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RESUMO

CARVALHO, Beatriz Ferreira. Caracteristicas de silagens de cana-de-agUcar
aditivadas com cal, propionato e Lactobacillus buchneri. 2010. 71 p.
Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG".

O corte concentrado da cana-de-agucar (Saccharum spp.), para
ensilagem, pode facilitar o manejo nutricional dos rebanhos, comparativamente
ao uso tradicional da forrageira fresca. No entanto, essas silagens apresentam
grande perda de matéria seca (MS), menor estabilidade aerdbia e alta redugdo no
conteudo energético do alimento. Objetivou-se, neste trabalho, avaliar os efeitos
da adigdo de 4cido propidnico (1% da MN) e de uma cepa local de Lactobacillus
buchneri (UFLA SIL 72) (1,55 x 10° ufc/g de forragem), previamente isolada de
silagem de cana, em silagens tratadas com oxido de calcio (cal virgem
micronizada) [1% com base na matéria natural (MN)] e os efeitos desses
tratamentos combinados dois a dois, na composi¢do quimica e microbioldgica de
silagens de cana-de-acucar, apos 60 e 170 dias de fermentacdo. Utilizou-se o
delincamento de blocos ao acaso, com arranjo fatorial 2 x 2 x 2 x 2 dos
tratamentos. As silagens tratadas com cal apresentaram maior populagdo de
bactérias do acido latico (BAL), leveduras e clostridios, maior concentragdo de
acido latico e acido acético, e menor concentragdo de acido propidnico e etanol.
O tratamento com cal resultou em silagens com menor teor de FDN, maior valor
de pH, maior teor de cinzas e MS. A aplicagdo de 4cido propionico, nas silagens
tratadas com cal, reduziu a populacdo de leveduras e aumentou a concentragdo
de 4cido butirico, acido propidnico e etanol. A aplicagdo do inoculante
microbiano nas silagens tratadas com cal reduziu a populagdo de clostridios e as
concentragoes de etanol e de acido butirico e aumentou a concentragdo de acido
propidnico na silagem. As silagens aditivadas com inoculante microbiano
apresentaram menor populacdo de BAL e clostridios. A aplicacdo de acido
propidnico, nessas silagens, reduziu ainda mais a viabilidade desses
microrganismos. Os tratamentos com inoculante microbiano ¢ com 4cido
propidnico resultaram em silagens com maior teor de FDN. De 60 para 170 dias
de ensilagem, houve aumento no teor de FDN, redu¢@o no teor de MS e na
populagdo de microrganismos. As concentragdes de acido latico e acido acético
aumentaram e a de etanol diminuiu de 60 para 170 dias.

" Comité Orientador: José Cardoso Pinto — UFLA (Orientador); Rosane Freitas
Schwan — UFLA; Marcos Neves Pereira — UFLA.
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A utilizacdo de oOxido de calcio melhorou as caracteristicas quimicas e
nutricionais das silagens de cana-de-ag¢tcar, no entanto, favoreceu o crescimento
de microrganismos indesejaveis. O uso de acido propidnico promoveu uma
reducdo na populagdo de microrganismos, porém, nao foi capaz de reduzir a
fermentagdo alcodlica das silagens. A cepa indigena de L. buchneri estudada
melhorou a qualidade das silagens de cana-de-aglicar e os resultados dessa
inoculagdo foram melhores apés 170 dias de fermentagdo. A aplicacdo dessa
cepa, associada ao tratamento com o6xido de calcio, ¢ promissora na melhoria da
qualidade microbiolédgica dessas silagens.
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ABSTRACT

CARVALHO, Beatriz Ferreira. Characteristics of sugarcane silage added
with lime, propionate and Lactobacillus buchneri. 2010. 71 p. Dissertation
(Master in Animal Science) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG?.

The concentrated harvesting of the sugarcane for ensilaging can
facilitate the management of nutrition of herd, compared to the traditional use of
fresh forage. However, these silages have high loss of dry matter (DM), lower
aerobic stability and high reduction in energy content of food. This study aimed
to evaluate the effects of addition of propionic acid (1% of FW) and a local
strain of Lactobacillus buchneri (SIL UFLA 72) (1.55 x 106 cfu / g forage)
previously isolated from sugarcane silage in silages treated with calcium oxide
(lime micronized) [1% based on fresh matter (FW)], and the effects of these
treatments combined two by two in the chemical composition and microbial
silage from sugar cane at 60 and 170 days of fermentation. A randomized block
design with factorial arrangement 2 x 2 x 2 x 2 treatments was used. The silage
treated with lime showed higher population of lactic acid bacteria (LAB), yeasts
and clostridia, highest concentration of lactic acid and acetic acid, and lower
concentration of propionic acid and ethanol. Treatment with lime resulted in
silages with lower NDF content, higher pH, higher content of ash and DM. The
application of propionic acid in silage treated with lime reduced the population
of yeast and increased the concentration of butyric acid, propionic acid and
ethanol. The application of microbial inoculant in silage treated with lime
reduced the population of clostridia and the concentrations of ethanol and
butyric acid and increased the concentration of propionic acid in silage. Silages
added with microbial inoculant had a lower population of LAB and clostridia,
the application of propionic acid in these silages further reduced the viability of
these microorganisms. Treatments with microbial inoculant and propionic acid
resulted in silage with higher content of NDF. From 60 to 170 days of
fermentation there was an increase in NDF content, reduction in DM content and
in population of microorganisms. The concentrations of lactic acid and acetic
acid increased and ethanol reduced from 60 to 170 days. The use of calcium
oxide improved the chemical and nutritional characteristics of silages cane
sugar, but favored the growth of undesirable microorganisms. The use of
propionic acid decreased in the population of microorganisms, but was not able
to reduce the alcoholic fermentation of the silage.The indigenous strain of L.
buchneri studied improved the quality of sugarcane silage, and the results of

? Guidance Comittee: José Cardoso Pinto — UFLA (Adviser); Rosane Freitas
Schwan — UFLA; Marcos Neves Pereira — UFLA.
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inoculation were higher after 170 days of fermentation. The application of this
strain associated with treatment with calcium oxide is promising in improving
the microbiological quality of these silages.



1 INTRODUCAO

A importancia da agricultura canavieira para o desenvolvimento sécio-
econdmico sustentavel do agronegécio brasileiro tem sido evidenciada. Ressalta-
se o fato de a cana-de-agucar (Saccharum spp.) possuir alto potencial de produgao
de matéria seca (MS) e energia por unidade de area.

A ensilagem da cana-de-agucar tem se apresentado como opgao
alternativa ao corte diario, para fornecimento in natura aos animais,
principalmente, em decorréncia dos beneficios operacionais. A ensilagem permite
o aproveitamento do excesso de forragem produzida; possibilita o uso da
forrageira durante todo o ano; maximiza a eficiéncia dos tratos culturais. No
entanto, o processo de fermentagdo da silagem de cana-de-agucar ¢ instavel.
Nessa silagem, ocorre intensa fermentacao alcodlica por leveduras (Kung Junior
& Stanley, 1982), que resulta em alta perda de MS, com consequente acimulo
dos componentes da parede celular e reducdo da digestibilidade. Além disso,
essas silagens apresentam alto teor de carboidratos residuais e acidos organicos,
que podem ser utilizados por microrganismos deterioradores apds a abertura do
silo. Assim, torna-se necessario o uso de algum aditivo que favoreca a
fermentacdo, com o objetivo de reduzir as perdas totais e melhorar a
digestibilidade e o valor nutritivo da silagem obtida. Agentes alcalinizantes vém
sendo empregados como forma de melhorar a fermentacdo dessas silagens. O
oxido de calcio, na forma de cal virgem micronizada, tem promovido reducao nos
teores de fibra que favorece a qualidade nutricional, no entanto, silagens tratadas
com oxido de calcio apresentam um pH final alto que pode favorecer o
crescimento de microrganismos indesejaveis durante a ensilagem. A associagdo
entre cal e outros aditivos, capazes de induzir queda mais acentuada no pH inicial
da silagem de cana, pode ser interessante como estratégia, para reduzir o teor de

fibra no alimento, sem o risco de fermentacao indesejavel.



A utilizagdo de inoculantes microbianos pode ser uma opgdo, para
aumentar a velocidade e a amplitude na queda do pH de silagens, tratadas com
cal. Cepas de bactérias laticas especificas como a Lactobacillus buchneri UFLA
SIL 72 isolada da propria silagem de cana-de-agucar pode apresentar resultados
superiores a outras cepas isoladas de silagens de outras forrageiras.

Os 4cidos organicos fracos, também, sdo utilizados como aditivos em
silagens, eles atuam como antimicrobianos e acidificadores. Entre os acidos
acético, latico e propidnico, este ultimo apresenta melhores resultados com
relacdo a redugdo da viabilidade de leveduras.

Objetivou-se, nesta pesquisa, avaliar os efeitos da adicdo de uma cepa
local de L. buchneri e acido propidnico, em silagens de cana-de-agucar, tratadas

com oxido de calcio.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Silagem de cana-de-acUcar

A ensilagem ¢ baseada na fermentacdo de carboidratos soltveis (CHO-
sol) por bactérias do acido latico (BAL), produzindo d4cidos organicos,
principalmente, acido latico, sob condi¢des anaerdbias. Como resultado, observa-
se queda do pH, com consequente controle do desenvolvimento de
microorganismos indesejaveis e redu¢do no metabolismo celular nos tecidos da
planta colhida (McDonald et al., 1991). A taxa e extensdo de declinio do pH s&o
influenciadas por vérios fatores, dentre eles estdo os relacionados a planta, como
teor de MS, concentragdo de aglicares fermentesciveis, capacidade tampdo e
populacdo epifita de microrganismos. Além desses existem os fatores
relacionados ao processo de ensilagem, como tamanho de particula e
compactacdo. Dessa forma, a manutencdo da anaerobiose ¢ a queda dos valores
de pH sdo os principais fatores responsaveis pela preservacdo do material
estocado.

No processo fermentativo da silagem, os microrganismos de maior
importancia sdo as bactérias acido laticas, as bactérias formadoras de esporos
(clostridios e bacilos), as bactérias coliformes e os fungos (leveduras e fungos
filamentosos). A fermentagdo da cana-de-agicar diferencia das demais
forrageiras, principalmente, na qualidade e na quantidade de carboidratos ndo
fibrosos (CNF) disponiveis como fonte de energia para microrganismos. A
sacarose, um dissacarideo de glicose e frutose, ¢ predominante na composicao da
cana-de-agucar ¢ favorece o crescimento da populagdo de leveduras durante a
fermentacdo. A principal fermentagdo conduzida por leveduras ocorre com a
utilizacdo de glicose, obtendo, como produtos finais, energia na forma de ATP,
CO,, 4gua e etanol, exemplo tipico de fermentacdo alcodlica, que resulta em

perdas de MS (Woolford, 1984).



A grande disponibilidade de substrato potencialmente fermentescivel,
presente na cana-de-aglcar, faz com que seu processo fermentativo ndo se
estabilize e seja caracterizado por uma sucessdo de espécies de microrganismos
em que a forragem estd mais sujeita as perdas nutritivas e a ocorréncia de
fermentagdes secundarias (Avila et al., 2009). Kung Junior & Stanley (1982)
consideraram a cana-de-aglicar uma forrageira inadequada para a ensilagem, em
virtude das grandes perdas de MS e da alta quantidade de etanol produzida
durante a fermentacdo. No entanto, a ensilagem da cana-de-aglicar deve ser
estudada como uma opgao, para ser utilizada em fazendas com grande numero de

animais, ou como uma alternativa em casos de excesso de produg@o ou acidentes,

como incéndios e geadas no canavial.

2.2 Fermentacdo e microrganismos envolvidos na ensilagem

Sdo escassos os trabalhos que apresentam adequada caracterizagdo e
identificagdo da microbiota total presente durante a fermentagdo de silagens de
gramineas tropicais. Trabalhos conduzidos com forrageiras temperadas indicam
uma variacdo nas espécies de microrganismos, de acordo com cada forrageira
ensilada (Woolford, 1984). No geral, a microbiota presente na silagem pode ser

dividida em dois grupos: os microrganismos desejaveis e os indesejaveis.

2.2.1 Microrganismos desejaveis

As Dbactérias do acido latico constituem o principal grupo de
microrganismos que atua no processo fermentativo das forrageiras. Os géneros,
envolvidos no processo de fermentagdo de forrageiras, sdo Lactobacillus,
Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus, Lactococcus e Leuconostoc. No inicio
predominam as BAL do género Streptococcus, seguidas por Leuconostoc,
Lactobacillus e Pediococcus, que sdo mais resistentes as condi¢des Acidas
(Hammes & Hertel, 2003).



As diferentes espécies de BAL podem utilizar um grande nimero de
substratos, tais como carboidratos, acidos orgéanicos e aminoacidos, no entanto, a
maioria delas obtém energia somente do metabolismo de aglicares (hexoses e
pentoses), consequente e usualmente sdo restritas aos habitats em que agucares
estdo presentes (Madigan et al., 1997).

As duas vias principais de utilizacdo de aglcares pelas BAL sdo a
glicolise ou Via de Embden-Meyerhof Parnas e a Via das Pentoses Fosfato. De
acordo com as vias utilizadas, as BAL sdo divididas em homofermentativas,
heterofermentativas obrigatorias e heterofermentativas facultativas.

As BAL homofermentativas s6 fermentam agucares por meio da
glicélise, em que um mol de glicose (ou frutose) ¢ fermentado em dois moles de
lactato; ao final da reacdo ha um ganho liquido de dois ATP por molécula de
glicose fermentada. As BAL heterofermentativas obrigatérias ndo possuem a
enzima aldolase e sdo incapazes de quebrar a frutose bifosfato a triose fosfato,
portanto, utilizam a Via das Pentoses Fosfato para fermentar agucares. Na
fermentacdo da glicose, por essa via, inicialmente, ocorre a desidrogenacdo com a
formagao de 6-fosfogluconato, seguida pela descarboxilagdo. A pentose-5-fosfato
formada ¢, entdo, dividida em gliceraldeido-3-fosfato e acetil fosfato. O
gliceraldeido-3-fosfato € metabolizado pela via glicolitica resultando na formagao
de acido latico. Quando ndo ha aceptor de elétrons disponivel, o acetil fosfato é
reduzido a etanol. Este metabolismo leva a formagdao de CO, e etanol; além do
acido latico, o ganho liquido de ATP ¢ de apenas um mol, por molécula de
glicose fermentada (Axellson, 1998). Quanto as BAL heterofermentativas, a
espécie Lactobacillus buchneri ndo possui a enzima acetaldeido desidrogenase,
responsavel pela redu¢do de acetaldeido a etanol. Desse modo, a produgdo de
etanol ¢ praticamente nula (Elferink et al., 2001) e, consequentemente, ocorre
aumento na concentragdo de acido acético como produto final de sua fermentacao

(McDonald et al., 1991). Em decorréncia da menor eficiéncia das BAL



heterofermentativas, em produzir ATP, seu crescimento ¢ mais lento quando
comparado com o das BAL homofermentativas.

As BAL heterofermentativas  facultativas  assemelham-se  as
homofermentativas por possuirem a enzima aldolase constitutiva, resultando no
uso da glicélise para fermentacdo de hexoses. No entanto, as pentoses induzem a
sintese de fosfoquetolase, resultando em uma fermentacdo heterolatica (Axellson,
1998). Segundo Bolsen (1995), as BAL normalmente sdo encontradas em niimero
relativamente pequeno nas culturas (<3,0 log ufc/g), porém, o corte ¢ a picagem
da forragem provocam a liberacdo de sucos da planta, que pode aumentar o
numero prévio dessas bactérias na ensilagem.

Em silagens de cinco variedades de cana-de-agucar, ensiladas sem
aditivos, a populagcdo de BAL, apdés 30 dias de fermentagdo, foi de,
aproximadamente, 8,62 log ufc/g silagem; nas silagens com 1% de sulfato de
amonio e 1% de uréia a contagem de BAL foi 6,4 e 6,54 log ufc/g silagem,
respectivamente (Bravo-Martins et al., 2006). Pedroso et al. (2005) observaram
uma populagao inicial de BAL igual a 4,58 log ufc/g de cana-de-agucar; trés dias
apos a ensilagem a populagdo cresceu para 7,47 log ufc/g silagem. A contagem de
BAL decresceu até o quadragésimo quinto dia de fermentagdo onde foram
enumerados 3,6 log ufc/g silagem, esse nimero permaneceu constante até 180
dias de fermentacdo. Os autores atribuiram essa redu¢do na popula¢ao de BAL a
queda no pH.

Em um estudo, que buscou isolar e identificar BAL presentes, durante a
fermentagio da cana-de-agucar, Avila et al. (2009), encontraram uma populagio
de, aproximadamente, 9 log ufc/g silagem com 5, 20 ¢ 40 dias de fermentacao.
Decorridos 80 dias do fechamento dos silos, observou-se um decréscimo na
populagdo de BAL e foram contadas 7,8 log ufc/g silagem. Nesse mesmo

trabalho, os autores obtiveram 72 isolados que foram identificados, entre outros,



como Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis e Lactobacillus buchneri,
dentre outras espécies.

Avila et al. (2010), ao estudar inoculantes bacterianos laboratoriais e
comerciais, durante 90 dias de fermentacdo da silagem de cana-de-agucar,
obtiveram contagem de BAL variando de 7,2 log ufc/g de silagem inoculada com
L. paracasei (cepa laboratorial) a 9,96 log ufc/g de silagem inoculada com L.
buchneri (Pioneer®).

2.2.2 Microrganismos indesejaveis
2.2.2.1 Bactérias esporogénicas

Bactérias capazes de formar esporos sdao indesejaveis em qualquer
processo de conservagdo de alimentos. A forma esporulada, além de facilitar a
passagem desses microrganismos de um ambiente para outro, tem alta resisténcia
ao oxigénio, ao calor, aos acidos organicos e as enzimas digestivas (Pahlow et al.,
2003).

Os géneros Bacillus e Clostridium sdo bactérias formadoras de esporos
que ocorrem na silagem (Woolford, 1984). Clostridios sdo bactérias moveis,
gram-positivas, formadoras de esporos, com forma morfologica de bastonetes. O
género Clostridium inclui espécies psicotrofilas, mesofilas e termofilas, que
crescem em condi¢des de baixo oxigénio e fermentam agucares, acidos organicos
ou proteinas. Geralmente, a presenca de clostridios na planta forrageira ¢ baixa e
sua ocorréncia na silagem, provavelmente, decorre de contaminagdes por solo ou
fezes (McDonald et al., 1991).

Apds o enchimento do silo, os clostridios podem se multiplicar tdo rapido
quanto as outras bactérias. Os clostridios causam fermenta¢des secundarias, cujo
acido latico é convertido em acido butirico e aminoacidos sdo degradados a
aminas ¢ amonia. Esse consumo de acido latico promove aumento no pH da

silagem e a degradacdo de aminoacidos reduz o valor nutricional da mesma.



Os clostridios sdo, fisiologicamente, divididos em dois grupos: 1-
Clostridios sacaroliticos, que fermentam, principalmente, carboidratos e acidos
organicos; ¢ 2- Clostridios proteoliticos, que fermentam, principalmente,
proteinas. Algumas espécies, como Clostridium perfringens tém atividade
proteolitica e sacarolitica (McDonald et al., 1991). As espécies do género
Clostridium, presentes na silagem de cana-de-aglicar, ainda, ndo foram
identificadas, no entanto, presume-se que sejam espécies do grupo sacarolitico
diante da baixa concentra¢do de proteina nesse alimento. Acucares e acido latico
sdo utilizados como fonte de energia por uma via similar, em que os principais
produtos finais obtidos sdo acido butirico, gas carbonico e hidrogénio (Pahlow et
al., 2003).

Dois fatores podem influenciar no crescimento dessas bactérias como as
condicdes de acidez na silagem e o teor de MS da massa ensilada. Clostridios
requerem condi¢des umidas para crescer, pois, sdo sensiveis a baixa
disponibilidade de agua (McDonald et al., 1991). No entanto, Pahlow et al.
(2003) reconheceram que alguns grupos de clostridios sdo capazes de crescer em
pH baixo. Entre as espécies desses grupos sdo citadas C. butyricum e C.
tyrobutyricum ambos, frequentemente, identificados em silagens (Rossi &
Dellaglio, 2007; Julien et al., 2008).

Outro ponto importante a ser considerado ¢ a capacidade tampao da
planta ou o emprego de aditivos que impecam uma queda répida e suficiente no
pH. Alguns aditivos tém carater basico ¢ podem impedir a queda no pH como
uréia, 0xido e hidréxido de célcio, hidroxido de sodio dentre outros (Santos et al.,
2008).

A disponibilidade de carboidratos e a temperatura no silo, também, estio
relacionadas ao desenvolvimento de clostridios. A temperatura Otima para

crescimento desses microrganismos situa-se ao redor de 37°C; em geral, altas



temperaturas provocadas pela excessiva fermentacdo de aglicares favorecem o
crescimento de clostridios (Hippe et al., 2003; McDonald et al., 1991).

A inoculagdo de L.plantarum e L. buchneri, em silagens de sorgo
(Sorghum spp.) e milho (Zea mays L.), foi avaliada por Tabacco et al. (2009). Os
autores obtiveram 2,74 log ufc/g de silagem de milho e 1,47 log ufc/g de silagem
de sorgo. Apods 90 dias de fermentagdo, foram estimados de 1,84 e 1,22 log ufc/g
nas silagens controle de milho e sorgo, respectivamente. A presenca de clostridios
foi maior nas silagens inoculadas; 1,84 e 1,74 log ufc/g nas silagens de milho e
1,22 e 1,26 log ufc/g nas silagens de sorgo inoculadas, respectivamente, com L.
buchneri e L. plantarum.

Além dos prejuizos relacionados as perdas durante a fermentacdo, a
presenca de bactérias do acido butirico (BAB) na silagem provoca contaminagao
do leite, causando prejuizos, principalmente, na fabricagdo de queijos finos. Esse
parametro de qualidade do leite, ainda, ndo ¢ adotado no Brasil, no entanto, nos
paises europeus o numero de esporos de clostridios, encontrados no leite, ¢
considerado como fator de pagamento e aceitabilidade do leite nas industrias
produtoras de queijos finos (Vissers et al., 2007a; Vissers et al., 2007b). A
industria de lacteos na Holanda preconiza um limite maximo de esporos de 3 log
esporos/L.

Vissers et al. (2007b) avaliaram a relagdo entre a concentracdo de esporos
de BAB no ambiente de 24 fazendas e a populagdo final encontrada no leite
amostrado no tanque de resfriamento. Foram coletadas amostras de solo, fezes,
material usado como cama para as vacas, leite do tanque de resfriamento e
silagem mista de gramineas e milho. A concentracdo de esporos na silagem foi a
unica varidvel que relacionou, significativamente, com a concentragdo de esporos
de BAB no leite amostrado. A contaminacdo do leite acontece, porque 0s esporos
sobrevivem a passagem, mediante o trato gastrointestinal e sdo excretados junto

com as fezes. A transmissdo para o leite ocorre via contaminagdo fecal. Os



esporos presentes no leite sobrevivem ao tratamento térmico e durante a
fermentacdo dos queijos produzidos com o leite contaminado. Essas bactérias
encontram condi¢des ideais para retomar seu metabolismo e voltar a se
multiplicar. Esse crescimento altera o sabor do queijo e promove uma formacao
excessiva de gés, durante a maturagdo, que faz com que o queijo “inche” e o
defeito ¢ denominado de “estufamento tardio” (Vissers et al., 2007a). Esses
autores avaliaram a presenca de clostridios, em silagens produzidas na Italia e
observaram a maior presenca de esporos em amostras de areas mofadas do silo.
Foram encontrados 3,9 log esporos/g de silagem de gramineas ¢ 5,5 log esporos/g
de silagem de milho, utilizando para isso a estimativa pelo método do niimero
mais provavel.

Rossi & Dellaglio (2007) analisaram a qualidade de silagens na Italia
quantificando e identificando os microrganismos que influenciaram a sua
preservacdo e seguranca higi€nica. Os autores obtiveram maior frequéncia e
maior contagem de células viaveis de clostridios nas silagens de milho (3 x 10°
ufc/g silagem), seguida pela silagem de alfafa (Medicago sativa L.) (1 x 10’ ufc/g
silagem). Nas amostras de silagem de azevém anual (Lolium multiflorum Lam.), a
populacao de clostridios ficou abaixo do numero detectivel. As espécies de
clostridios isoladas foram identificadas por PCR RAPD e entre C. beijerinckii, C.
baratii, C. saccharolyticum, C. tyrobutyricum ¢ C. butyricum, a espécie C.
perfringens foi identificada somente em silagem de alfafa.

Em forrageiras tropicais perenes, o numero de células viaveis de BAB
encontrado €, em geral, mais baixo que o nimero encontrado em silagens de
milho e sorgo. Coan et al. (2007) observaram, com um dia de fermentacdo, pico
populacional de, aproximadamente, 5 log ufc/g silagem de capim-tanzania
(Panicum maximum Jacq. cv. Tanzania 1). Nas silagens de capim-marandu
[Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf cv. Marandu] foi observado

pico populacional de, aproximadamente, 2,4 log ufc/g silagem, com sete dias de

10



fermentacdo. Transcorridos 56 dias do fechamento dos silos, a contagem de
clostridios foi em torno de 1 log ufc/g” silagem de capim-tanzania; nas silagens de
capim-marandu, o nimero ficou abaixo do minimo detectavel. Os valores
encontrados por Bernardes et al. (2005) ficaram entre 0,2 e 0,8 log ufc de
clostridios/g de silagem de capim marandu.

Geralmente, altas concentracdes de esporos de BAB em silagens tém sido
associadas com instabilidade anaerobia em decorréncia de um declinio
insuficiente do pH na fase primaria da fermentacdo. No entanto, os resultados de
Vissers et al. (2007 a) mostram que um aumento na concentracao de esporos de
BAB, em silagens de milho ¢ de outras gramineas, estd relacionado, também,
com problemas de instabilidade aerobia. O oxigénio penetra na silagem e inicia o
crescimento de microrganismos aerdbios acido tolerantes, como leveduras e
bactérias do acido acético. Esses microrganismos oxidam agtlicares residuais e
acidos organicos, conduzindo a um aumento do pH. A medida que o niimero de
microrganismos, que consomem oxigénio aumenta, algumas partes da silagem
retornam a condicdo de anaerobiose. Essas porgdes da silagem que estdo em
condi¢des anaerdbias e com o pH elevado sdo propicias ao crescimento de BAB
(Vissers et al., 2007a).

Bactérias do género Bacillus sdo aerdbias ou anaerdbias facultativas. As
principais espécies isoladas de silagem incluem B. cereus, B. lentus, B. firmus, B.
sphaericus, B. licheniformis e B. polymyxa (Giffel et al., 2002). O crescimento de
Bacillus spp. ocorre durante estadios finais da deterioragdo aerdbia.

Em silagens de gramineas perenes e milho, a presenca de Bacillus pode
variar de 10° a 10° esporos/g silagem. Altos niveis de esporos, frequentemente,
sdo observados nas camadas superficiais do silo (Slaghuis et al., 1997; Drichuis
& Elferink 2000; Giffel et al., 2002). A presenca dessas bactérias no solo e a
utilizacdo de esterco como fertilizante estdo relacionados com os niimeros de

esporos encontrados na planta forrageira e na silagem. Forrageiras fertilizadas
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com esterco tém, aproximadamente, cem vezes mais esporos de Bacillus ssp. que
forrageiras fertilizadas com adubo inorganico (Rammer et al., 1994). O tipo de
fertilizante organico utilizado tem influéncia na presencga de esporos de bacilos.
Rammer et al. (1997) mostraram que a aplicacdo de chorume néo teve efeito nos
numeros de esporos de bacilos, presentes na camada superficial do solo, na
forrageira e na silagem, diferente do observado quando foi utilizado esterco
solido. Vissers et al. (2007¢) encontraram correlagdes significativas entre as
concentragdes de esporos no leite e nas fezes e as concentragdes de esporos nas
fezes e na silagem. Os autores concluiram que esporos de B. cereus sdo,
predominantemente, transmitidos de alimentos para o leite via fezes.

Os bacilos s3o capazes de fermentar uma grande variedade de
carboidratos a acidos organicos, etanol, 2,3-butanodiol e glicerol. Além desses
compostos ndo terem efeito na preservagdo da silagem, essas bactérias competem
com as BAL por substrato. Assim como clostridios, os esporos de bacilos
sobrevivem a passagem pelo trato intestinal. Sua ocorréncia no leite cru tem sido
associada com alto nimero de esporos nas fezes (Pahlow et al., 2003). A espécie
B. cereus ¢ considerada o principal deteriorador de leite pasteurizado. Os esporos
psicotroficos dessa espécie podem germinar e crescer mesmo apos a
pasteurizacdo e resfriamento. Esporos de B. sporothermodurans tém alta
resisténcia ao calor e causam problemas em leite UHT (Giffel et al., 2002).

Verifica-se que bacilos podem produzir antibidticos durante a formagao
de seus endosporos. Em razdo dessa capacidade, algumas cepas especificas de B.
subtilis ou B. licheniformis tém sido usadas para inibir o crescimento de fungos
filamentosos na silagem e reduzir a deterioragdo aerdbia de silagem de gréo

umido de milho (Pahlow et al., 2003).

2.2.2.2 Leveduras e Fungos filamentosos
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Leveduras sdo microrganismos eucarioticos unicelulares. Sua importancia
no processo fermentativo da silagem esta relacionada com perdas, durante a
fermentacao e deterioracdo aerobia durante a desensilagem, porque esse grupo de
microrganismo ¢ capaz de exercer sua atividade metabdlica tanto na presenca
quanto na auséncia de oxigénio (McDonald et al., 1991).

Em condi¢des anaerdbicas, as leveduras competem com as BAL por
carboidratos (Woolford, 1984). As leveduras promovem a fermentacdo alcodlica
de agucares, convertendo carboidratos simples em etanol, gés carbonico e dgua. O
etanol produzido ndo somente reduz a quantidade de CNF disponivel, como
também exerce influéncia negativa sobre o sabor do leite (Gordon & Morgan,
1972; Randby et al., 1999) e aumenta as perdas de MS. Em condi¢des aerobias,
as leveduras podem degradar o 4cido latico com consequente aumento nos
valores de pH promovendo, assim, condi¢des para que outros microrganismos
deterioradores se estabelecam (McDonald et al., 1991). Segundo Woolford
(1984), leveduras sdo capazes de utilizar acidos organicos quando substratos,
facilmente assimilaveis, estdo escassos.

Woolford (1984) se refere a existéncia de dois grupos fisioloégicos de
leveduras envolvidos no processo de deterioragdo aerébia. O autor classifica um
grupo como de “crescimento lento”, que sdo leveduras que fermentam agucares,
mas ndo decompdem acido latico, como as do género Torulopsis, e um outro
grupo como de “crescimento rapido”, que é composto por leveduras que possuem
uma baixa acdo fermentativa sobre agticares, mas decompdem acido latico, como
as dos géneros Hansenula, Pichia, Candida e Saccharomyces.

Avaliando silagens de cana-de-aglicar, apos cinco dias de fermentagdo,
Pedroso et al. (2005) reportam populagao de leveduras de 5,05 log ufc/g silagem,
seguido por um decréscimo para 4,5 log ufc/g apds quinze dias de fermentagdo.
Esse decréscimo na populacdo de leveduras coincidiu com o periodo em que a

concentragdo de etanol se estabilizou. De 45 a 120 dias a populacdo permaneceu
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constante em 2,0 log ufc/g. Com 180 dias de fermentagdo o ntimero de leveduras
estava abaixo do nivel de deteccdo. A ocorréncia de 6,6 log ufc leveduras/g de
silagem de cana-de-acucar, com 30 dias de fermentagdo, foi reportada por Bravo-
Martins et al. (2006); os mesmos autores ndo observaram a presenca de fungos
filamentosos nessas silagens.

As condi¢gdes de anaerobiose e baixo pH, encontradas no silo, sdo
desfavoraveis a proliferagdo da maioria das espécies de fungos filamentosos.
Geralmente esse grupo de microrganismos estd associado as camadas
superficiais, em que, ocasionalmente, ocorre penetracdo de ar, apesar de que
alguns géneros sdo capazes de crescer em anaerobiose (McDonald et al., 1991).

Os principais géneros de fungos filamentosos que tém sido isolados de
silagens sdo Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Mucor, Absidea, Monoascus,
Scopulariopsis e Tricoderma (El-Shanawany et al., 2005). Os fungos
filamentosos utilizam carboidratos e acido latico e hidrolizam e metabolizam
celulose e outros componentes da parede celular (McDonald et al., 1991). Além
disso, alguns géneros como Aspergillus, Fusarium e Penicillium produzem
toxinas. As micotoxinas sdo produtos secundarios do metabolismo dos fungos.

Strom et al. (2006) ressaltaram que a inibigdo do crescimento de fungos
pode ser ocasionada pela baixa concentragdo de oxigénio, altas concentragdes dos
acidos produzidos durante a fermentagdo ou por bacteriocinas produzidas por
BAL. As populacdes de fungos filamentosos foram inferiores ao minimo
detectavel (<2 log ufc/g), em silagens de cana-de-agucar, aditivadas com
inoculantes microbianos (Avila et al., 2009). Resultados semelhantes foram

relatados por Bravo-Martins et al. (2006).
2.2.2.3 Listéria

Bactérias do género Listeria sdo aerdbias ou anaerdbias facultativas. A

ocorréncia de Listeria em silagens tem sido associada com deterioragdo aerdbia
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(Driehuis & Elferink, 2000). A espécie Listeria monocytogenes tem maior
importancia por causa da patogenicidade e da capacidade de sobrevivéncia. Ha
evidéncias de que silagens de baixa qualidade sdo fontes primarias de
contaminagdo de leite cru por bactérias desse género (Sanna et al., 1993; Vilar et
al., 2007).

O crescimento e a sobrevivéncia de listéria na silagem depende do grau
de anaerobiose ¢ do pH. Bactérias do género Listeria desaparecem, rapidamente,
em ambientes estritamente anaerobios e em pH abaixo de 4,4 (Drichuis &
Elferink, 2000). Avaliando a presenca de listéria, no ambiente de produgdo de
uma granja leiteira, Vilar et al. (2007) detectaram Listeria spp em 33,7% das
amostras de silagem; a espécie L. monocytogenes estava presente em 6% dessas

amostras.

2.2.2.4 Enterobactérias

As espécies de enterobactérias que ocorrem na silagem sao anaerobias
facultativas e a maioria ndo é patogénica, porém, como elas apresentam
endotoxinas no exterior de sua membrana, algumas espécies t€ém sido associadas
com problemas alimentares e casos de mastite (Lindgren, 1991 citado por Pahlow
et al., 2003).

Os poucos trabalhos que envolvem taxonomia mostram que ocorre uma
sucessdo de espécies ao longo do processo fermentativo (Heron et al., 1993;
Ostling & Lindgren, 1995). Na microflora epifita de gramineas perenes, ha
dominéancia de Erwinia herbicola e Rhanella aquatilis que, apos a ensilagem, sdo
substituidas por Hafnia alvei, Escherichia coli e Serratia fonticola (Heron et al.,
1993). Essas bactérias competem com as BAL pelos agucares, no inicio do
processo fermentativo, sdo de fraca atividade proteolitica, entretanto, sdo capazes
de degradar aminodacidos. Esse fato contribui para a formacao de amonia e aminas

biogénicas na silagem.
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A presenga dessas bactérias pode ser minimizada por fermentagdes
aceleradas em que ha uma queda rapida no pH. A maioria das enterobactérias nao
prolifera e perde sua viabilidade em valores de pH abaixo de 4,5. No entanto, a
presenca de oxigénio prolonga sua sobrevivéncia na silagem (Drichuis &

Elferink, 2000).

2.3 Silagem de cana na alimentacgéo animal

Como alimento, a cana-de-agticar ¢ vista como fonte de carboidratos para
a dieta animal. A alta capacidade de producdo de MS por hectare e o alto
contetido de carboidratos de alta digestibilidade sdo as caracteristicas da cana-de-
acucar mais desejaveis em sistemas de producao animal.

Os CNF, presentes nessa forrageira, tém alta digestibilidade e sdo
representados, majoritariamente, por sacarose. De acordo com Corréa et al.
(2003), a digestibilidade da MS nao-FDN foi de 79,8% em dieta com cana-de-
acucar e foi observada no mesmo experimento uma digestibilidade de 74,5 ¢ 75%
da MS ndo-FDN, em dietas com silagem de milho dentado e milho flint,
respectivamente. Com relag@o a fracdo fibrosa da cana-de-acucar, ressalta-se que,
apesar de possuir baixo conteudo fibroso, a digestibilidade da sua FDN ¢é a
metade da de outras gramineas, em torno de 20% para cana e em torno de 40%
para o milho. O baixo indice de digestibilidade leva a redu¢do no consumo e
prejudica o desempenho animal (Andrade & Pereira, 1999; Corréa et al., 2003).

O uso da cana-de-agucar in natura ou ensilada, em dietas de bovinos
leiteiros de alta producdo, ¢ visto com cautela pelos nutricionistas. Corréa et al.
(2003) concluiram que a cana-de-agiicar ¢ uma opg¢ao para alimentar grupos de
vacas Holandesas, durante a lactag¢do, nas fases em que a demanda nutricional
ndo ¢ maxima. Nesse trabalho os autores ressaltaram que, em dietas para vacas
em lactagdo, a cana-de-agtiicar deprimiu o consumo de MS e a produgdo de leite

quando comparada com a silagem de milho.
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O potencial de produgdo animal, suportado pela silagem de cana-de-
acucar, deve ser precisamente definido para permitir recomendacdes especificas
do seu emprego em dietas balanceadas. O numero de pesquisas com alimentacao
animal, baseada em silagens de cana-de-aguicar, vem aumentando, mas o nimero
de trabalhos publicados, ainda, ¢ reduzido.

E um consenso, em trabalhos analisando silagem de cana-de-agiicar, a
redugdo na digestibilidade in vitro da MS ao longo da fermentagéo (Freitas et al.,
2006; Pedroso et al., 2007; Balieiro Neto et al., 2007; Siqueira et al., 2007;
Pedroso et al., 2008; Santos et al., 2009). Essa redugdo pode ser explicada pela
reducdo nos CNF que sdo utilizados, durante o processo fermentativo, com
consequente aumento na fracdo fibrosa de baixa digestibilidade.

Por outro lado, em um trabalho conduzido com ovinos, Mendes et al.
(2008) verificaram diferencas (P<0,05) entre os coeficientes de digestibilidade da
FDN, das silagens e da cana in natura picada. Esta ultima apresentou
digestibilidade de 49,8 da FDN, enquanto nas silagens foi observado um valor
médio de 61,2%. Comparando os percentuais médios obtidos, observa-se que a
ensilagem melhorou a digestibilidade dos compostos fibrosos em 23,0; 31,0 e
67,6% para FDN, FDA e hemicelulose, respectivamente.

Com relag@o ao desempenho de vacas leiteiras, a variacao na producao de
24,4 a 25,5 litros diarios nao foram, estatisticamente, diferentes nas quatro dietas
avaliadas: silagem de cana (acrescida com L. buchneri), silagem de milho, cana in
natura ou silagem de milho mais cana in natura. Nesse mesmo trabalho foi
observado um maior consumo (23,5 kg MS/dia) nas dietas a base de silagem de
cana e silagem de milho mais cana in natura (P<0,05); o consumo nas dietas a
base de silagem de milho foi de 21,3 kg MS/dia e na dieta com cana-de-agtcar in
natura o consumo foi de 22,3 Kg MS/dia. Com isso, a maior eficiéncia alimentar

foi obtida com a dieta a base de silagem de milho (P<0,05) (Queiroz et al., 2008).
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O desempenho reprodutivo e o ganho de peso didrio de novilhas
Holandesas avaliadas, a partir do desmame até o primeiro acasalamento, foram
satisfatorios em um sistema de alimentacdo baseado em silagem de cana-de-
acucar. Os ganhos de peso didrio foram de 0,666 e 0,743 kg/dia nos tratamentos
com silagem de cana e silagem de milho, respectivamente. Os numeros de
acasalamentos por concep¢ao foram de 1,1 e 1,3 com 92,8 e 78,5% de taxa de
fertilidade para dietas de silagem de cana-de-agtcar e dietas de silagem de milho,

respectivamente (Reyes-Gutierrez et al., 2007).

2.4 Presenca de etanol na silagem de cana-de-agUcar

Diversos estudos, usando técnicas de cultivo ruminal, tém demonstrado
que o metabolismo microbiano ruminal do etanol resulta, primariamente, em
acetato e metano (Chalupa et al., 1964; Durix et al., 1991). O metabolismo de
alcoois relacionado com nutricdo de ruminantes pode ser subdividido em pelo
menos quatro compartimentos metabolicos: silagem, ramen, epitélio ruminal e
figado.

Parte dos alcoois presentes na silagem sdo metabolizados no rimen, em
ésteres de baixo peso molecular, e mesmo niveis normais de alcool induzem a
variagdes nas concentragdes de ésteres que estdo correlacionadas com mudangas
na fermentacdo de AGV no ramen (Kristensen et al., 2007). Os mesmos autores
concluem que vacas leiteiras, sob condi¢cdes de baixo estresse metabdlico, sdo
capazes de metabolizar alcoois presentes em silagens sem efeitos aparentes no
metabolismo esplanico; no entanto, o consumo de alcool afeta sua concentracao
sistémica no sangue, por até 5 horas apos ingestdo. Os efeitos da ingestdo de
alcoois por ruminantes, ainda, ndo esta bem elucidado.

Apesar de o etanol ser, potencialmente, aproveitivel como fonte de
energia para ruminantes, por meio da conversdo a acetato no rumen (Chalupa et

al., 1964), a presenca de etanol na silagem faz com que ocorram perdas por
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volatilizacdo durante a estocagem e descarregamento do silo. Segundo Queiroz et
al. (2008), o acimulo de etanol pode ndo somente representar perdas do material
ensilado, mas também perdas decorrentes da recusa dos animais.

Silagens com alta concentracdo de etanol tendem a induzir um declinio
lento, porém, mais efetivo nos valores de pH. Silagem de cana-de-acticar
apresenta altos niveis de etanol ¢ o pH cai rapidamente, atingindo valores
proximos a 3,5 (Pedroso et al., 2008; Avila et al., 2009).

Os teores de etanol, encontrados na silagem de cana-de-agucar,
apresentam grande variagdo entre os trabalhos. Essa variagdo pode estar
relacionada com a microbiota epifita, com o tipo de silo utilizado, com o tempo
de fermentagdo, com as praticas de ensilagem e, principalmente, com o uso de
aditivos.

Avila et al. (2010) reportaram concentracdes de 6,14; 2,85 ¢ 2,10% de
etanol na MS de silagem de cana-de-acticar sem aditivo, inoculada com L.
buchneri (cepa comercial 6337068) e inoculada com L. buchneri (cepa
experimental UFLA SIL72), respectivamente.

O uso de 1% de 6xido de calcio reduziu o teor de etanol (0,38% na MS),
de silagem de cana quando comparado com o tratamento controle (4,78% na MS)
(P<0,05) (Santos et al., 2008). O uso da bactéria homofermentativa L. plantarum,
durante a fermentagdo da cana-de-agtlicar, resultou em silagem com maior teor de
etanol (12,5% MS) quando comparada com silagem controle (3,82% MS) e com
a silagem fermentada com a adi¢do de L. buchneri (1,95%MS) (P<0,05) (Pedroso
et al., 2007). Os autores atribuem essa maior concentracao de etanol na silagem
inoculada com L. plantarum a um maior desenvolvimento de leveduras,
confirmando a informagdo da literatura de que apenas a redug¢do do pH nao ¢
suficiente para impedir o desenvolvimento desses microrganismos e que o acido

latico tem baixo poder fungicida.
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2.5 Uso de aditivos em silagens de cana-de-agUcar

Para a obtengdo de silagem de boa qualidade, a planta forrageira deve
atender alguns requisitos no momento da colheita, como teor de MS entre 30 e
35%, alta concentracdo de carboidratos soliveis e baixo poder tampao. Quando
essas condicdes ndo sdo atendidas, hd necessidade de alguma interferéncia para
que o processo ocorra de forma satisfatéria. A cana-de-aglicar apresenta
caracteristicas desejaveis, entretanto, a alta concentragdo de carboidratos soluveis
na forma de sacarose faz com que ocorra intenso crescimento de leveduras,

ocasionando altas taxas de perda de MS.

2.5.1 Aditivos microbianos

Os aditivos microbianos s3o classificados como estimulantes da
fermentacdo e sdo empregados por meio da adicdo de culturas bacterianas e
constituem o grupo de aditivo mais utilizado em todo o mundo (McDonald et al.,
1991). Os aditivos microbianos recomendados para silagens contém,
principalmente, bactérias do género Lactobacillus. Os produtos comercializados,
atualmente, incluem bactérias homofermentativas, heterofermentativas ou a sua
associagdo. Entre os fatores que determinam o sucesso da aplicagdo de
microrganismos nas silagens, citam-se a compatibilidade entre a planta forrageira
e o microrganismo (Muck, 2008), a habilidade de crescimento da bactéria na
massa de forragem e a inoculagdo de uma populagdo suficiente em relagdo a

epifita da forragem (Zopollatto et al., 2009).

2.5.1.1 Inoculacdo com bactérias homofermentativas

As bactérias do acido latico t€ém sido extensivamente avaliadas como
inoculantes de silagens, com o intuito de aumentar o numero e a competitividade
desses microrganismos na massa ensilada, elevando a producdo de acidos

organicos ¢ inibindo o crescimento de microorganismos indesejaveis (Muck,
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2008). As espécies de bactérias homofermentativas caracterizam-se por
proporcionar as silagens taxa de fermentacdo mais rapida, menor protedlise,
maior concentracdo de acido latico, menores teores de acidos acético e butirico,
menor teor de etanol e maiores recuperacdes de nutrientes ¢ MS (Kung Junior et
al., 2003). O uso de BAL homofermentativas ¢ recomendado, principalmente,
para forrageiras com alto poder tampao, como a alfafa e com baixa concentragdo
de MS.

Além de perdas de MS e maior producao de etanol, Pedroso et al. (2008)
observaram que silagens de cana-de-agucar, tratadas com L. plantarum,
apresentaram altas perdas de carboidratos soluveis (66%) e menor pH. Os autores
sugerem uma alta conversdo de acglicares em acido latico. No mesmo trabalho,
esse aditivo ndo foi capaz de reduzir a populagdo de leveduras e proporcionou
silagens com alto teor de FDN e menor DIVMS (P<0,05) quando comparadas
com a silagem controle. O unico efeito positivo desse aditivo foi uma reducio na

produgdo de efluente.

2.5.1.2 Inoculacao com bactérias heterofermentativas

A inabilidade de BAL homofermentativas, em promover a estabilidade
aerébia de silagens, despertou o interesse da pesquisa pelo uso de bactérias
heterolaticas, capazes de produzir acidos com efeito antifiingico e, a0 mesmo
tempo, estaveis em meio aerobio. Bactérias heterofermentativas, sob baixo pH,
utilizam acido latico e glicose, para a produg@o dos acido acético e propidnico,
que possuem caracteristicas de efeito antifingico; no entanto, esse tipo de
fermentacdo leva a um aumento nas perdas de MS (Kung Junior et al., 2003).
Além das perdas de MS, o uso de BAL heterofermentativas tem sido associado a
uma maior protedlise, provocando um aumento dos niveis de NH3-N das silagens
(Schmidt et al., 2009). Esse fato foi verificado em silagem de cana-de-agtcar

(Valeriano et al., 2009), silagem de alfafa (Kung Junior et al., 2003; Schmidt et
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al., 2009), silagem de gramineas perenes (Driehuis et al., 2001) e silagens de
milho e sorgo (Filya, 2003).

A espécie L. buchneri tornou-se uma opg¢io como aditivo, pois, além de
produzir acido acético, que ¢ comprovadamente um antifingico (Danner, 2002),
nao produz (ou produz em menor concentragdo) etanol, em funcdo da auséncia da
enzima acetaldeido desidrogenase. A falta desta enzima constitui um fato
extremamente favoravel, visto que a maioria das bactérias heterolaticas produz
alcool quando fermenta glicose e frutose até gliceraldeido-3-fosfato (Madingan et
al., 1997).

A espécie L. buchneri reduz o acido latico e forma acido acético e 1,2-
propanodiol. E importante ressaltar que a redugéo do acido latico representa uma
diminuic¢do do substrato, potencialmente fermentescivel, por algumas espécies de
leveduras. O 1,2-propanodiol pode ser metabolizado pela bactéria L. diolivorans
(Krooneman et al., 2002), resultando na producdo de acido propidnico e 1-
propanol que, também, tém efeito antifingico nas silagens.

Em uma meta-analise sobre os efeitos da inoculagdo de L. buchneri,
Kleinschmit & Kung Junior (2006) concluiram que as respostas sdo especificas
em relacdo a planta utilizada. Mas, em consenso, informaram que ocorrem
reducdes na concentragdo de acido latico e no niimero de leveduras e aumentos na
concentragdo de acido acético, na estabilidade aerobia e nos valores de pH.
Embora as perdas de MS, decorrentes da inoculacdo, tenham sido significativas,
foram numericamente pequenas nessa meta-analise.

Schmidt et al. (2009) registraram altos niveis de acido acético e 1,2-
propanodiol em silagem de alfafa inoculada com L. buchneri. Através de PCR
quantitativa, os autores observaram que o desenvolvimento dessa espécie de BAL
na silagem ¢ lento. Esse fato explica, em parte, porque seus efeitos na

fermentacao sdo observados tardiamente (ap6s 45 dias) no processo de ensilagem.
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Estudos recentes tém mostrado que a adi¢cdo de inoculantes, contendo
cepas da bactéria heterofermentativa L. buchneri, pode inibir o crescimento de
leveduras e melhorar a estabilidade aerobia das silagens de cana-de-agticar em
decorréncia do aumento na concentragdo do acido acético. Para avaliar os efeitos
da inoculagdo de L. buchneri a silagem de cana-de-agucar, Avila et al. (2009)
utilizaram uma cepa comercial € uma cepa isolada da propria silagem de cana-de-
acucar. Os resultados mostraram silagens com maior concentracdo de
carboidratos soltiveis residuais e de acido latico e menor de etanol. A cepa isolada
da propria silagem apresentou, ainda, uma produ¢do de elevada concentracio de
acido propidnico (1,44%MS), quando comparada com o tratamento controle
(0,47%MS) ou com o inoculante comercial (0%).

Observa-se, portanto, que o uso de inoculantes bacterianos na ensilagem
de cana-de-agucar tem promovido resultados varidveis, sugerindo, com isso, que
a recomendacdo de inoculantes deva ser feita com cautela. Espécies de bactérias,
utilizadas com sucesso em milho e sorgo, ndo apresentam os mesmos resultados
quando empregadas em cana. Essa especificidade, muitas vezes, deixa de ser
apenas ao nivel de espécie e passa a ser controlada por adaptagdes metabdlicas ao
nivel de cepa utilizada (Avila et al., 2009). Um exemplo ¢ a espécie L. plantarum
que tem apresentado resultados controversos quando utilizada na fermentacao da
silagem de cana-de-aglicar. A inoculacdo com essa espécie de BAL homolatica
em silagem de cana ocasionou elevacdo nas perdas de MS e na produgdo de
etanol (Freitas et al., 2006; Pedroso et al., 2007; Pedroso et al., 2008).

Avaliando a aplicagdo de BAL homo e heterofermentativas em silagens
de cana-de-agucar, Avila et al. (2010) observaram redugio (P<0,05) na populagio
de leveduras nas silagens tratadas com L. paracasei (cepa UFLA-67-SIL) e L.
plantarum (inoculante Biomax 5™). No mesmo trabalho foi observada redugéo no
teor de etanol nas silagens tratadas com L. paracasei (cepa UFLA-67-SIL) e L.

plantarum (inoculante Biomax 5) e L. plantarum (cepa UFLA-1-SIL).
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2.5.1.3 Efeitos do uso de inoculantes microbianos no desempenho animal

Em um sumario de resultados sobre o uso de inoculantes, Kung Junior &
Muck (1997) relataram respostas positivas para inoculagdo microbiana de
silagens no consumo, ganho de peso e producao de leite. No entanto, as causas da
melhoria no desempenho animal, ainda, ndo sfo completamente claras. A
melhoria na digestibilidade da MS, provavelmente, é uma das explica¢des para o
aumento do desempenho animal (Kung Junior et al., 2003). Outra possibilidade
seria um efeito probiodtico das BAL do inoculante. Essas bactérias poderiam atuar
inibindo o crescimento de microrganismos prejudiciais na silagem e no ramen ou
produzir substincias benéficas que favoreceriam populagdes microbianas
especificas no ramen, que poderiam levar a um aumento no desempenho dos
animais (Weinberg & Muck, 1996).

Estudos comprovaram a passagem de BAL da silagem para o rimen e sua
sobrevivéncia no ambiente ruminal (Weinberg et al., 2004), porém, ndo avaliam
as interagdes desses microrganismos com 0Ss microrganismos ruminais € nao
explicam como BAL, usadas como inoculantes de silagem, promovem efeito
probiodtico em ruminantes. Alguns inoculantes, contendo BAL, tém potencial para
aumentar a digestibilidade da MS e da FDN, quando utilizados na silagem ou
adicionados diretamente no ramen (Weinberg et al., 2007). Os mesmos autores,
também, observaram que esses inoculantes podem minimizar o efeito inibitdrio
do amido na digestibilidade da porcdo fibrosa; tal fato é explicado por uma
possivel competicdo com microrganismos ruminais produtores de lactato.

A utilizagdo de silagem de milho aditivada com inoculantes microbianos,
contendo espécies homo e heterofermentativas (L. plantarum, L. brevis, L.
buchneri, L. rhamnosus e Pediococcus pentosaceus), exibiu aumentos das
digestibilidades da FDN e da MS em dietas consumidas por ovinos (Aksu et al.,

2004). Avaliando o consumo e a digestibilidade de ragdes, contendo 65% de
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silagens de cana-de-agticar aditivadas com inoculantes quimicos ou microbianos
na alimentacdo de bovinos, Schmidt et al. (2007) verificaram que os aditivos
utilizados (ureia, L. plantarum, benzoato de soédio e L. buchneri) ndo foram
efetivos em melhorar o consumo ¢ a digestibilidade da MS de silagens de cana-

de-agucar em relagdo a silagem sem aditivo.

2.6 Oxido de Calcio

O hidroéxido de sodio (NaOH), o hidréxido de célcio [Ca(OH),], a amdnia
anidra (NHj3) e, mais recentemente, o 6xido de calcio (CaO) sdo utilizados para
melhorar os coeficientes de digestibilidade de forrageiras, palhas e residuos
agricolas (Andrade et al., 2001; Balieiro Neto et al., 2007; Santos et al., 2008;
Amaral et al., 2009). A justificativa para a utilizacdo de bases estd no fato de a
lignina de gramineas ser susceptivel a hidrélise provocada por alcalis em ligagdes
covalentes do tipo éster entre a lignina e a parede celular (Soest, 1994).

Esses agentes atuam solubilizando parcialmente a hemicelulose. Além
disso, promovem o fendmeno conhecido como “entumescimento alcalino da
celulose”, que consiste na expansdo das suas moléculas, causando a ruptura das
ligacdes das pontes de hidrogénio, as quais, segundo Jackson (1977), conferem a
cristalinidade da celulose, aumentando a digestao desta e da hemicelulose. De
acordo com Klopfenstein (1980), o teor de lignina, normalmente, nao ¢ alterado
pelo tratamento quimico, mas a sua agdo resulta em aumento da taxa de digestdo
da fibra.

A queda no teor de FDN em silagens, induzida pelo tratamento com
oxido de calcio, pode ser interessante nutricionalmente. O teor de fibra, um
nutriente de baixa digestibilidade na cana (Andrade & Pereira, 1999; Corréa et
al., 2003) é o maior determinante quimico da digestibilidade nesse alimento

(Teixeira, 2004).
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Balieiro Neto et al. (2007), avaliando doses crescentes de hidroxido de
calcio [0,5; 1,0 e 2,0% em base da matéria verde (MV)] obtiveram coeficientes de
digestibilidade de 62,11% para o tratamento controle e 65,6; 70,7 e 79,2% para os
tratamentos com 0,5; 1,0 e 2,0% de cal, respectivamente. Santos et al. (2009)
obtiveram 48,7; 70,4 e 74,2 % de coeficientes de digestibilidade para os
tratamentos controle, 1,0 e 1,5% de 6xido de calcio, com base na massa verde.

A cal virgem ou o6xido de calcio € originaria do processo de calcinacdo de
rochas compostas por carbonatos de calcio (CaCO;) e de magnésio (MgCOs). A
cal microprocessada tem sido utilizada na tentativa de controlar a fermentacao
alcoolica em silagens de cana-de-agiicar. A adi¢do desse produto, durante o
processo de ensilagem, provoca elevagdo do pH e aumento na pressao osmotica,
alterando a populacdo de microrganismos e, portanto, modificando o perfil
fermentativo dessas silagens (Nussio et al., 2008).

Santos (2008), ao trabalhar com duas doses de cal virgem (1,0 e 1,5% na
MYV), em silagem de cana-de-agtcar, observou redugdo significativa na producio
de etanol e, consequentemente, maiores recuperacdes de MS e de carboidratos
soluveis. Silagens tratadas com cal virgem e calcario (1% na MV) apresentaram
menores perdas gasosas, maior teor de carboidratos soluveis residuais, reduzida
fermentacdo alcodlica (4,3; 1,2 e 1,2 % na MS de etanol para os tratamentos
controle, cal virgem e calcario, respectivamente) e menor concentracdo de
componentes fibrosos. A adi¢do de cal virgem proporcionou silagens com alto
teor de acido butirico (3,1 %MS) (Amaral et al., 2009). Os trabalhos revisados,
também, evidenciam um aumento no pH final da silagem; esse aumento ¢
crescente conforme se aumenta a dose de alcali (Pedroso et al., 2007; Santos et
al., 2008; Santos et al., 2009).

Santos et al. (2009), avaliando as adi¢cdes de 6xido, carbonato ou sulfato
de calcio em silagens de cana, observaram que silagens com menor pH

apresentaram menores concentragdes de acido latico. Os autores associam essa
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correlagdo positiva (r=0,52) ao poder tampdo. O tamponamento dos acidos
produzidos pela fermentacdo serve de estimulo para a maior intensidade de
conversdao dos acucares soluveis em acido latico, aumentando a concentragdo
desse produto final. Outros autores relataram essa propriedade dos aditivos
alcalinos. Klosterman et al. (1960) ressaltaram que o carbonato de calcio é um
aditivo eficiente em aumentar o teor de acidos organicos em silagens. No entanto,
avaliando a adigdo de hidroxido de calcio, Miranda et al. (2007) obtiveram
correlagdo positiva (P<0,01) entre o uso de aditivo quimico e o dia de abertura
dos silos. Os autores associaram silagens com alto pH a 56% de silagens com
sintomas de fermentagdo clostridica. A associagdo entre cal e outros aditivos
capazes de induzir queda mais acentuada no pH inicial da silagem de cana pode
ser interessante como estratégia para reduzir o teor de fibra no alimento sem o

risco de fermentacao indesejavel.

2.7 Acido Propidnico

Acidos organicos sdo aditivos classificados como inibidores de
fermentacdo. S@o utilizados tanto como antimicrobianos quanto como
acidificadores. Com isso podem modificar a fermentacdo da silagem (Kung
Junior et al., 2003). Esses acidos, na sua forma ndo dissociada, t€ém a capacidade
de se difundir pela membrana plasmatica, diminuindo o pH do citoplasma e
afetando negativamente a glicolise e o sistema de transporte ativo das células, em
um processo dependente do pH e da concentragdo de aglicares no meio
(McDonald et al., 1991; Lambert & Stratford, 1999).

O éacido propidnico, utilizado como inibidor do crescimento de leveduras
e mofos, aumenta a estabilidade aerobia das silagens. Esse acido ¢ considerado
um fungicida ou um fungistatico (Kung Junior et al., 2003). Em estudos
realizados por Moon (1983), foi verificado que os acidos acético e propionico sdo

melhores inibidores do crescimento das leveduras que o acido latico e que as
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misturas de dacidos latico, propidnico ou acético desempenham um efeito
inibitdrio sinergistico.

A utilizagdo de acidos organicos em silagem de cana-de-aglcar teria o
intuito de acelerar a queda no valor de pH e reduzir, principalmente, a populacio
epifitica de leveduras evitando seu crescimento, sendo esse grupo de
microrganismo o principal responsavel pelas perdas de MS durante o processo
fermentativo dessa forrageira. Carvalho et al. (2009) avaliaram os efeitos de
doses crescentes de acido acético e propionico no controle do crescimento de
leveduras isoladas de silagem de cana-de-agucar, utilizando como substrato o
caldo de cana. Esses autores observaram maior efeito deletério do acido
propionico sobre a viabilidade celular. Apesar de ndo haver relatos do efeito
desses acidos na ensilagem da cana-de-aglicar, seu uso mostrou-se eficiente no
controle do desenvolvimento de fungos e na melhoria da estabilidade aerdbica de
silagens de azevém e milho (Ohyama et al., 1975; Britt et al., 1975; Selwet,
2008).

A taxa de dissociagio (COOH — COO-) do acido propidnico ¢
dependente do pH (Lambert & Stratford, 1999). A um valor de pH de 6,5, apenas
1% desse acido estd na sua forma nao dissociada, enquanto a um pH de 4,8,
aproximadamente, 50% desse 4cido estd na forma ndo dissociada e ¢ altamente
antifungico. A atuagdo do acido propidnico é na superficie dos microrganismos
competindo com aminoacidos por sitios ativos de enzimas ou por alterar a
permeabilidade celular (Kung Junior et al., 2003). O efeito da aplicacdo de acido
propionico em cada nivel de pH foi demonstrado por Woolford (1975) (Tabela 1).

De acordo com Mills & Kung Junior (2002), uma mistura de agentes
antifungicos, composta, principalmente, por acido propionico tamponado,
adicionado a uma taxa de 1g/kg de forragem fresca, foi incapaz de prevenir a
produgdo de 4cido butirico em cevada (Hordeum vulgare L.) que foi exposta ao

ar por 24 h antes da ensilagem; isso talvez decorresse da baixa taxa de aplicacao.
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No entanto, preveniu decréscimo na digestibilidade aparente in vitro da MS

associada com a exposi¢do ao ar.

TABELA 1 Inibi¢do de microrganismos pelo acido propidnico.

Concentracéo do acido

pH L . Classe de Microrganismo
necessaria para |n|b|gao

6 ~ 250 mmol L BAL, clostrideos, mofos e
leveduras

5 > 250 mmol L™ BAL

5 <8 mmol L! Clostrideos

5 125 mmol L' Leveduras

4 <70 mmol L-! BAL, mofos, leveduras e
clostrideos

A taxa otima de aplicag¢do do aditivo varia dependendo da concentragio
de umidade, tempo de armazenamento, uso desejado e formulagdo com outros
preservativos (Kung Junior et al., 2003). Altos niveis de acido propidnico t€m
sido, prosperamente, usados para aumentar a estabilidade aerdbia de silagens de
milho de grios imidos (Sebastian et al., 1996; Racker et al., 1992; Voelker et al.,
1989). O acido propidnico ¢ utilizado, principalmente, para melhorar a
fermentacdo de gramineas e reduzir a formagdo de N-NH; em silagem de alfafa
(Broderick et al., 1991).

Especificamente na América do Norte, o uso de acido propidnico nado
tamponado em altos niveis (10g/kg) é quase inexistente. No entanto, existem
muitos produtos a base de acido propidnico tamponado, que sugerem taxas de
aplicagdo que sdo relativamente menores (0,5 a 2,0 g/kg peso fresco). Esse acido
tamponado &, frequentemente, combinado com outros agentes antimicoéticos (ex.:

sorbato, benzoato, acidos citrico e acético) (Kung Junior et al., 2003).
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Goering & Gordon (1973) mostraram que 1,5 a 6,0 g/L de acido
propionico podem prevenir o crescimento de leveduras em culturas puras. A
maioria dos fungos filamentosos comuns pode ter seu crescimento restringido por
esse acido aplicado a uma taxa de 2,5 g/kg de forragem.

Segundo Kung Junior et al. (2003), sdo limitadas as informacgdes
disponiveis sobre os efeitos da silagem tratada com dacido propidnico no
desempenho animal. Huber & Soejono (1977) verificaram aumento na ingestao
de MS por vacas alimentadas com silagens de grdos imidos de milho tratadas
com acido propidnico.

Kung Junior et al. (2004) observaram redugao significativa no nimero de
leveduras (log ufc/g) em silagens de graos timidos de milho, tratadas com 0,1%
(MV) de acido propidnico tamponado (ingredientes ativos contendo propionatos
de s6dio e de amonio e acidos acético, benzoico e sérbico). Houve melhoria na
estabilidade aerobia das silagens de grdos umidos de milho no tratamento com
0,2% do mesmo aditivo. No mesmo experimento esses autores observaram que o
uso de aditivos, contendo BAL (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
acidophilus, e Lactobacillus bulgaricus), exclusivamente ou combinado com
outro aditivo comercial a base de acido propidnico tamponado, preveniu a
producdo de acido butirico.

O uso de acidos propionico ou férmico reduziu o numero de leveduras e
mofos em relacdo ao controle (P<0,05) em silagem de milho. O efeito desses

acidos aplicados conjuntamente foi mais pronunciado (Selwet, 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

Como muitas analises da forragem, na pré-ensilagem, teriam de ser
efetuadas no mesmo dia do enchimento dos silos, houve a necessidade de
blocagem por dia de ensilagem, sendo formados 4 blocos (1 por dia). Com isso, 0
experimento foi conduzido, obedecendo a um delineamento de blocos ao acaso
(DBC), com quatro repeticdes, sendo os blocos, os dias de confec¢do das
silagens. Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial do tipo 2 x 2 x 2 x
2 (com cal/sem cal, com acido/sem &cido, com a cepa bacteriana/sem a cepa
bacteriana, avaliagdo com 60 ou com 170 dias), totalizando dezesseis
combinagdes. Para cada uma das oito possiveis combinagdes dos trés fatores
avaliados (cal, 4cido propidnico e inoculante microbiano), duas amostras foram
ensiladas em cada bloco para abertura, ap6és 60 e 170 dias de ensilagem,

formando 64 parcelas experimentais.

Utilizou-se a variedade de cana-de-agucar CB 47355, colhida em
setembro de 2008 com, aproximadamente, 12 meses de crescimento. A colheita
dos colmos foi manual e o processamento realizado em picadeira estacionaria. A
cana-de-agucar utilizada foi colhida e processada no mesmo dia. A forragem
picada foi levada para um galpdo em que foram aplicados os aditivos e
confeccionadas as silagens. Como silos experimentais, foram utilizados 64 baldes
plésticos com volume de 15 L cada. A forragem foi compactada, sendo feita uma
padronizagdo da densidade da silagem nos silos experimentais para 700 kg de
forragem por m’. Para isso, foi marcado em cada balde, um volume de 14,3 L e
10 kg da forragem foi compactada até essa marca.

Os aditivos avaliados foram: cal virgem micronizada (6xido de calcio),
acido propionico PS (VETEC Quimica Fina LTDA, Duque de Caxias, RJ),

ambos na dosagem de 1%, com base na massa de forragem verde (FV), uma cepa
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ndo comercial de Lactobacillus buchneri, (UFLA SIL 72), anteriormente, isolada

de silagem de cana-de-agticar (Avila et al., 2009) e suas combinagdes.

A cepa bacteriana estava armazenada em criotubos a -80°C. Para sua
utilizagdo, a mesma foi reativada conforme Avila et al. (2009). Apds o periodo
total de reativacdo, foi feita a contagem do niimero total de células vidveis no
caldo, por meio de plaqueamento (em duplicata) em meio MRS (Difco), obtendo-
se um resultado médio de 1,15 x 10® ufe/mL, no primeiro dia, 1,9 x 10® ufe/mL,
no segundo dia, 1,7 x 10® ufc/mL, no terceiro e quarto dias de incubagdo. Para
cada silo, foram retirados 10 mL do caldo, misturados com 200 mL de 4gua,
borrifados e homogeneizados sobre a forragem no momento da ensilagem,
resultando em uma dosagem média do inéculo de 1,6 x 10° ufc/kg de forragem
(8,2 log ufc/kg forragem).

Nos tratamentos, contendo apenas dacido propidnico, o mesmo foi
aplicado a forragem, diluido em 4gua para atingir a concentragdo de 1% com base
na massa verde, resultando no uso de 100 mL de acido propionico e 100 mL de
adgua. Nos tratamentos em que foram utilizados, simultaneamente, acido
propidnico e inoculante experimental, cada aditivo foi diluido, separadamente,
em 100 mL de agua. A cal micronizada foi aplicada em forma de po e
homogeneizada manualmente e foram aplicados 100 g em cada mini-silo. Para
prevenir a contaminag@o entre os tratamentos, foram utilizados uma lona plastica
e um pulverizador para cada tratamento. Os silos foram cobertos por uma lona
pléstica que recebeu uma camada de areia sobre si mesma, esta foi vedada com
fita adesiva de forma que fosse impedida qualquer troca gasosa com o ambiente.
Apds a vedacdo, os silos foram mantidos em temperatura ambiente ¢ sob a

protegdo da luz solar e chuvas.

Os 64 baldes de silagens experimentais foram abertos em dois periodos,
sendo 32 baldes abertos com 60 dias de fermentag@o e o restante ap6s 170 dias.

Foram retiradas amostras da forragem fresca, logo ap6s a mistura dos aditivos e
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antes da ensilagem (tempo 0) e ap6s 60 e 170 dias de fermentagao e coletadas trés
amostras de cada tratamento em cada periodo de amostragem.

Antes da retirada das amostras das silagens (60 e 170 dias), todo o
conteudo do mini-silo foi homogeneizado sobre lona plastica e nenhuma parte da
silagem foi desprezada. Das trés amostras coletadas, uma foi colocada em saco
pléstico, identificada e congelada a -20°C; outra foi pesada e seca em estufa de
ventilagdo forcada e a terceira amostra foi, imediatamente, utilizada para
mensuracgdo de pH e analises microbiologicas.

As amostras de cana-de-agucar in natura e silagens que seriam utilizadas
para realizacdo de andlises bromatologicas, foram pesadas e pré secas em estufa
de ventilagdo forcada a 55°C por 72 horas (Silva et al., 2002). Decorrido o tempo
de secagem, as amostras foram novamente pesadas e moidas em moinho tipo
Willey com peneira de malha de 1,0 mm. Ap6s o processamento, as amostras
foram acondicionadas em potes plasticos. Nas amostras secas foi feita a
determinagdo dos teores de MS laboratorial, mantendo-se a amostra em estufa a
105°C por 24 horas (Association of Official Agricultural Chemists - AOAC,
1990). A porgdo fibrosa foi analisada quanto ao teor de fibra em detergente
neutro (FDN) com auxilio do aparelho Tecnal®, seguindo metodologia de
Holden (1999). A por¢do mineral foi obtida com a incineracdo das amostras em
mufla, a 550°C por 6 horas (AOAC, 1990).

Para as determinacdes dos teores de etanol, acido latico, acido acético,
acido propidnico e acido butirico foram utilizadas técnicas de cromatografia
liquida de alta precisdo (HPLC). Os extratos aquosos das amostras de silagens
foram obtidos adicionando 270 mL de agua destilada em 30 g da amostra
congelada; em seguida, esse material foi homogeneizado em Lab-Blender
Stomacher® durante 4 minutos e as amostras foram, previamente, filtradas em
gaze. Do volume final obtido para cada amostra, foram retiradas duas porgoes

que foram armazenadas em microtubos do tipo Eppendorff. Uma por¢io foi
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utilizada para leitura de etanol. A outra porcdo, utilizada para mensuragdo de
acidos graxos volateis e lactato, foi acidificada com 10 pL de acido sulfurico na
concentragdo de 50% (v/v) para assegurar um pH final entre 2 e 3 (Canale et al.,
1984). Uma segunda filtragem foi efetuada em membrana de nitrato-celulose
(poro de 0,20 um) antes da injecdo no cromatdgrafo. Os acidos e o etanol foram
identificados e suas concentragdes foram determinadas pela comparagdo com os
tempos de retencdo e quantias definidas de padrdes conhecidos. O aparelho
(Shimadzu modelo LC-10Ai; Shimadzu Corp., Tokyo, Japao) estava equipado
com um sistema duplo de detecgdo, consistindo de um detector ultra violeta (UV)
e um detector de indice de refracdo (RID — 10A SPD-10Ai). Uma coluna de
exclusdao de ions Shimadzu (Shim-pack SCR-101H, 7,9 mm X 30 cm), operada
na temperatura de 50°C, foi usada para obter a separagdo cromatografica. A fase
movel consistia de solugdo de acido perclorico a 100 mM com taxa de fluxo de
0,6 mL/min. Os 4cidos foram detectados via absorbancia de UV (210 nm) e
indice de refracdo, enquanto o etanol foi identificado somente com detector de
indice de refragdo.

Para mensuragdo do pH, 100 mL de 4gua destilada foram adicionados a
15 g da amostra; a solucdo foi mantida em agitagdo com agitador orbital Tecnal —
TE 140 a 120 rpm por 10 minutos, quando se procedeu a leitura do pH por meio

de um potenciometro Beckman Expandomatic SS-2.

Para as analises microbiologicas, o preparo das amostras seguiu 0 mesmo
procedimento para todos os periodos avaliados. Para tanto, 70g da amostra foram
colocadas, assepticamente, em Erlenmeyers com 630 mL de agua peptonada
estéril (1% de peptona e 5% de NaCl, esterilizada a 121°C por 15 min.) e
agitadas durante 20 minutos, em agitador orbital Tecnal — TE 140 a 120 rpm. A
partir desta amostra foram preparadas diluigdes seriadas para se proceder ao

plaqueamento.
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Para posterior contagem de clostridios, as amostras foram congeladas. As
amostras utilizadas para congelamento foram preparadas adicionando-se 30 mL
da amostra da primeira dilui¢io (10"), que foi preparada, como citado
anteriormente, em 10 mL de glicerol a 80% (v/v) (esterilizado a 121°C por 20
min.), obtendo-se uma concentracdo final do glicerol de 20% (v/v). As amostras
foram congeladas a -20°C.

As contagens totais de BAL, leveduras e clostridios foram efetuadas
tomando-se 0,1 mL de cada diluigdo, em duplicata, espalhando com al¢a de
Drigalsky no meio de cultivo.

Para contagem de BAL foi utilizado o meio MRS (Difco), acrescido de
nistatina (4 mL/L). O meio YEPG, acrescido de cloranfenicol (0,1 g/L), foi
utilizado para contagem de leveduras. As placas foram incubadas a 28°C e a
contagem total foi efetuada apds 48 horas de incubagdo. Para a quantificacao de
clostridios, utilizou-se o caldo DRCB (Differential Reinforced Clostridial
Broth)(Himedia) acrescido de agar (16 g/L). As placas foram incubadas por 7

dias a 37°C, em cubas de anaerobiose, empregando saches AnaeroGen™ (Oxoid).

3.1 Delineamento experimental

Os dados foram analisados pelo procedimento PROC GLM do SAS
Institute (1985), de acordo com o seguinte modelo:

Yijklm = pu + Bi + [j + Ck +Al + Dm + ICjk + TAjl + CAkl + IDjm+
ADIm + CDkm + ICDjkm + IADjlm + CADkIm + eijklm, onde:

[ = constante inerente a todas as observagoes;

B; = efeito de bloco (i=1, 2, 3, 4);

I;= efeito do inoculante microbiano (j = com inoculante, sem inoculante);

Ci = efeito da cal (k = com cal, sem cal);

A, = efeito do acido propiodnico (1 = com acido, sem 4cido);

D,, = efeito do dia de abertura (m = 60, 120);
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ICji = interacdo entre inoculante microbiano e cal;

IA; = interacdo entre inoculante microbiano e acido propionico;

CAy = interagdo entre cal e dcido propidnico;

IDj,= interagdo entre inoculante microbiano e dia de abertura;

ADy, = interagdo entre 4acido propidnico e dia de abertura;

CDy, = interacdo entre cal e dia de abertura;

ICDjim = interag@o entre inoculante microbiano, cal e dia de abertura;

IADj, = interagdo entre inoculante microbiano, 4cido propidnico e dia de
abertura;

CADym = interagdo entre cal, &cido propidnico e dia de abertura;

Cjum = erro associado a observagdo. Os erros sdo considerados
independentes e normalmente distribuidos, com média igual a zero e variancia

constante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de MS da cana-de-agucar, antes da ensilagem e antes da aplicagdo dos
tratamentos , foi de 24,9% (média de quatro repeti¢des), ja o teor de FDN e
cinzas foram 52,9 e 5,2 (% da MS), respectivamente. A populacdo de leveduras e
BAL presentes na forragem foi de 4,7 ¢ 5,8 log ufc/g forragem e o valor médio de
pH ficou em torno de 5,8.

As variaveis avaliadas na cana fresca foram analisadas entre si, ndo sendo
comparadas, estatisticamente, com as variaveis mensuradas na silagem (Tabela
2). A aplicagao de alguns aditivos provocou efeitos imediatos sobre as variaveis
avaliadas, na cana, antes da ensilagem. O tratamento com cal reduziu a populacao
epifitica de BAL e leveduras (Tabela 2), provavelmente, em razdo de um grande
aumento no valor de pH nessas silagens. O tratamento com cal aumentou o teor
de cinzas (de 4,9 para 10,9) e, também, o teor MS (de 26,1 para 26,9)
imediatamente a aplicacdo. A aplicagdo de cal resultou em redugdo no teor de
FDN na forragem (P<0,01) (Tabela 2). Amaral et al. (2009), também, observaram
reducdo no teor de FDN na cana tratada com cal virgem (1% MYV) antes da
ensilagem. No entanto, essa reducdo imediata a aplicagdo desse alcali ¢
questionada por causa do periodo de atuagdo do tratamento com cal durante a
secagem em estufa e o armazenamento da amostra.

Foi observada maior contagem de BAL na cana antes da ensilagem no
tratamento com o inoculante (Tabela 2). Como esperado, a cana tratada com
acido propidnico apresentou maior concentragdo desse dcido e menor valor de
pH. Houve aumento no teor de MS ¢ FDN e redugdo na porcentagem de cinzas,
no tratamento com acido propidnico. A maior populagdo de leveduras nesse
tratamento ¢, provavelmente, decorrente da correcdo no valor do pH das silagens

tratadas com cal pela adig¢do de acido propidnico.
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Os teores de MS observados na silagem estdo dentro dos valores
relatados por outros autores. Em uma revisdo das caracteristicas das silagens
produzidas no Brasil, Zopollatto et al. (2009) apontaram variagdo de 19,3 a
34,1% de MS apds o processo fermentativo.

Houve efeito significativo da adi¢do de &acido propidnico (P<0,01) e,
também, do inoculante (P<0,01) sobre o teor de MS das silagens. Ambos os
aditivos causaram redug@o nos teores médios de MS (22,3 para 21,3% para o
acido propidnico e de 22,1 para 21,5% para o inoculante) (Tabela 6). Em geral, a
aplicacdo de cepas bacterianas heterolaticas na silagem provoca reducdo no teor
de MS. Nessa avaliacdo, embora a reducdo tenha sido numericamente pequena,
para silagens com e sem inoculante respectivamente, foi estatisticamente
significativa (P<0,01). Essa maior perda de MS, decorrente da adi¢do da cepa
heterolatica, ¢ associada a perdas decorrentes do seu metabolismo, que utiliza
vias fermentativas menos eficientes (Pahlow et al., 2003). Em uma meta analise,
Kleinschmit & Kung Junior (2006) observaram que a inoculagdo de milho ou
outras gramineas com L. buchneri provocou redugéo na recuperagéo de MS.

Foi observado efeito significativo (P<0,01) entre os fatores cal e dia
sobre os teores de MS das silagens de cana-de-agtlicar. As silagens tratadas com
cal apresentaram maior teor de MS (Tabela 4). Esse aumento provocado pela
adicdo de cal, provavelmente, resultou do acréscimo de MS nao fermentavel. O
aumento do teor de MS em resposta ao emprego de aditivos ricos em minerais foi
observado anteriormente em outros trabalhos (Santos et al., 2008; Amaral et al.,
2009; Santos et al., 2009). Apesar da maior redugdo no teor de MS, entre 60 e
170 dias, ter ocorrido na silagem tratada com cal, durante a ensilagem, o teor de
MS dessas silagens sofreu redugdo de 4,2 pontos percentuais, enquanto as

silagens ndo tratadas com cal sofreram redugdo de 6,6 pontos percentuais.
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TABELA 2 Variaveis quimicas e microbioldgicas da cana-de-agucar antes da ensilagem.

Com Sem Com Sem Com

Varidveis inoculante inoculante P acido  acido P cal Sem cal P EPM’
Leveduras (log 'ufc/g cana) 4,26 4,12 0,19 4,30 4,08 0,04 3,69 4,69 <0,01 0,07
BAL? (log ufc/g cana) 5,65 4,84 <0,01 5,27 522 0,75 4,67 5,82  <0,01 0,09
pH 8,28 8,28 0,98 17,83 8,72 <0,01 11,46 5,09 <0,01 0,03
MS? (%) 26,3 26,7 0,16 274 25,6 <0,01 26,9 26,1 <0,01 0,16
% da MS

FDN* 50,3 49,2 0,28 48,8 50,7 0,06 47,9 51,5 <0,01 0,68
Cinzas 8,0 7,9 0,47 7,6 82 <0,01 109 4,9 <0,01 0,08
Ac. Latico 0,13 0,05 0,09 0,03 0,15 0,01 0,16 0,02 0,01 0,03
Ac. Acético 0,93 0,99 0,40 0,93 1,00 0,37 1,25 0,67 <0,01 0,05
Ac. Propio6nico 1,23 1,49 0,21 1,98 0,74 <0,01 1,36 1,37 0,96 0,14
Ac. Butirico 0,15 0,20 0,21 0,17 0,19 0,62 0,17 0,19 0,55 0,03
Etanol ND° ND - ND ND - ND ND - -

"ufc - Unidades formadoras de colonia, > BAL — Bactérias do 4cido latico, > MS — Matéria Seca, “FDN — Fibra em detergente neutro, SEPM —
Erro padrio das médias, ®*ND - Nio detectado



A reducdo nos teores de MS, durante a fermentacdo de silagens, ¢
consensual na literatura (Pedroso et al., 2005; Miranda et al., 2007; Avila et
al., 2008) e ¢ decorrente da atividade metabolica de microrganismos durante
o processo fermentativo. Essa redugdo no teor de MS ¢ indesejavel e indica
reducdo na disponibilidade de nutrientes disponiveis para o animal.

Como esperado, o teor de FDN aumentou (P<0,01) durante a
ensilagem (Tabela 4). O consumo de CNF pela respiragdo celular, na
primeira fase do processo de ensilagem, ¢ por microrganismos, durante a
fase de fermentagdo, faz com que ocorra concentragdo dos componentes
fibrosos em relacao a MS total, levando a esse aumento numérico no teor de
fibras presentes nas silagens.

Houve efeito significativo entre o aditivo acido propidnico com o
aditivo inoculante (P=0,05) e com o aditivo cal virgem (P<0,01) (Tabela 3).
A adicdo de cal nas silagens de cana-de-agucar promoveu grande redugdo
(P<0,01) no seu teor de FDN com e sem a adi¢do de acido propidnico.
Entretanto, a adi¢do de acido propionico causou aumento no teor de FDN
das silagens com e sem cal e esse aumento foi maior na silagem sem cal
(Tabela 4). A reducao dos teores de fibra da silagem de cana ¢é interessante
do ponto de vista nutricional, visto que a fibra presente na cana-de-aglicar
tem baixa digestibilidade (Andrade & Pereira, 1999; Corréa et al., 2003),
portanto, o teor de FDN da silagem de cana-de-agicar é o maior
determinante da sua digestibilidade (Teixeira, 2004). O decréscimo no teor
de FDN ¢ um dos pontos favoraveis a utilizagdo de 6xido de calcio como
aditivo em silagens e ocorre em fung¢do da hidrolise alcalina dos
componentes da parede celular vegetal.

A redugdo no teor de fibra, promovida pela aplicagdo de aditivos
alcalinizantes, ja foi demonstrada na literatura. Balieiro Neto et al. (2007)
observaram redugdo no teor de FDN de silagens tratadas com 0,5; 1,0 e 2,0
(% na MV) de 6xido de célcio. Os autores observaram que a diferenca entre
os teores de FDN, antes e apods a ensilagem, na silagem com 2% de aditivo,

foram de praticamente metade dos ocorridos nas outras silagens. A elevacao

40



nos teores de FDN, apos o periodo fermentativo (Tabela 4), provavelmente,
esta relacionada ao consumo de carboidratos soltiveis. Santos et al. (2008)
observaram menor teor de FDN e maior valor de DIVMS em silagens de
cana-de-agucar, tratadas com 6xido de calcio, os teores de FDN foram iguais
a 67,10; 52,56 e 54,83% e DIVMS de 48,74; 70,45 e 74,21% para os
tratamentos controle, 1 e 1,5% de cal virgem, respectivamente. A
solubiliza¢do de alguns carboidratos fibrosos, ocasionada pelo tratamento
com oxido de calcio, pode atuar no teor de FDN mensurado. Os carboidratos
mensurados, logo, deixam de ser contabilizados na fragdo fibrosa (FDN) e
passam e fazer parte dos carboidratos nao fibrosos.

As adigcdes de acido propidnico e de inoculante microbiano
aumentaram os teores de FDN das silagens quando comparados com o
tratamento controle (Tabela 6). Isso ocorreu tanto nas silagens com e sem
inoculante, com maior efeito na silagem sem inoculante. A alteragdo nos
teores de FDN, causada pelo tratamento com &acido e com inoculante,
possivelmente, resultou da concentragdo dos componentes fibrosos, ou seja,
decorrente do maior metabolismo fermentativo, resultando em maior
consumo de componentes organicos.

A adicdo de cal virgem aumentou os teores de minerais das silagens
de cana-de-acucar (Tabela 4). Esse acréscimo ocorreu, imediatamente, apds
o tratamento da forragem com o aditivo e as silagens ndo tratadas
apresentaram seus valores de matéria mineral dentro da amplitude relatada
na literatura (Tabela 2). Esse aumento era esperado, em fungédo dos teores de
minerais presentes na cal e foi observado, em outros trabalhos, em que foram
utilizados aditivos ricos em minerais (Amaral et al., 2009; Santos et al.,
2009).

A adicdo de acido propidnico, também, aumentou (P<0,01) o teor
médio de cinzas das silagens de 9,13 para 8,77 (Tabela 4). A variacdo na
fracdo mineral da silagem ¢ indicativa de variacdo na fragdo organica. A
concentracdo da fracdo mineral ¢ sugestiva de maior consumo de matéria

orgénica, durante o processo fermentativo e ndo era esperada no tratamento
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TABELA 3 Valores de P para os tratamentos estudados.

Interacdes’
1 C A Dia  I*C I*A C*A I*Dia A*Dia C*Dia I*(.:* I*A* C*A*
Dia Dia Dia

%MS? <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,57 0,34 0,7 0,48 0,96 <0,01 0,07 0,5 0,26
%FDN? 0,27 <0,01 <0,01 <0,01 0,89 0,05 <0,01 0,73 0,37 0,1 0,68 0,24 0,18
%Cinzas 0,25 <0,01 <0,01 0,66 0,88 0,46 0,73 0,46 0,06 0,03 0,39 0,87 0,79
Leveduras 0,09 <0,01 <0,01 <0,01 0,22 038 <0,01 0,26 0,89 0,34 0,29 0,91 <0,01
BAL* <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,08 006 <001 0,01 <001 <001 0,13 0,04 <0,01
Clostridium spp. <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
pH 0,44 <0,01 <0,01 0,74 0,06 0,21 0,80 0,71 0,42 0,01 0,31 0,84 0,33
Ac. Latico 0,87 <0,01 0,51 0,05 0,77 0,02 0,17 0,20 0,96 0,37 0,19 0,22 0,22
Ac. Acético <0,01 0,11 0,11 <0,01 0,47 0,08 1,00 0,14 <0,01 <0,01 0722 0,32 0,44
Ac. Propidnico 0,07 0,01 <0,01 021 0,05 0,24 0,71 0,87 0,4 0,34 0,48 0,54 0,67
Ac. Butirico 0,31 <0,01 0,01 031 0,07 0,78 <0,01 0,03 0,25 0,15 0,02 0,32 0,03
Etanol 0,03 <0,01 <0,01 0,06 0,03 0,1 <0,01 0,64 0,76 0,08 0,52 0,75 0,69

! Interagoes: I - inoculante microbiano; C - cal virgem; A - 4cido propidnico; Dia - dia de abertura dos silos; 2MS - Matéria Seca;
*FDN - Fibra em Detergente Neutro; *‘BAL - Bactérias do Acido Latico.
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TABELA 4 Composi¢do quimica e microbiologica de silagem de cana-de-agucar tratada com cal, propionato ou
inoculante microbiano, em dois tempos de ensilagem.

Com Cal Sem Cal Com Cal Sem Cal
Variavel TE'(dias) Média CA?  SA’ CA SA *CI >SI CI SI  °EPM
%MS’ 60 22,4 24,2 25,4 19,6 20,5 24,3 25,3 20,0 20,1
170 21,1 223 23,0 18,9 20,1 22,4 23,0 19,0 20,0
Média 23,3 24,2 19,3 20,3 23,4 24,2 19,5 20,1 0,27
%FDN?® 60 56,8 49,8 51,2 66,7 59,3 51,6 49,5 63,5 62,5
170 61,1 54,8 51,4 72,3 65,9 53,3 52,8 69,6 68,5
Média 52,3 51,3 69,5 62,6 52,5 51,2 66,6 65,5 1,50
%Cinzas 60 9,0 12,0 11,5 6,4 5,9 11,8 11,7 6,3 6,1
170 8,9 12,0 11,8 6,1 5,8 11,9 11,8 6,0 6,0
Média 12,0 11,7 6,3 5,9 11,9 11,8 6,2 6,05 0,11
Leveduras (log ufcg/g 60 5,40 5,97* 6,6* 3,45*%  5,59% 6,25 6,32 445 4,59
silagem) 170 4,78 5,75%  522*% 237* 576* 5,44 5,54 3,60 4,54
Média 5,86 5,91 2,91 5,68 5,85 5,93 4,03 4,57 0,26
BAL'" (log ufc/g 60 8,57 8,71* 8,71* 8,22* 8,65*% 8,71 8,71 8,41 8,46
silagem) 170 7,85 839*  8,39* 6,32*%  8,30* 8,29 8,49 6,90 7,72
Média 8,55 8,55 7,27 8,48 8,50 8,60 7,66 8,09 0,13
Clostridium (log ufc/g 60 8,31 8,54*  8,56* 7,68% 8,44* 852* 858* 8,09* 8,03*
silagem) 170 7,75 841* 839* 585* 8,36* 831* 849* 643* 7,79*
Média 8,48 8,48 6,77 8,40 8,42 8,54 7,26 7,91 0,11

ITF - tempo de ensilagem; 2CA — com 4cido, 3SA — sem 4cido, *CI — com inoculante, >SI — sem inoculante; ‘EPM — erro padrdo das
médias; "MS — Matéria seca; SFDN — Fibra em detergente neutro; %ufc — unidade formadora de colonia; '"BAL — bactérias do acido
latico.

*P < 0,01 — para interagdo entre trés fatores.



com acido propidnico visto que esse tratamento apresentou a menor populagio
microbiana (Tabela 4).

A ocorréncia de microrganismos em silagens ¢ influenciada por diversos
fatores, tais como tipo de forrageira, época de corte e até mesmo dos tratos
culturais aplicados na lavoura (Bolsen, 1995). Durante a confec¢ao da silagem, a
altura de corte da planta e os cuidados para evitar contaminagdo com solo,
também, podem influenciar a populacdo microbiana inicial presente na forragem
que ira se desenvolver ao longo da fermentacdo. A vedagdo eficiente do silo,
também, influencia a fermentacdo e a massa de forragem deve ser mantida em
anaerobiose até sua utilizagdo. A mudanga da condigdo anaerdbia leva a uma
alteracdo indesejavel dos microrganismos presentes na silagem.

A populagdo inicial de leveduras presentes na cana-de-agucar antes da
ensilagem situou-se entre 3,2 ¢ 4,9 log ufc/g de forragem (Tabela 2), elevando-
se até 60 dias (Tabela 4). O numero de trabalhos em que foi avaliada a
populacdo microbiana de silagens de cana-de-agucar ainda € pequeno. Pedroso
et al. (2005) observaram que a populagdo epifitica de leveduras na cana-de-
aglicar estava abaixo do detectavel, ja Avila et al. (2009) observaram populagio
de 5,8 log ufc/g forragem. Algumas diferencas observadas, na quantificacdo de
microrganismos, em diferentes trabalhos, também, podem ser resultantes do tipo
de meio utilizado para o cultivo do microrganismo.

Bravo-Martins et al. (2006) observaram que a populacdo de leveduras
em silagens de diferentes variedades de cana-de-actcar, apos 30 dias de
fermentacdo, oscilou de 6,43 a 6,66 log ufc/g de silagem. Varia¢des de 4,0 a 7,7
log ufc/g de silagem foram relatadas em oito trabalhos revisados por Zopollatto
et al. (2009). De acordo com esses autores, as populacdes de leveduras
observadas nas silagens avaliadas neste trabalho estdo dentro do esperado.

Houve interacdo tripla significativa (P<0,01) entre os aditivos cal

virgem, acido propidnico e periodo de ensilagem sobre a populacdo de leveduras
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na silagem (Tabela 3). O tratamento com acido propidnico foi o que mais inibiu
o crescimento de leveduras, durante a fermentacdo da cana-de-agtcar, nos dois
tempos de abertura dos silos. A aplicagao de 4cido propidnico nas silagens com
cal foi capaz de reduzir a populagdo de leveduras de 5,91 para 5,86 log ufc/g
silagem (Tabela 4). Nao ha estudos publicados avaliando a adi¢do de acidos em
silagem de cana-de-agucar, entretanto, ¢ consensual na literatura que &cidos
organicos fracos atuam sobre a viabilidade celular de microrganismos (Kung
Junior et al., 2003; Selwet, 2008). O uso de acido propidnico em silagem de
milho foi capaz de reduzir (P<0,05) o nimero de leveduras em uma avaliagdo
conduzida por Selwet (2008). O numero de células viaveis de leveduras,
observada por esse autor, foi de 7,9 e 7,6 log ufc/g silagem nos tratamentos
controle e com acido propidnico, respectivamente.

A adicdo exclusiva de cal e mesmo a adi¢do de cal combinada com
acido resultou em silagens com maiores populagdes de leveduras (Tabela 4).
Evidenciou-se para este parametro que a adicao de cal ndo foi adequada, pois, os
valores foram proximos ou superiores aos da silagem sem esses aditivos. O
favorecimento desse grupo de microrganismo pode ser decorrente do aumento
no pH ocasionado pela adigdo de cal. Arroyo-Lopez et al. (2009) observaram
que algumas espécies de leveduras tém maior crescimento em pH superior a 4,2.

O uso do inoculante mostrou tendéncia (P=0,09) em reduzir a populacao
média de leveduras das silagens de 5,25 para 4,94 log ufc/g silagem (Tabela 4).
Apesar de ter ocorrido redugdo na viabilidade de leveduras, nos tratamentos com
cal, com acido e na combinacdo de cal e acido, a populagdo de leveduras na
silagem, sem a presenca desses aditivos, aumentou de 5,59 para 5,76 log ufc/g
silagem no intervalo de 60 para 170 dias (Tabela 4). Uma reducdo, mesmo na
silagem sem aditivos, era esperada em virtude do decréscimo na disponibilidade
de substratos e/ou presenga de metabolitos toxicos as leveduras produzidos

durante a fermentagdo (Duarte et al., 2009). Um decréscimo na populagdo de
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leveduras, ao longo do processo fermentativo da silagem de cana-de-agucar, foi
relatado por Avila et al. (2008), quando foi observada uma populagio de 6,34
log ufc/g silagem, aos 10 dias e 5,36 log ufc/g silagem, apds 75 dias de
fermentacdo.

As modificagdes quantitativas na microbiota das silagens tratadas com
acido propidnico e com cal virgem, também, podem ser explicadas por uma
selegdo de espécies. Essa constatagdo pode ser feita em funcdo dos resultados da
producdo de etanol e de acidos orgénicos. No tratamento com cal virgem, foi
observada a maior populacdo de leveduras (Tabela 4), foi o que apresentou
menor teor de etanol ¢ o maior teor de acido latico (Tabela 5). Pode-se inferir,
portanto, que a grande populacao de leveduras, nesse tratamento, foi composta
por espécies menos eficientes ou ndo produtoras de etanol. A redugdo na
populacdo de leveduras, observada ao longo da fermentacdo nas silagens
aditivadas com acido propidnico é, justamente, resultante do seu efeito deletério
sobre células de microrganismos. Nesse tratamento, apesar da menor populagio
de leveduras, observa-se maior teor de etanol (Tabela 5).

As bactérias do acido latico (BAL) constituem o principal grupo de
microrganismos responsavel pela conservagao da forragem na forma de silagem.
Sua presenca na forrageira antes da ensilagem, normalmente, ¢ baixa, no
entanto, apds a vedacdo do silo, essas bactérias se multiplicam e dominam o
processo fermentativo até sua estabiliza¢ao (Bolsen, 1995).

O numero de células viaveis de BAL, observadas na cana-de-agtcar no
presente trabalho, situou-se entre 4,0 e 6,2 log ufc/g de forragem (Tabela 2).
Pedroso et al. (2005) relataram a contagem inicial de BAL na cana-de-agtcar
como sendo igual a 4,58 log ufc/g de forragem, ja Avila et al. (2009) observaram
3,6 log ufc/g de forragem.

Todos os fatores testados influenciaram, significativamente, as

contagens de BAL nas silagens, com interacdo significativa entre cal x acido x
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dia (P<0,01) e inoculante x acido x dia (P=0,04) (Tabela 3). Houve redugéo na
contagem de BAL, ap6s 60 dias de fermentagdo (Tabela 4), assim como ocorrido
com leveduras, em alguns tratamentos essa reduc¢do foi mais pronunciada. A
perda de viabilidade é esperada e ocorre pela reducdo de substrato utilizado
como fonte de energia e, também, pelo acimulo de metabolitos toxicos
produzidos pelos proprios microrganismos envolvidos na fermentagdo (Duarte et
al., 2009). Embora tenha ocorrido reducdo na populacdo de BAL, o nimero de
células viaveis maior que 8,5 log ufc/g silagem, encontrado apos 170 dias de
fermentacdo, ¢ considerado alto (Tabela 4). Logo, pode-se inferir que houve uma
falta de estabilizagdo da fermentagdo, caracteristica de silagem de cana-de-
agucar.

Avila et al. (2009) registraram contagem de BAL de 8,9 log ufc/g
silagem (sem aditivo) aos 90 dias de fermentacdo. Por meio de testes de
identificagdo, os autores concluiram que todos os isolados pertenciam ao género
Lactobacillus. Pedroso et al. (2005) observaram populagio de BAL de,
aproximadamente, 3,6 log ufc /g silagem apds 180 dias de fermentag@o.

No desdobramento da interagdo entre os aditivos cal e acido com os
tempos de abertura, observou-se menor populagdo de BAL na silagem sem cal e
com adi¢do de acido propionico (Tabela 4). Esse acido tem efeito deletério sobre
microrganismos (Kung Junior et al.,, 2003); por isso, nesse tratamento, foi
observada a menor populagao.

Com 170 dias, verificou-se reducdo na contagem de BAL de todas as
silagens (Tabela 4). Para a silagem sem cal e com acido, esses valores que, ja
eram mais baixos, com 60 dias tornaram-se, ainda, menores em relagdo as
silagens com cal e a silagem sem tratamento.

No desdobramento da interacdo entre inoculante, acido propionico € os
tempos de abertura dos silos, também, observou-se alta contagem de BAL aos

60 dias, para todas as associagdes de aditivos e da testemunha, havendo pequena
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diferenga entre os tratamentos (Tabela 6). Com 170 dias de fermentagdo, a
menor populagdo de BAL foi observada no tratamento com inoculante e acido
(6,91 log ufc/g silagem). Nos demais tratamentos e na silagem sem adi¢do de
inoculante ou acido, as contagens de BAL, ainda, foram muito altas. Ressalta-se
que tanto na presenga quanto na auséncia do inoculante, a adi¢do de acido
causou uma redugdo na contagem de BAL aos 170 dias (Tabela 6).

A adi¢do de inoculante microbiano no tratamento com acido propidnico
ndo teve efeito na contagem total de BAL até os 60 dias da ensilagem; com 170
dias essa combinagao resultou em decréscimo na populagdo de bactérias laticas
(Figura 5A). A justificativa para esse fato seria uma sele¢@o de espécies, em que
as cepas mais resistentes as condi¢des acidas, porém, com menor viabilidade ao
longo da fermentagdo, dominaram o processo fermentativo.

A adi¢@o da cepa de L. buchneri aumentou (P<0,01) a contagem de BAL
na forragem, imediatamente, apos a inoculacdo (Tabela 2). No entanto, ao
contrario do esperado, a aplicagdo do inoculante microbiano ndo aumentou o
nimero de BAL na silagem apds o processo fermentativo. Essa mesma cepa,
anteriormente testada por Avila et al. (2009), apresentou comportamento
diferente quando inoculada na silagem. Esses autores observaram uma maior
populagdo de BAL, imediatamente, apos a inoculagdo e essa populagdo se
manteve superior a da silagem ndo tratada apos o periodo de fermentagao.

Todas as interacdes entre os fatores estudados foram significativas
quanto ao numero de células viaveis de clostridios (Tabela 3). A presenca desse
microrganismo foi considerada alta nas silagens avaliadas. A contagem média de
clostridios na cana-de-agucar, antes da ensilagem, foi de 5,3 log ufc/g forragem.
Até aos 60 dias, foi observado um aumento nessa populacdo; no entanto, dos 60
aos 170 dias de ensilagem a populacdo decresceu de 8,31 para 7,75 log ufc/g
silagem (Tabela 4).
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A adicdo de cal aumentou a populagdo de clostridios na silagem. A
adicdo de 4cido propidnico ou inoculante microbiano reduziu a presenca desse
microrganismo na silagem. A aplicagdo de inoculante microbiano nas silagens
tratadas com cal foi capaz de reduz o nimero de clostridios, ja a aplicacdo de
acido propidnico ndo teve o mesmo efeito (Tabela 4).

Nao existem dados de quantificacdo da populacdo de clostridios em
silagens de cana-de-agtlicar, no entanto, pesquisas que avaliaram outras silagens
indicam um numero, expressivamente, menor que os encontrados no presente
trabalho. Em alguns tratamentos o numero de células vidveis ficou em torno de
8,5 log ufc/g silagem. Em silagens de milho e sorgo, as populagdes estimadas
foram de 1,7 e 1,22; 1,74 e 1,37; 1,84 ¢ 1,26 log NMP/g silagem
respectivamente, nas silagens de milho e sorgo controle, inoculadas com L.
plantarum e inoculadas com L. buchneri (Tabacco et al., 2009).

Em contraste com os resultados de Tabacco et al. (2009), a adi¢ao dessa
cepa local de L. buchneri teve efeito em reduzir a populagdo de clostridios nas
silagens avaliadas. Uma possivel explicagdo seria a producdo de bacteriocinas
por essa espécie de BAL que foi inoculada. A capacidade de BAL produzir
substancias antimicrobianas, tais como as bacteriocinas, foi constatada por
Gollop et al. (2005).

Ao longo do periodo fermentativo, nas interacdes entre o inoculante
microbiano com cal ou com acido (Tabela 4), observou-se um maior efeito do
inoculante ap6s 60 dias de fermentacdo. Esse efeito tardio da inoculagdo de
silagens com cepas de L. buchneri foi demonstrado por Schmidt et al. (2009)
que, avaliando a populagdo e os metabolitos desse microrganismo em silagem de
alfafa, observaram o pico populacional aos 45 dias apos a ensilagem.

A utilizagdo de 4cido propidnico, associado com inoculante bacteriano,
resultou em silagens de cana-de-acicar com maior teor de acido latico (7,32%)

(Tabela 6), semelhante ao da silagem sem tratamento (7,20%). Ja nos
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tratamentos apenas com inoculante e apenas com acido, foram observadas
menores produgdes de acido latico, quando comparados com a silagem sem
tratamento e os valores foram iguais a 6,61; 6,80 e 7,20%, respectivamente
(Tabela 6).

A adig¢@o de cal elevou a concentragdo de acido latico (P<0,01) das
silagens, sendo 4,44 (%MS) no tratamento sem cal e 9,53 (%MS) no tratamento
com cal. A concentragdo de acido latico na silagem tratada com cal virgem esta
acima dos valores relatados na literatura (Tabela 5). O valor maximo observado
em uma revisdo de 12 experimentos com silagens de cana-de-agucar foi de 6,3%
(Zopollatto et al., 2009).

Mesmo apresentando maiores concentra¢des de acido latico, os valores
de pH das silagens com CaO sdo maiores. Tal fato, também, foi observado por
Santos et al. (2008), cujas silagens tratadas com CaO (1,0% em base de MV)
apresentaram valores de acido latico e de pH de 3,66% e 4,09, respectivamente,
sendo os valores de 4cido latico e pH do tratamento controle iguais a 2,0% e
3,46, respectivamente. O carater basico do oxido de calcio eleva o pH da
forragem instantaneamente a aplicacdo (Tabela 2). Esse fato esta relacionado a
um maior pH final das silagens.

As concentragdes de acidos organicos em silagens estdo relacionadas
com o teor de umidade da forrageira e com o tamponamento dos acidos
produzidos durante a fermentacdo (Klosterman et al., 1960). O tamponamento
dos acidos produzidos, durante o processo fermentativo, em razao da aplicagdo
de 6xido de calcio, pode ter estimulado a producao desses acidos nas silagens.

A concentragdo de 4acido latico aumentou ao longo do processo de
fermentacdo (Tabela 5). O aumento na concentragdo de acidos organicos,
durante um processo fermentativo, ocorre até que o mesmo se estabilize por
algum motivo intrinseco de cada material a ser fermentado. Nas silagens do

presente trabalho, os resultados sugerem uma ndo estabilizacdo do processo
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fermentativo, pois, registrou-se o aumento do acido latico até aos 170 dias apds
o fechamento dos silos.

Os resultados da quantificacdo da populagdo de BAL indicam um menor
numero de células vidveis no tratamento com dacido propidnico (Tabela 6).
Mesmo nas silagens em que o inoculante microbiano foi aplicado juntamente
com o propionato, ndo houve aumento dessa populacdo. A maior producdo de
acido latico, nestas silagens, pode ser explicada por uma dominéncia da cepa
local de L. buchneri inoculada sobre outras espécies menos eficientes em
produzir 4cido latico. Essa espécie de BAL tem um crescimento tardio, durante o
processo fermentativo da silagem, indicando, assim, uma maior tolerancia as
condi¢des acidas (Schmidt et al., 2009).

A menor concentragdo de lactato na silagem com inoculante e sem acido
propionico (Tabela 5) pode ser decorrente da menor capacidade competitiva da
cepa inoculada. Em condigdes normais de ensilagem (sem acido propidnico),
outras espécies menos eficientes na produgdo de acido latico sdo bem sucedidas
na competi¢do com a cepa inoculada, refletindo uma menor producdo de acido
latico. Kleinschmit & Kung Junior (2006) relataram menor concentragdo de
acido latico em silagens inoculadas com L. buchneri. Ja a redu¢fo de lactato na
silagem tratada com 4cido pode ser resultado da menor populacdo bacteriana
nesse tratamento (Tabela 5). O teor de acido latico, observado na silagem sem
inoculante e sem acido propidnico, apresentou valor proximo ao da silagem com
ambos os aditivos (Figura 7). Neste caso, a populacdo microbiana novamente
explicaria a maior producdo de lactato. O fato da ndo inoculagdo com o L.
buchneri pode ter feito com que as outras bactérias produtoras de acido latico e,
naturalmente, presentes na cana se desenvolvessem.

A concentracdo de acido acético aumentou com o tempo de fermentagéo

de 60 para 170 dias em todos os tratamentos (Tabela 5). Esse aumento, ao final
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TABELA 5 Composi¢do quimica da silagem de cana-de-aglicar tratada com cal, propionato ou inoculante
microbiano, em dois tempos de ensilagem.

Com Cal Sem Cal Com Cal Sem Cal
Variavel TE'(dias) Média CA? SA’ CA SA crt SP CI SI  EPM®
pH 60 391 422 435 349 358 430 427 353 3,55
170 392 427 440 343 357 434 433 351 349
Média 425 438 346 358 432 430 352 352 0,02
Ac. Latico (% MS) 60 6,75 948 930 4,15 405 911 9,68 405 4,14
170 722 10,05 927 455 500 998 934 472 484
Média 977 929 435 453 955 951 439 449 032
Ac. Acético 60 368 407 424 291 350 447 38 338 3,03
(%MS) 170 530 5,11 405 675 528 497 419 694 510
Média 459 415 483 439 472 402 516 407 038
Ac. Propi6nico (% 60 2,55 375 065 478 101 319 121 276 3,03
MS) 170 307 3,69 094 518 247 294 1,69 391 3,73
Média 372 080 498 1,74 307 145 334 338 058
Ac. Butirico (% 60 0,32 0,00 0,02* 1,07% 020* 0,00+ 0,02% 0,50% 0,77*
MS) 170 0,65 0,11% 0,89% 136% 0,25% 047 0,54* 121* 0,40%
Média 006 046 122 023 024 028 086 059 0,15
Etanol (% MS) 60 462 130 1,13 10,10 596 124 1,19 696 9,10
170 38 1,30 1,05 839 479 1,13 122 595 723
Média 1,30 1,09 925 538 1,19 121 646 817 054

ITE — tempo de ensilagem; 2CA - com 4cido, *SA — sem écido, *CI — com inoculante, *SI — sem inoculante; °EPM — erro padrdo
das médias.
*P < 0,01 — para interagdo entre trés fatores.



TABELA 6 Composi¢do quimica e microbioldgica de silagem de cana-de-agucar
tratada com propionato ou inoculante microbiano, em dois tempos de

ensilagem.
Com inoculante Sem inoculante
., TE! Com Sem Com Sem 2
Varidvel (dias) scido  dcido  4cido  dcido DTM
%MS? 60 224 21,7 22,6 22,1 23,2
170 21,1 204 21,0 20,8 22,2
Média 21,1 21,8 21,5 22,7 0,27
%FDN* 60 56,8 574 57,7 59,1 52,9
170 61,1 63,5 59,5 63,5 57,8
Média 60,5 58,6 61,3 55,4 1,50
%Cinzas 60 9,0 9.3 8,8 9,2 8,6
170 8,9 9,0 8,9 9,0 8,8
Média 9,2 8,9 9,1 8,7 0,11
Leveduras (log uch/g 60 5,41 4,59 6,11 4,84 6,08
silagem) 170 4,78 3,71 532 4,41 5,66
Média 4,15 5,72 4,63 5,87 0,26
BAL (log ufc/g 60 8,58  846* 8,66* 8,48* 8,70%
silagem) 170 7,85  6,91* 8,27* 7,80% 8,41*
Média 7,69 8,47 8,14 8,56 0,13
Clostridium (log ufc/g 60 830  8,16* 8,45% 8,05% 8,55%
silagem) 170 7,75  6,43* 8,31* 7,83* 8,44*
Meédia 7,30 8,38 7,94 8,50 0,11
pH 60 391 3,85 3,98 3,87 3,95
170 3,92 3,85 4,00 3,85 3,97
Média 3,85 3,99 3,86 3,96 0,02
Ac. Latico (% MS) 60 6,75 7,07 6,09 6,56 7,27
170 7,22 7,56 7,14 7,03 7,14
Média 7,32 6,62 6,80 7,21 0,32
Ac. Acético (%MS) 60 3,68  3.85 4,01 3,14 3,73
170 530 6,96 4,95 4,89 4,39
Média 5,41 4,48 4,02 4,06 0,38
Ac. Propidnico (% MS) 60 2,55 5,07 0,38 3,46 0,78
170 3,08 491 1,94 4,00 1,47
Média 4,99 1,41 3,73 1,13 0,58
Ac. Butirico (% MS) 60 033 0,43 0,08 0,65 0,14
170 0,66 1,00 0,68 0,48 0,46
Média 0,72 0,38 0,57 0,30 0,16
Etanol (% MS) 60 462 492 3,28 6,49 3,80
170 3,89 4,12 2,97 5,57 2,88
Média 4,52 3,13 6,03 3,34 0,54

'TE — tempo de ensilagem; ’EPM - erro padrdo das médias; *MS — Matéria seca; “FDN —
Fibra em detergente neutro; “ufc — unidade formadora de colénia. *P < 0,01 — para interagdo
entre trés fatores.
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do periodo de fermentagdo, pode ser decorrente da utilizagdo do acido latico por
bactérias heterofermentativas (como L. buchneri ou L. brevis) adicionadas ou
presentes, naturalmente, na cana-de-agucar. Com 60 dias de ensilagem, a adi¢ao
de cal aumenta e a de acido propiénico diminui o teor desse acido. Com 170 dias
de fermentagdo, a adicdo de cal reduz e a de acido aumenta o teor de acetato
(Tabela 5).

A adi¢do de inoculante microbiano aumentou (P<0,01) a concentracao
de acido acético na silagem de 4,04% na silagem sem inoculante para 4,94% na
silagem com inoculante (Tabela 4). Outros autores, também, observaram maior
produg¢do de acido acético quando se utilizou L. buchneri como cultura
iniciadora em silagens (Kleinschmit & Kung Junior, 2006; Avila et al., 2009). A
maior producdo desse acido decorre de uma falha na enzima acetaldeido
desidrogenase que impede que o acetaldeido seja transformado em etanol e,
assim, o acetilfosfato é convertido a acetato (Elferink et al., 2001).

A presenca de acido acético na silagem resulta, principalmente, do
metabolismo de BAL heterofermentativas, no entanto, algumas espécies de
clostridios podem produzir acetato (Hippe et al., 2003). A presenca desse acido
na silagem exerce importante papel antifingico, durante a fermentagdo e apds a
abertura dos silos (Danner et al., 2003) e pode ser utilizado pelo ruminante como
fonte de energia. Os teores de acido acético estdo dentro dos valores observados
por Zopollatto et al. (2009) cujo valor maximo foi de 9,3% e o minimo de 1,6%
relatados de 14 experimentos revisados de silagens de cana.

A ocorréncia de acido butirico em silagens de cana-de-agucar,
normalmente, ¢ baixa e a sua presenca, frequentemente, estd associada com a
fermentagdo clostridica. Neste trabalho, as silagens tratadas com cal virgem
apresentaram os menores valores de acido butirico, mesmo apresentando a maior
populagdo de clostridios (Tabela 5). Possivelmente essa ocorréncia tenha sido

por causa da selecdo de espécies de clostridios, visto que diversas espécies desse
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microrganismo ndo produzem nenhum butirato e, sim, acetato, lactato, formato
ou propionato como produtos principais da fermentacao (Hippe et al., 2003).

A presenca de 4cido butirico aumentou ao longo da fermentacdo (Tabela
5). Até aos 60 dias o emprego de cal virgem inibiu a producao desse acido e o
tratamento com propionato foi o que apresentou a maior concentragdo de
butirato (Tabela 5). A aplicagdo simultinea de cal e 4cido propidnico reduziu a
concentragdo de acido butirico na silagem de cana, embora a utilizagdo tnica de
acido propidnico tenha promovido aumento na concentragdo de butirato (Tabela
5). A alta producdo de butirato, observada nas silagens tratadas com acido
propidnico ndo era esperada, uma vez que silagens tratadas com esse acido
apresentaram a menor populacdo de clostridios e os menores valores de pH
(Tabela 5) e esse ¢ um fator que reduz a populagdo desses microrganismos.

Na maioria dos trabalhos revisados por Zopollatto et al. (2009), os
valores de 4cido butirico ficaram em torno de 0,1%. Avila et al. (2009) ndo
detectaram a presenca desse acido em silagens de cana-de-actcar inoculadas ou
ndo com L. buchneri. J& Amaral et al. (2009) observaram concentragdes de 3,1%
em silagens de cana aditivadas com 1% de cal virgem. Os autores atribuem tal
fato ao maior pH das silagens tratadas com cal, possibilitando, assim, o
crescimento de clostridios.

Normalmente, silagens de cana-de-actcar apresentam baixos teores de
acido propidnico. O valor médio observado em nove trabalhos revisados por
Zopollatto et al. (2009) foi de 0,7%. Os valores médios, observados no presente
trabalho, estdo acima dos citados por esses autores. Como um dos aditivos
testados foi o acido propidnico, ja era esperada maior concentracao desse acido
nas silagens aditivadas. O esquema em fatorial de disposi¢do dos tratamentos
influencia, na analise estatistica dos resultados dos outros fatores, fazendo com

que a média geral da concentragdo de acido propidnico na silagem seja maior em
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resposta ao tratamento com o acido propidnico. No entanto, a comparagdo entre
os tratamentos ndo ¢ influenciada.

As silagens tratadas com cal virgem apresentaram menores teores de
acido propidnico (Tabela 5). A associagdo do inoculante microbiano com cal
aumentou a concentracdo de propionato na silagem. A resposta da adi¢do do
inoculante microbiano, como fator principal, também, tendeu (P=0,07) a
aumentar os teores de acido propionico nas silagens de cana-de-actcar (Tabela
3). Na utilizagdo simultdnea da cepa indigena de L. buchneri e cal o aumento na
concentragdo de propionato foi resultado do metabolismo dessa bactéria.
Diferente das outras cepas de L.buchneri ja avaliadas, essa nova cepa apresenta
maior produ¢do de acido propidnico ja relatada em outros trabalhos em que foi
avaliada (Avila et al., 2009; Avila et al., 2010). Essa maior ocorréncia de acido
propidnico, quando L. buchneri ¢ utilizado como cultura iniciadora, pode ser
resultado do seu metabolismo, no entanto, é, frequentemente, associada a
producdo de 1,2-propanodiol que é um produto final resultante da conversdo
anaerobia do acido latico a acido acético (Elferink et al., 2001). O 1,2-
propanodiol pode ser convertido em acido propionico e 1-propanol por
microrganismos que ocorrem naturalmente na silagem. O principal
microrganismo associado a esse processo ¢ a bactéria L. diolivorans
(Krooneman et al., 2002).

Como ja era esperado, a adi¢do de acido propidnico reduziu (P<0,01) os
valores de pH das silagens de cana-de-agtiicar (Tabela 5). A interacdo entre o
tratamento com cal e os tempos de avaliacdo das silagens foi significativa
(P=0,01) para os valores de pH. A adi¢do de 6xido de calcio resultou em
silagens com maior valor de pH, esse valor sofreu um pequeno aumento de 60
para 170 dias (Tabela 5). As silagens nas quais ndao foi adicionada a cal
apresentaram um valor de pH menor o qual apresentou um pequeno decréscimo

de 60 para 170 dias.
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Os valores de pH, observados em silagens de cana-de-agucar,
geralmente, sdo mais baixos que os observados em silagens de outras forrageiras
e caem, rapidamente, durante o processo fermentativo (Avila et al., 2009).
Valores minimos de pH de até 2,7 foram relatados por Zopollatto et al. (2009).
A concentra¢do hidrogenidnica exerce grande influéncia na fermentacdo de
silagens. Diferentes valores de pH alteram a microbiota presente durante a
fermentacdo, alterando, assim, os produtos metabolicos importantes para uma
boa preservacdo da forrageira.

A cal virgem foi o tratamento que exerceu o maior efeito de redugdo dos
teores de etanol das silagens de cana-de-agticar (Tabela 5), embora as silagens
que foram tratadas com cal tenham apresentado as maiores contagens de
leveduras. O tratamento com esse alcali pode ter selecionado determinados
géneros de menor capacidade em produzir etanol, como Pichia ¢ Candida, em
detrimento de géneros com alta produgéo de etanol, como Saccharomyces.

Para as concentragdes de etanol, houve interacdo significativa entre os
aditivos cal x acido (P<0,01) e cal x inoculante (P<0,03). A adi¢do de cal
virgem exclusiva ou combinada com acido propidnico ou com inoculante
microbiano causou acentuada redugdo na concentragdo de etanol das silagens
(Tabela 5). A adicdo de acido propidnico, ao contrario, causou aumento nos
teores de etanol (Tabela 5). As silagens sem cal e aditivadas com acido
propidnico apresentaram alta concentrag¢ao de etanol quando comparadas com as
silagens sem nenhum tratamento. Ao contrario do que aconteceu com a adi¢do
de cal, a adi¢do exclusiva de acido pode ter selecionado leveduras mais
tolerantes a acidez e mais eficientes em produzir etanol.

Além das leveduras, algumas espécies de bactérias t€ém capacidade para
produzir etanol. Como as populagdes de BAL, tanto no tratamento com cal
quanto no com acido, foram maiores que as populagdes de leveduras, uma parte

do etanol encontrado nessas silagens pode ter se originado do metabolismo
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dessas bactérias. Clostridios, também, tém capacidade de fermentar agucares a
etanol (Hippe et al., 2003), podendo, dessa forma, contribuir com parte da
concentragdo de etanol observada nas silagens.

O inoculante, também, causou redug@o nos teores de etanol, porém, esse
efeito ndo foi tdo intenso quanto o da adicao de cal e foi observado apenas nas
silagens sem cal (Tabela 5). O efeito da adi¢do de bactérias heterofermentativas
da espécie L. buchneri na redugdo do etanol ja foi observado em silagens de
cana-de-actcar (Avila et al., 2009; Avila et al., 2010) e de gramineas de clima
temperado (Kleinschmit & Kung Junior, 2006). A reducdo no teor de etanol
(P=0,03), observada no tratamento com inoculante (Tabela 4), pode estar
associada a reducdo na populagio de leveduras na silagem (Avila et al., 2009).

Santos et al. (2008) observaram menor teor de etanol (0,38%) em
silagens de cana tratadas com o6xido de calcio (1% em base de MV); as silagens
inoculadas com L. buchneri apresentaram teores de etanol semelhantes ao da
testemunha, com valor de 5,97%. Redugdes nos teores de etanol em silagens de
cana tratadas com cal (1% na base de MV), também, foram observadas por
Amaral et al. (2009), apresentando 3,1 pontos percentuais menos etanol que a
silagem controle.

Embora as silagens de cana tratadas com acido propidnico tenham
apresentado alta concentracdo de etanol (9,25%) (Tabela 5), os valores
encontrados estdo de acordo com os observados por Zopollatto et al. (2009),
cujo maior valor foi de 21,8% e o menor igual a 7,8%, em 19 dados de silagens

de cana-de-actcar.
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5 CONCLUSOES

A cepa indigena de L. buchneri estudada melhorou a qualidade das
silagens de cana-de-agiicar e os resultados dessa inoculagdo foram melhores
apos 170 dias de fermentagdo. A aplicagdo dessa cepa, associada ao tratamento
com o6xido de calcio, ¢ promissora na melhoria da qualidade microbioldégica
dessas silagens.

O uso de acido propidonico promoveu uma reducdo na populacdo de
microrganismos, porém, nao foi capaz de reduzir a fermentagdo alcodlica das
silagens.

A utilizagdo de 6xido de calcio melhorou as caracteristicas quimicas e
nutricionais das silagens de cana-de-agticar, no entanto, favoreceu o crescimento

de microrganismos indesejaveis.
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