de PG, durante o periodo de incubagdo, com relacdo a silagem controle. De
maneira geral as perdas por gases foram estaveis durante a ensilagem para todos os silos
desde o dia 2 até o dia 60. Os menores indices de perdas foram atribuidos aos silos
contendo P. acidipropionicci (Pa). As perdas por gases estdo diretamente relacionadas a
acdo dos microrganismos sobre a massa ensilada e, no caso da silagem de cana-
deagucar, pode-se inferir que as leveduras sdo as maiores responsaveis pela reducdo da
MS, através da fermentagdo alcodlica, em que ha intensa producdo de CO, (SIQUEIRA
et al 2011, MCDONALD et al 1991). Observa-se ainda correlagdo positiva entre as PG
e a produgdo de etanol (PEDROSO et al. 2005).

A elevada quantidade de carboidratos soluveis na cana-de-actcar favorece o
desenvolvimento de leveduras e o predominio da fermentagdo alcoodlica. Neste estudo,
pode-se observar que os aditivos microbianos empregados foram eficientes inibidores
destes microrganismos, garantindo maior conservacao da MS pelos menores teores de

perdas.



53

Tabela 3. Teores médios de perda por gases (PG) durante o periodo de ensilagem. *

CV
Trat 2 7 14 21 60 Media SD
(%)
C 2,60 2,60 2,67% 2,69* 259 263 0,07 249
Lb 2,46  2.46% 2,624 2,61°° 243> 255 0,12 3,39
Pa 2,47 2,47 2,35 2,338 2,35 243 0,18 7,26
Lb+Pa 2,52 2,52 2,5248 2,548 2,42 2,50 0,08 3,35
2Lb+2Pa 2,50  2,50% 2,458C0 5 338 2,43 248 0,12 3,70
Media 2,51 2,51 2,53 2,50 2,45
SD 0,14 0,14 0,13 0,17 0,12
CV (%) 5,94 5,94 2,53 3,33 451

C= Controle, Lb= Lactobacillus Buchneri, Pa= Propionibacterium acidipropionicci, Lb+Pa= Lactobacillus
Buchneri+  Propionibacterium  acidipropionicci  2Lb+2Pa=  Lactobacillus ~ Buchneri+  Propionibacterium
acidipropionicci. Letras maitsculas representam diferengas entre os tratamentos, letras mintsculas representam

diferencas entre os dias. Sd= desvio padrao, CV= coeficiente de variagdo.

*valores apresentados em porcentuais da matéria seca.

Os teores médios de pH também sao determinantes para a qualificacdo do
processo de ensilagem (WOOLFORD, 1984; McDONALD et al., 1991). Os valores
obtidos neste estudo, estdo apresentados na tabela 4. Todos os tratamentos mostraram
redugdo significativa de pH a partir do inicio da ensilagem (dia2) até o final (dia 60). Os
maiores indices de redu¢@o observados em compara¢do do pH inicial com o dia 2 foram
obtidos nos tratamentos contendo P. acidipropionicci. Acredita-se que o L. buchneri
seja mais eficiente na acidificagdo da silagem pela predominancia na producao de acido
acético sobre o 4cido latico. Esta reducdo inicial do pH tem potencial efeito inibitorio
sobre o metabolismo de leveduras e fungos filamentosos podendo prolongar o tempo de
estabilidade aerobia da silagem (RANJIT & KUNG JR., 2000).

Considera-se que o valor de pH para silagens deve estar proximo a 4,4 no final
do periodo fermentativo (MCDONALD et al, 1991) e pode-se observar neste estudo que
todas as silagens produzidas tiveram indices inferiores a este. BRAVO-MARTINS et al
2006, verificaram que os valores de pH para silagem cana-de-agucar, em diversas

variedades, com ou sem aditivos, ficam entre 3,8 a 4,2, e este também pode ser



54

adequado para a preservacdo do material ensilado (VILELA, 1998). MENDES et al
2008, trabalhando com silagem de cana-de-acticar aditivadas com L. buchneri
encontraram valores semelhantes de pH. Eles observaram que ap6s 60 dias de incubagao

a silagem sem aditivos estava com pH 3,95 e a silagem com aditivos atingiu pH 3,52.

Tabela 4. Teores médios de pH para silagens de cana-de-agucar acrescidas de aditivos
microbianos e incubadas por até 60 dias.

pH

DIAS
Trat. 0 2 7 14 21 60 Media SD CV (%)
C 4,78 388" 3379 3319 3,49%  331% 369 054 1,5
Lb 5,51%  391°  337° 3,40° 3,40%  3,18% 3,79 0,82 0,84
Pa 5,724 391°  3,49° 3,467 361 331% 391 0,85 1,65
Lb+Pa 5,578 386"  3,46° 3,41° 3.46% 3,19 383 084 1,59
2Lb+2Pa  5,75" 388"  3.48° 3,42° 3.46% 3,19 386 0,84 0,92
Media 5,47 3,88 343 3,4 3,48 3,24 - - -
SD 0,37 0,039 0,07 0,07 0,08 0,07 - - -
CV (%) 1,24 1,02 1,43 1,85 1,02 1,39 - - -

C= Controle, Lb= Lactobacillus Buchneri, Pa= Propionibacterium acidipropionicci, Lb+Pa= Lactobacillus
Buchneri+  Propionibacterium  acidipropionicci  2Lb+2Pa=  Lactobacillus  Buchneri+  Propionibacterium
acidipropionicci. Letras maitsculas representam diferengas entre os tratamentos, letras minusculas representam

diferencas entre os dias. SD= desvio padrido, CV= coeficiente de variagao.

Os teores de acidos organicos obtidos pelas silagens produzidas apos 7 e 60 dias
de incubagdo estdo apresentados na tabela 05. Foram avaliados os teores de acidos

latico, acético, propidnico e butirico.

Todos os tratamentos mostraram quantidades inferiores de lactato com relagao
ao tratamento controle no inicio da ensilagem, no dia 07, ja para o 60°dia, ndo houve
diferenca (P>0,05) entre os tratamentos, o que evidencia a eficiéncia dos aditivos em
garantir a acidificacdo do material ensilado. Pode-se observar ainda que a silagem
produzida com L. buchneri (Lb) apresentou o maior teor de lactato entre os tratamentos
e também o menor valor de pH nos dias 07 e 60 de incubagdo. Sabe-se que entre os
acidos organicos o acido latico ¢ muito eficiente em garantir um rapido declinio do pH e

a manutencao da estabilidade da silagem, com consequente conservagao do alimento.
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Em silagens com boa fermentagdo, o acido latico compde mais de 60% do total
de &cidos organicos, com concentragdo entre 3 e 8 % na MS, (NUSSIO et al 2008) e esta

proporg¢ao foi observada em nosso estudo.

Nao houve diferenga significativa (P>0,05) para os valores de acetato em relacao
aos tratamentos do dia 07, mas, o maior valor pode ser atribuido para as silagens
contendo L. buchneri (Lb, Lb+Pa e 2Lb+2Pa). Observou-se uma diferenca significativa
(P< 0,05) no final do periodo de incubagdo sendo o maior teor encontrado no tratamento

Lb+Pa.

Durante o processo de fermentagdo o L. buchneri produz acido acético a partir de
carboidratos soliveis e também pode utilizar como substrato o acido latico. Sabe-se que
o acetato ¢ um eficiente inibidor de crescimento para fungos e leveduras e esta acao
deve garantir aumento no periodo de estabilidade aerdbica da silagem. DANNER et al.,
2003.KLEINSCHMIT e KUNG JUNIOR,2006, mencionaram que o acido acético € o
principal 4acido organico responsavel pelo controle de microrganismos deterioradores. O
potencial de producdo de acetato pelo L. buchneri ja foi observado também em silagens
de milho e a utilizacdo deste microrganismo elevou a concentra¢ao do acido acético em
21%, quando a dose utilizada foi inferior a 1x10° ufc/g da massa ensilada, ja nas doses
superiores a essa concentragdo, o aumento foi de78% (KLEINSCHMIT & KUNG
JUNIOR 2006). Em estudo com silagem de milho armazenado por 90 dias, FILYA
(2003) observou que as silagens tratadas com L. buchneri apresentaram maiores teores
de 4cido acético e menores concentragdes de acido latico, ja em silagens que continham
L. buchneri e L. plantarum foram observados maiores valores de acido latico e acético

comparando com tratamento controle.

Com relagao ao acido propidnico, a maior concentracdo foi obtida apds 60 dias
de incubagdo nos silos contendo apenas P. acidipropionicci (Pa). Sabe-se que este
microrganismo tem capacidade de fermentar trés moles de lactato e produzir dois moles
de propionato, um mol de acetato e um mol de gas carbonico. O acido propidnico ¢ um
acido de cadeia curta que auxilia no controle de microrganismos indesejaveis,
principalmente fungos podendo dessa forma prolongar o periodo de estabilidade aerdbia
da silagem (KUNG JR, 2004).

Com relagdo ao acido butirico, embora ndo tenha havido diferenga significativa,
pode-se observar que todos os aditivos aplicados foram eficientes em reduzir sua

concentragdo em relagdo a silagem sem aditivo.
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Tabela 5. Teores médios de acido acético (ACE), acido latico (LAT), acido propidnico

(PROP), acido butirico (BUT). *

Lactato Acetato
Tratamento Dias Dias
07 60 07 60
C 448,12* 201,39 49,31 63,99 °
Lb 271,87° 267,08 53,77 88,55 °
Pa 233,33° 204,11 40,03 62,02 °
Lb+Pa 159,83° 249,56 36,57 151,07
Propionato Butirato
Tratamento Dias Dias
2Lb+2Pa 196,31° 266,73 33,54 90,45 °
07 60 07 60
C 4,73 8,62 1,64 1,54
Lb 8,22 9,35 1,21 1,40
Pa 6,61 10,07 0,93 1,19
Lb+Pa 6,71 8,14 0,89 1,00
2Lb+2Pa 8.47 8,72 1,16 0,85

C= Controle, Lb= Lactobacillus Buchneri, Pa= Propionibacterium acidipropionicci, Lb+Pa= Lactobacillus
Buchneri+  Propionibacterium  acidipropionicci  2Lb+2Pa=  Lactobacillus ~ Buchneri+  Propionibacterium

acidipropionicci letras mintsculas representam diferencgas entre os dias.

*valores apresentados em ppm.

A tabela 06, mostra os valores obtidos pela contagem de bactérias acido laticas (BAL),
fungos e leveduras durante todo o periodo de ensilagem. As amostras foram coletadas a

partir da matéria fresca e consecutivamente os silos foram abertos nos dias 2, 7, 14, 21 e

60.

Sabe-se que a contagem de BAL esta relacionada com as variagdes de pH, pois

elas sdo as principais produtoras de acido latico e com isso as responsaveis pela drastica
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redu¢do de pH que se espera no inicio da ensilagem (PAHLOW et al 2003.). Neste
estudo, pode-se observar aumento significativo na quantidade de bactérias em todas as
silagens que receberam aditivos apds 2 dias de incubacdo e a reducdo significativa de
pH, também foi constatada neste momento. As maiores populagdes de BALs foram
observadas para o tratamento Lb+Pa. Embora ndo tenha havido diferenca estatistica,
pode-se observar que a partir do dia 14 todos as silagens aditivadas ja apresentavam
populacdes superiores de BALs em relagdo a silagem controle. Pode-se observar ainda
que a partir de 2 dias de incubagdao houve aumento significativo na contagem de
bactérias e este indice se manteve estavel até o final da ensilagem para todos os
tratamentos, exceto o Lb+Pa que apresenta reducao no indice de BALs entre os dias 21
e 60. Correlacionando-se estes dados com os valores obtidos de pH, pode-se observar
que os tratamentos foram eficientes em manter a acidez da silagem similar ou abaixo do

tratamento controle.

Para as concentragdes de leveduras pode-se observar que as menores populagdes foram
encontradas nos tratamentos contendo L. buchneri (Lb, Lb+Pa e 2Lb+2Pa), em todo o
periodo de ensilagem, inclusive no momento de abertura dos silos as menores contagens
foram constatadas nestas silagens. Esta observag¢do pode representar menor populacao
de microrganismos deteriorantes e consequente aumento do periodo de estabilidade
aerobia das silagens. A redug¢do nas populacdes de leveduras representa ainda um
aspecto positivo, pois, sabe-se que a atividade expressiva destes microrganismos leva ao
um consumo excessivo de agucares soluveis e a consequente reducao da MS e DIVMS
(PEDROSO et al.,2005). Este efeito inibidor decorrente da adi¢do de L. buchneri na
silagem de cana-de-acucar ja foi observado por SIQUEIRA et al, 2011 ¢ PEDROSO et
al, 2005. O L. buchneri tem efeito na redugao da populacao de leveduras nas silagens de
cana-de-agucar pela capacidade de produzir 4cido acético, que ¢ um composto capaz de
inibir o crescimento de leveduras (OUDE ELFERINK et al 2004). FILYA 2003
observaram queda de 3,86 ufc/g de forragem para 2 ufc/g na populagao de leveduras em
silagem de milho ensilada por 90 dias quando os teores de acido acético aumentaram de
1,3 para 3,9 %, evidenciando a capacidade desse acido em controlar o desenvolvimento

desses microrganismos.

O é4cido propidnico também tem efeito inibitorio sobre o metabolismo de leveduras
(MOON 1983) e pode-se observar em nosso estudo a redugdo ainda mais acentuada nos
tratamentos contendo L. buchneri e P. acidipropionicci (Lb+Pa e 2Lb+2Pa). Segundo

DAWSON et al 1998, a inclusdo de P. acidipropionici foi eficiente em elevar a
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estabilidade aerdbica da silagem de graos imidos de milho e diminuiu as populagdes de

leveduras, mofos e bactérias aerobicas.

Em relagdo aos fungos, pode-se observar em nosso estudo que todos os tratamentos
aplicados foram eficazes em reduzir as populagdes médias em relagdo a silagem
controle. De forma semelhante ao observado para as leveduras a acdo inibidora dos
aditivos pode refletir-se no aumento do periodo de estabilidade aerdbia pela reducio das

populagdes de microrganismos deteriorantes da silagem.

Tabela 6 Composi¢do microbioldgica das silagens de cana-de-acicar com e sem
aditivos (log;oUFC/g de silagem).. *

BACTERIAS
DIAS
Cv
C 3,41 6,97 7,1748 5,19 6,67° 4,28 5,61 2,57 41
Lb 2,17° 7,20 7,22% 6,09° 7,06  6,39" 6,02 2,23 2368
Pa 3,84° 6,87  7,43M 7,03* 6,814 503%™ 6,17 1,97 25,93
Lb+Pa 4,08° 6,87  6,77B®* 720 6,76  6,05° 6,29 1,68 22,47
2Lb+2Pa 3,19° 6,86 6,66 6,43°  6,68%  725° 6,18 1,93 23,71
Trat. 0 2 7 14 21 60 Media SD
(%)
Media 3,33 6,95 7,05 6,39 6,80 5,80 - - -
SD 3,21 0,33 0,38 1,36 0,25 2,06 - - -
CV (%) 11,44 4381 3,59 1934 3,18 32,92 - - -
LE VEDURAS
DIAS
Cv
C 5258 701 4,738 479> 479° 5,174° 592 091 878
Lb 4,52°8% 6997 4585  340° 555a°  3,92%¢ 482 143 17,75
Pa 4,28%8° 730" 508" 5,19  551° 439 529 124 14,65
Lb+Pa 3,408 722%  479aBbed 5,02  5,58° 3,68%¢ 495 1,49 16,57
2Lb+2Pa 535%0 679" 48288 360° 4,92 387 489 131 16,98
Trat. 0 2 7 14 21 60 Media SD
(%)
Media 4,56 7,06 4,79 4,39 5,27 4,20 - - -
SD 1,19 0,43 0,28 1,39 0,68 0,72 - - -
CV (%) 22,17 599 5,13 28,58 12,04 - - -
11,93
FUNGOS DIAS
CV
C 4,37 4,11 3,71® 3,38 3514 250° 3,60 1,07 26,75
Lb 3,52 2,90" 3,49 3,71 1,20%° 227" 2,85 1,59 49,91
Pa 4,01 2,38 3.77° 2,39 3,514 1,05° 2,85 1,57 44,77
Lb+Pa 2,48 398 3,657 3,58 3,63 200° 322 120 32,05

2Lb+2Pa 3,68 3,08 3,58 3,72 2,62 234 3,17 1,19 36,04



Media 3,61 3,29 3,64 3,35 2,89 2,03 - - -

SD 1,30 1,42 0,30 0,94 1,35 1,72 - - -

CV (%) 33,65 41,09 8,28 25,5 36,38 86,56 - - -
Trat. 0 2 7 14 21 60 Media SD

(%)

C= Controle, Lb= Lactobacillus Buchneri, Pa= Propionibacterium acidipropionicci, Lb+Pa= Lactobacillus
Buchneri+  Propionibacterium  acidipropionicci, 2Lb+2Pa= Lactobacillus  Buchneri+ Propionibacterium
acidipropionicci Letras maiusculas representam diferengas entre os tratamentos, letras mintsculas representam

diferengas entre os dias no mesmo tratamento. Sd= desvio padrdo, CV= coeficiente de variagdo.

*valores apresentados em unidades formadoras de colonias.

CONCLUSAO

De maneira geral pode-se observar que todos os tratamentos contendo
Lactobacillus buchneri garantiram os melhores indices com relagdo a composicdo
quimica da silagem. Além disso, a presenca deste microrganismo, associado ao
Propionibacterium acidipropionicci mostrou ao final do periodo de incubagdo as

melhores condi¢des para a manutencao da estabilidade aerdbia por maior tempo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em virtude das alteragdes no valor nutritivo da cana-de-agucar ¢ necessaria a
presenca de aditivos no processo de ensilagem. O o uso de aditivos tem efeitos positivos
pois eles propiciam as menores alteracdes quimicas durante o processo de fermentacgao.
Pode-se observar que de um experimento para o outro, houve variagdo com relagdo a
composi¢ao bromatoldgica das silagens de cana-de-agucar que receberam os mesmos
tratamentos. Acredita-se que houve influéncia da idade de maturagdo da planta que
interfere nos teores de FDN e FDA. O aumento no teor de FDN pode ser explicado pelo
fato da lignificacdo dos tecidos e redugdo dos contetdos celulares com o avanco da
maturidade fisioldgica das plantas. Para a fragdo FDA das forragens, sabe-se que esta é
constituida principalmente pelas fragdes celulose e lignina que tendem a aumentar com

o avanco da idade das plantas.

De maneira geral pode-se observar que todos os tratamentos contendo
Lactobacillus buchneri garantiram os melhores indices com relacdo a composi¢do

quimica da silagem. Além disso, a presenca deste microrganismo, associado ao
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Propionibacterium acidipropionicci mostrou ao final do periodo de incubagdo as

melhores condi¢des para a manutencao da estabilidade aerdbia por maior tempo.
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