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RESUMO

AVILA, Carla Luiza da Silva. Isolamento e uso de Lactobacillus buchneri na
ensilagem de capim-mombaca e cana-de-aglcar. 2007. 175p. Tese
(Doutorado em Zootecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras. *

Este trabalho teve como objetivo isolar uma cepa de Lactobacillus buchneri em
silagens de cana-de-aglicar para uso na ensilagem de forrageiras tropicais. Além
disso, pretendeu-de avaliar a influéncia da espécie Lactobacillus buchneri sobre
o perfil quimico e microbiologico e sobre a estabilidade aerdbia das silagens de
cana-de-agucar (Saccharum spp.) e capim-mombaga (Panicum maximum Jacq.
cv. Mombaga) e, por fim, verificar se existem diferencas entre inoculantes
contendo cepas bacterianas isoladas de espécies forrageiras diferentes e sob
condi¢des climaticas distintas. Para isolamento de L. buchneri, foram coletadas
80 g de amostras de silagem de cana pura aos 5, 20, 40 e 80 dias de fermentagao,
misturadas com 720 ml de agua peptonada estéril e agitadas durante 20 minutos.
A partir do extrato obtido, foram preparadas dilui¢des decimais de 10" a 10° ¢
plaqueamento em meio MRS. As placas foram incubadas a 30°C por 24-48
horas. Apos esse periodo foi escolhida, para morfologia de col6nia, uma placa e
diluicdo cuja contagem esteve entre 30 e 300 coldnias. Os isolados selecionados
foram purificados e submetidos aos de testes especificos coloracdo de gram,
catalase, motilidade e producdo de gas a partir da glicose para classificacdo das
mesmas quanto ao género. Para identificagdo das espécies foi utilizado o sistema
API (BioMerieux, Marcy ['Toile, France). Ao final, foram obtidos 72 isolados,
todos classificados como pertencentes ao género Lactobacillus. Destes, apenas
13 (18%) produziram gas e foram identificados. Nos isolados identificados
foram encontradas 3 espécies diferentes, L. plantarum (1 isolado), L. buchneri (2
isolados) e L. brevis (8 isolados), e 2 cepas nao foram identificadas. Com isso,
sugere-se que a espécie L. brevis é a bactéria heterofermentativa dominante
durante a fermentagcdo da silagem de cana-de-aglicar. Os experimentos para
avaliacdo do perfil de fermentacdo foram conduzidos em um delineamento
inteiramente casualizado, com trés silagens (sem inoculante ¢ com inoculantes
experimental e comercial) e seis tempos de abertura dos silos (0, 3, 10, 30, 60 ¢
90 dias). Para avaliacdo da estabilidade aerobia utilizou-se, também, um
delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes, com parcelas
subdivididas no tempo, em um esquema do tipo 6 x 4, ou seja, trés silagens

* Comité de Orientagdo: José Cardoso Pinto — UFLA/DZO (Orientador); Rosane
Freitas Schwan — UFLA/DBI; Augusto Ramalho de Morais — UFLA/DEX; Henrique
César Pereira Figueiredo — UFLA/DMV.
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(silagens sem inoculantes e com inoculante experimental e comercial) e quatro
tempos de avaliagdo aerdbica das silagens (0, 2, 8, ¢ 10 dias pra o capim-
mombaga e 0, 2, 4 e 6 dias para cana-de-acgtcar). Apds um periodo de ensilagem
de 90 dias, os silos foram abertos ¢ destes foram retiradas amostras de cerca de
3,0 kg para avaliacdo da estabilidade aerdbica com base na temperatura e nas
modificagdes quimicas e microbiologicas ocorridas. Para as duas espécies
estudadas, a adi¢@o dos inoculantes influenciou as modificagdes na composicao
quimica das silagens ao longo do processo, sendo que, quando houve interacio
entre os fatores, as silagens inoculadas apresentaram perfil semelhante, porém
diferente da testemunha. Ao final do processo, a composi¢ao quimica de todas as
silagens foi semelhante. Em ambas também ocorreu intensa utilizagdo dos
carboidratos soliiveis nos primeiros 15 dias de fermentacdo; no entanto, as
silagens de cana-de-agucar apresentaram menor pH e nitrogénio amoniacal e
maior concentracdo de acidos graxos volateis e acido latico. Nas silagens de
capim-mombaga, os dois inoculantes inibiram crescimento de leveduras e fungos
filamentosos, porém o inoculante comercial foi mais eficiente. Nas silagens de
cana, a populacao de fungos filamentosos esteve abaixo do nivel detectavel (2,0
log ufc/g) e a de BAL foi alta, mas a de leveduras foi intensamente inibida pelos
inoculantes em fungdo da mais alta concentragido de acido acético e propidnico,
resultando também em menor producdo de etanol nas silagens inoculadas. Para
as duas espécies, assim que os silos foram abertos foram verificadas
modificagdes nas silagens, com aumento nas populagdes de microrganismos,
resultando em redugdo da concentragdo de acidos organicos ¢ aumento dos
valores de pH. A adi¢do de L. buchneri melhorou a estabilidade aerdbia tanto
nas silagens de capim-mombaga quanto nas de cana-de-agucar. Todavia, seu
efeito foi mais pronunciado nas silagens de cana por causa da maior inibicdo de
leveduras em comparagdo com a silagem sem inoculante.
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ABSTRACT

AVILA, Carla Luiza da Silva. Isolation and use of Lactobacillus buchneri in
the ensiling of Mombaca grass and sugar cane. 2007. 175p. Thesis (Doctorate
in Animal Science) — Federal University of Lavras, Lavras.

It was aimed by this work to isolate a strain of Lactobacillus buchneri in sugar
cane silages for use in the ensiling of tropical forage plants. In addition, it was
aimed to evaluate the influence of the species Lactobacillus buchneri on the
chemical and microbiologic profile and on the aerobic stability of the silages of
sugar cane (Saccharum spp.) and Mombaga grass (Panicum maximum Jacq. cv.
Mombaga). At last, to verify if there are differences among inoculants
containing bacterial strains isolated from different forage species and under
distinct climatic conditions. For isolation of L. buchneri, 80 g of samples of
plain sugar cane silage at 5, 20, 40 and 80 days old of fermentation mixed with
720 ml of sterile peptonized water and shaken for 20 minutes were collected.
From the obtained extract, decimal dilutions of 10™" to 10 and plating in MRS
medium were prepared. The dishes were incubated at 30°C for 24-48 hours.
After that period, for colony morphology, a dish and dilution that count of which
was between 30 and 300 colonies was chosen. The selected isolates were
purified and submitted to the specific tests: gram coloration, catalysis, motility
and gas production from the glucose for classification of them at the genus level.
For the identification of the species, the API system (BioMerieux, Marcy
I'Toile, France) was employed. At the end, 72 isolates were obtained, all of
them being classified as belonging to the genus Lactobacillus. Out of these, only
13 (18%) produced gas and were identified. In the identified isolates were found
3 different species, L. plantarum (1 isolate), L. buchneri (2 isolates) and L.
brevis (8 isolates) and 2 strains were not identified. From this, it is suggested
that the species L. brevis is the dominant heterofermentative bacterium during
fermentation of sugar cane silage. The experiments for evaluating the
fermentation profile were conducted in a completely randomized design with
three silages (without inoculant and with experimental and commercial
inoculants) and six times of opening of the silos (0, 3, 10, 30, 60 and 90 days).
For evaluation of the aerobic stability, a completely randomized design with
three replicates with splitplots in time in a scheme of the 6 x 4 type, namely,
three silages (silages without inoculant and with experimental and commercial

* Guidance Committee: José Cardoso Pinto — UFLA/DZO (Adviser); Rosane Freitas
Schwan — UFLA/DBI; Augusto Ramalho de Morais — UFLA/DEX; Henrique César
Pereira Figueiredo — UFLA/DMV.
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inoculants) and four aerobic evaluation times of the silages (0, 2, 8 and 10 days
for Mombagca grass and 0, 2, 4 and 6 days for sugar cane). After an ensiling
period of 90 days, the silos were opened and from these were removed samples
of about 3.0 kg for evaluation of the aerobic stability on the basis of temperature
and chemical and microbiological modifications occurred. For the two species
studied, the addition of inoculants influenced the modifications in the chemical
composition of the silages along the process, where there was an interaction
among the factors, the inoculated silages presented a similar profile but different
from the control. At the end of the process, the chemical composition of all the
silages was similar. In both, an intense utilization of the soluble carbohydrates
also occurred in the first 15 days” fermentation, nevertheless, the sugar cane
silages presented lower pH, ammonium nitrogen and greater concentration of
volatile fatty acids and lactic acid. In the Mombaga grass silages, the two
inoculants inhibited the growth of yeasts and filamentous fungi, but the
commercial inoculant was more efficient. In the sugar cane silages, the
population of filamentous fungi was bellow the detectable level (2.0 log cfu/g)
and the one of LAB was high but that of yeasts was markedly inhibited by the
inoculants as related with the highest concentration of acetic and propionic
acids, resulting also into less production of ethanol in the inoculated silages. For
the two species, as soon as the silos were opened, modifications in the silages
were found with the increase in the populations of microorganisms resulting into
reduced concentration of organic acids and increase of the pH values. The
addition of L. buchneri improved the aerobic stability both for the Mombaga
grass and sugar cane silages. Nevertheless, its effect was more marked in the
sugar cane silages because of the higher inhibition of yeasts as compared with
the silage without any inoculants.



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil se destaca como uma das principais nagdes para a pecudria
como reflexo, principalmente, da sua grande extensdo territorial e do clima
tropical. Porém, na maior parte do territério brasileiro o clima ¢é caracterizado
por duas estacdes bem definidas, ou seja, uma estagcdo seca e fria e uma estacao
quente e chuvosa. Isso faz com que exista uma grande estacionalidade de
producdo de forragem ao longo do ano, com somente 10 a 20% da producdo na
época seca. Assim, a conservacdo de parte e/ou do excedente da forragem
produzida na época das chuvas sob a forma de silagem torna-se de fundamental
importancia para a pecudria brasileira.

A ensilagem € um processo de conservacdo no qual se pretende manter
a forragem com valor nutricional o mais préoximo possivel do valor original,
evitando perdas e mantendo a qualidade sanitaria do alimento. Para tanto, deve-
se ter amplo conhecimento sobre o processo de fermentagdo, fornecendo
condigdes para o desenvolvimento dos microrganismos desejaveis para que se
possa fornecer alimento de boa qualidade aos animais, mantendo os melhores
indices produtivo e reprodutivo do rebanho.

Muito se tem feito com o intuito de melhorar o processo de fermentagéo
das forragens; no entanto, forragens bem preservadas tém apresentado
problemas de deterioracdo aerébia em decorréncia da entrada de ar no silo
durante a fermentacdo e no momento de fornecer aos animais. Neste contexto,
nos ultimos anos tem havido uma preocupagdo crescente em melhorar a
estabilidade aerobia das silagens.

A maioria dos inoculantes bacterianos para silagem existentes no
mercado contém uma ou mais espécies de bactérias acido laticas (BAL)

homofermentativas, que sdo mais rapidas e eficientes produtoras de acido latico.



Todavia, alguns estudos tém mostrado que o excesso de BAL
homofermentativas pode piorar a estabilidade aerdbia das silagens por causa da
menor concentragdo de acido acético, que ¢ um acido mais eficiente em inibir o
crescimento de fungos. Recentes estudos t€m mostrado que a adi¢do de
inoculantes contendo cepas da bactéria heterofermentativa Lactobacillus
buchneri a silagem pode inibir o crescimento de leveduras ¢ melhorar a
estabilidade aerdbia das silagens em razdo do aumento na concentragdo do acido
acético. Porém, no Brasil, sdo raros os trabalhos estudando o influéncia da
adi¢cdo desse microrganismo sobre a microbiota das silagens e, portanto, sobre as
suas caracteristicas de fermentacdo e de deterioragdo aerdbia.

A baixa estabilidade aerébia das silagens ¢ um problema ao qual se deve
dar maior importancia, ja que representa perdas de forragem e, portanto,
aumento nos custos de producdo das mesmas.

Este trabalho teve como objetivo principal verificar o efeito da adig¢do de
inoculantes contendo a espécie Lactobacillus buchneri na estabilidade aerdbia
das silagens de cana-de-aglicar (Saccharum spp.) e capim-mombaga (Panicum
maximum Jacq. cv. Mombagca).

Além disso, pretendeu-se:

Isolar uma cepa de Lactobacillus buchneri em silagens de cana-de-
acucar para uso na ensilagem de forrageiras tropicais;

Verificar se existem diferencas entre inoculantes contendo cepas
bacterianas isoladas de espécies forrageiras diferentes e sob condigdes climaticas
distintas;

Avaliar a influéncia da espécie Lactobacillus buchneri sobre o perfil

quimico e microbioldgico das silagens estudadas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O processo de ensilagem

Silagem ¢ o produto formado quando gramineas ou outros vegetais com
teor de umidade suficientemente alto [como, por exemplo, leguminosas ou
milho forrageiro (Zea mays L.)] sujeitos a deterioragdo por microrganismos
aerobios sdo estocados anaerobicamente. A silagem ¢é produzida através do
processo da ensilagem, no qual a forragem passa por uma fermentacdo acida em
que as bactérias produzem os acidos latico, acético, propidnico e butirico
utilizando agucares presentes no material original. O objetivo final ¢ reduzir o
pH, inibindo o crescimento de microrganismos deterioradores que sdo

intolerantes as condi¢des acidas (Woolford, 1984).

O processo da ensilagem deve ser considerado um processo de
fermentacdo industrial como outro qualquer. Desta forma, as plantas forrageiras
devem ser vistas como meio de cultura, contendo todos os nutrientes necessarios
aos microrganismos de interesse, que sdo BAL. Cuidados com a assepsia
também sdo de importancia fundamental no processo da ensilagem para reduzir
a contaminacdo com clostrideos e outros microrganismos indesejaveis. E, por
fim, o ambiente deve ser mantido anaerobio, evitando, assim, o crescimento de

microrganismos de deterioracdo aerdbia.

2.2 A microbiota da silagem

A microbiota da silagem pode ser dividida, basicamente, em dois grupos,
que sdo os microrganismos desejaveis e os indesejaveis. Os microrganismos
desejaveis sdo, sobretudo, as bactérias do acido latico (BAL), que fazem parte da

microbiota epifitica da planta ou sdo adicionadas a silagem por meio de



inoculantes. Os indesejaveis sdo os microrganismos que podem causar
deterioracdo anaerdbica (como clostrideos) ou deterioracdo aerdbica (como
leveduras, bacilos, listéria e mofos). Esses microrganismos podem estar
presentes na cultura ou serem oriundos da contaminacdo, principalmente do
solo, competindo com as BAL por carboidratos soliveis e seus produtos finais;

em geral eles ndo t€m influéncia na preservagdo (McDonald et al., 1991).

2.2.1 Microbiota epifitica

Microbiota epifitica ¢ a populagdo de microrganismos presentes na
forragem fresca. Essa populagdo ¢ muito variavel e ¢ afetada por caracteristicas
da espécie forrageira, incluindo teor de agucares, teor de matéria seca (MS),
composicdo do agucar, estddio de maturidade e outras caracteristicas como
clima, corte, secagem a campo e processo de picagem. Essas caracteristicas,
associadas a outras propriedades das BAL como tolerincia & acidez, a pressdo
osmdtica e utilizagdo do substrato, irdo influenciar na competitividade das BAL
durante o processo de fermentagdo (Bolsen, 1995).

As BAL fazem parte da microbiota presente no material vegetal. Essa
populagdo em geral € inicialmente baixa, aumentando substancialmente entre a
colheita e a ensilagem. Whiter & Kung Jr. (2001) efetuaram contagens de BAL
na forragem de 5,04 a 5,41 log da ufc/g de forragem e, com dois dias de
ensilagem, esse numero aumentou para aproximadamente 9,0 log da ufc/g de
forragem, sem adicdo de inoculantes. Cai et al. (1999) efetuaram contagens, na
base da matéria fresca, de aproximadamente 3 log da ufc/g de forragem de
bactérias dos géneros Lactobacillus, Pediococcus e Closrtidium; de 3 a 5 log da
ufc/g de bactérias dos géneros Enterococcus, Leuconostoc e Weissella; de 3 a 4
log daufc/g de fungos filamentosos; de 4 a 5 log da ufc/g de leveduras e de 5a 6

log da ufc/g de bactérias aerdbias em trés forrageiras, alfafa (Medicago sativa



L.), sorgo (Sorghum spp. ) e (Lollium multiflorum Lam.) azevém anual Italian
ryegrass. Em geral, o processo de picagem tende a aumentar o nimero de
microrganismos comparado com a cultura no campo. No entanto, esse aumento
provavelmente decorre da quebra de dorméncia das células, e ndo da eventual
inoculacdo da maquina colheitadeira (Bolsen, 1995; Oude Elferink et al., 2000).
Ao contrario das BAL, as populacdes de bactérias aerdbias e fungos
filamentosos tendem a diminuir com o estabelecimento das condi¢des

anerdbicas e abaixamento do pH dentro do silo.

2.2.2 Microrganismos desejaveis
2.2.2.1 Bactérias acido laticas (BAL)

E o principal grupo de microrganismos que atua no processo
fermentativo para conservagdo da massa ensilada. Dentre as BAL, as mais
importantes envolvidas com o processo de fermentagdo da silagem sdo as dos
géneros Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus, Lactococcus
e Leuconostoc. Segundo Hammes et al. (1992), na silagem ocorre uma sucessao
de espécies diferentes de BAL. No estddio inicial, as bactérias pertencentes ao
género Streptococcus dominam o processo, seguidas por Leuconostoc,

Lactobacillus e Pediococcus, que sdo mais resistentes as condigoes acidas.

A principal caracteristica desse grupo é que essas bactérias produzem
acido latico como principal, ou unico, produto do seu metabolismo. Sao
bactérias gram positivas, usualmente ndo moveis e ndo esporulantes. Os
membros desse grupo ndo possuem porfirinas nem citocromos, ndo possuem
cadeia de transporte de elétrons e, conseqiientemente, obtém energia somente
por fosforilagdo ao nivel do substrato (Hammes et al., 1992). Todas as BAL sao
microaerofilicas, mas algumas tém preferéncia por condi¢des anaerdbicas.

(Devriese et al., 1992; Hammes et al., 1992; Holzapfel & Schillinger 1992).
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2.2.2.2 Principais vias de fermentacao

A maioria das BAL obtém energia somente do metabolismo de actcares
(hexoses e pentoses) e compostos fermentaveis relacionados e,
conseqiientemente, sdo usualmente restritas aos habitats em que aglicares estio
presentes (Madigan et al., 1997).

As duas vias principais de utilizagdo de agucares pelas BAL sdo a
glicélise ou via de Embden-Meyerhof Parnas (EMP) ¢ a Via das Pentoses
Fosfato. A glicdlise ou via EMP ¢ caracterizada pela formagdo de frutose-1,6-
difosfato (FDP), a qual ¢ dividida por uma FDP aldolase em dihidroxiacetona
fosfato (DHAP) e gliceraldeido-3-fosfato (GAP). Estes dois agucares de trés
carbonos sdo, entdo, convertidos a piruvato em uma seqiiéncia metabodlica
incluindo fosforilagdo ao nivel do substrato (Madigan et al., 1997).

Sob condigdes normais (excesso de aglicar e acesso limitado ao
oxigénio), o piruvato é reduzido a acido latico por uma lactato desidrogenase
(LDH) dependente de NAD®, reoxidando o NADH formado durante os
primeiros passos da glicolise e obtendo, assim, um balango redox. Ao final da
reacdo, ha um ganho liquido de 2 ATP por molécula de glicose fermentada.
Essa via ¢ usada pelas BAL, com exce¢do dos leuconostocs e de alguns
lactobacilos, sendo o acido latico o principal produto formado. Esse
metabolismo ¢ chamado de fermentagdo homolatica (Axelsson, 1998; Madigan

etal., 1997).

A outra via de fermentagdo utilizada pelas bactérias do acido latico pode
ter varias designagdes, Via Pentose Fosfato, Via Fosfoquetolase ou Hexose
Monofosfato e, por ultimo, via 6-fosfogluconato. Essa via ¢ caracterizada pela
desidrogenacdo inicial da glicose com a formagao de 6-fosfogluconato, seguida
pela descarboxilagdo. A pentose-5-fosfato formada posteriormente €, entdo,

dividida por uma fosfoquetolase em gliceraldeido fosfato (GAP) e acetil fosfato.



A GAP ¢ metabolizada pela via glicolitica da mesma forma como mostrada
anteriormente, resultando na formacao de acido latico. Quando nenhum aceptor
de elétrons estd disponivel, o acetil fosfato é reduzido a etanol via acetil-Coa e
acetaldeido. Esse metabolismo resulta em quantidades significativas de de outros
produtos como CO, e etanol, em adi¢do ao 4cido latico, sendo referido como
fermentacdo heterolatica (Axelsson, 1998).

Com relagdo ao padrdo de fermentacdo de aglicares, as BAL podem ser
divididas em trés categorias: homofermentativas, heterofermentativas
facultativas e heterofermentativas obrigatérias. As heterofermentativas
obrigatorias ndo possuem a enzima aldolase, ndo podendo quebrar a frutose
bifosfato em triose fosfato. Ao contrario, essas bactérias oxidam glicose 6-
fosfato a 6- fosfogluconato e, depois, descarboxila este a pentose fosfato e

acetilfosfato por meio da enzima fosfoquetolase (Hammes et al., 1992).

As BAL heterofermentativas facultativas assemelham-se as BAL
homofermentativas pelo fato de possuirem a enzima FDP aldolase constitutiva,
resultando no uso da glicolise para fermentagdo de hexoses. No entanto, as
pentoses induzem a sintese de fosfoquetolase, resultando em uma fermentacao
heterolatica (Axelsson, 1998).

Deve-se ter o cuidado ao associar fermentagdo homolatica ou
heterolatica com a via metabdlica utilizada pois a glicolise pode levar a uma
fermentacdo heterolatica, ou seja, produzir quantidades significativas de outros
produtos além do acido latico, sob certas condigdes. Também, deve ser notado
que as BAL consideradas homofermentativas utilizam a via pentose fosfato

quando metabolizam certos substratos (Axelsson, 1998).



2.2.3 Microrganismos indesejaveis
2.2.3.1Clostrideos

Clostrideos sdo bactérias anaerdbicas formadoras de enddsporos,
podendo ter um pronunciado efeito sobre a qualidade da silagem (Bolsen, 1995).
Essas bactérias podem causar fermentagdo secundaria, que converte acido latico
a acido butirico, e degradam aminoacidos a aminas e amoénia. Como resultado, a
silagem ¢ caracterizada pelo alto conteudo de acido butirico, mais que 5 g/kg de
MS, alto pH (superior a 5 em silagens com baixo teor de MS) e altas
concentragdes de amonia e amina (Oude Elferink et al., 2000).

Os clostrideos normalmente ndo sdo ativos na presenca de oxigénio e
requerem condi¢des imidas para crescer, sendo crescimento clostrideal raro em
culturas ensiladas com menos de 65% de umidade. Isto porque os clostrideos sdo
mais susceptiveis a baixa disponibilidade da dgua (ou atividade da agua, a,) do
que as BAL (McDonald et al., 1991). Geralmente afetam a silagem apo6s as BAL
terem usado os aglicares na forragem ensilada, mas o pH ainda ndo ¢ baixo o
suficiente para inibir sua atividade (Lythe & Russel, 2004).

Os clostrideos podem ser divididos em dois grupos: 1) aqueles que
fermentam acgucares e acidos organicos (como o acido latico); e 2) aqueles que
fermentam aminoacidos livres. Ambos os grupos afetam a qualidade da silagem
negativamente. Quando clostrideos fermentam aminodcidos, elevam-se a
producdo da amonia e os valores de pH e, assim, outros produtos indesejaveis
podem acumular. Essas fermentagdes podem resultar em altas ou baixas perdas
de MS; no entanto, o mais significativo efeito desses clostrideos é a produ¢ao de
aminas, que sdo conhecidas por diminuir o consumo das silagens (Bolsen,

1995).

Devido ao fato de os esporos de clostrideos poderem sobreviver a

passagem através do trato digestivo de vacas leiteiras, estes podem ser
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transferidos da silagem para o leite via fezes ou contaminagao fecal pelo ubere.
Assim, os prejuizos da fermentacdo clostrideal nas silagens vao além da
qualidade nutricional da mesma, prejudicando a qualidade do leite e seus
derivados. Clostrideos formam esporos, que constituem um importante critério
de qualidade higiénica de silagens com relacdo a producdo de leite, cuja
classificagdo pode ser adequado ou nao a producdo de queijos (Danner et al.,
2003).

A espécie Clostridium tyrobutyricum é a mais importante espécie para a
industria leiteira. Além da fermentagdo de carboidratos, estes microrganismos
degradam 4acido latico a acido butirico, H, e CO, de acordo com a seguinte
reagao:

2 acido latico — 1 acido butirico + 2 H, + 2 CO,,

Essa fermentagdo butirica ndo somente degrada o acido latico na
fermentacdo da silagem, mas também ¢ responsavel por significativa produgio
de gés, causando um defeito chamado “estufamento tardio” em alguns queijos
como Emental, Grana, Gouda e Parmesdo (Oude Elferink et al., 2000).

Os métodos de ensilagem que causam rapida e suficiente queda no pH da
silagem ajudardo na prevencdo do desenvolvimento de esporos clostrideais, ja

que estes sdo sensiveis ao baixo pH (Bolsen, 1995; McDonald et al, 1991).

2.2.3.2 Enterobacteriaceas

As enterobactérias sdo bacilos Gram-negativos e anaerobios facultativos;
a maioria ¢ ndo patogénica, porém existe um numero consideravel de patégenos
que podem ser prejudiciais a homens, animais e plantas (Jobim & Gongalves,
2003).

Essas bactérias competem com as BAL 4acido laticas pelos agticares no

inicio do processo de fermentacdo da massa ensilada. Elas também fermentam

9



acucares e¢ produzem acido latico, acético e etanol como as BAL, mas o
principal produto ¢ o acido acético, que reduz a taxa de declineo do pH no
material ensilado e aumenta as perdas de MS seca durante a fase de fermentagdo
e sdo capazes de degradar proteinas. Esta degradacdo de proteinas ndo somente
causa reducdo do valor nutritivo, mas também resulta na producdo de compostos
toxicos como aminas biogénicas e acidos graxos ramificados. As aminas
biogénicas tém efeito negativo sobre a aceitabilidade, especialmente de animais
que ndo estdo habituados com o sabor. Além disso, a amdnia formada através da
protedlise aumenta a capacidade tampdo da cultura ensilada, impedindo uma
rapida queda do pH (Oude Elferink et al., 2000).

As enterobactérias incluem um grande niimero de géneros, entre os quais
citam-se Escherichia, Klebsiela e Erwinia. A presenga destas bactérias pode ser
minimizadas pela rapida fermentagdo por BAL porque o pH 6timo para seu
crescimento ¢ de 6,0 a 7,0 e a maioria das cepas de Enterobacteridceas ndo
cresce em pH abaixo de 5,0. Conseqilientemente, a populagdo de enterobactérias
que € usualmente alta na cultura ensilada ¢ ativa somente nas primeiras 12 a 24
horas de ensilagem (Bolsen, 1995).

Outra caracteristica importante das enterobactérias ¢ que elas também
sdo capazes de reduzir nitrato (NO;) a nitrito (NO,) sob condi¢des de ensilagem.
Na silagem, o nitrito pode ser degradado por enterobactérias a amonia e 6xido
nitroso (N,0O), mas também pode ser degradado quimicamente a NO e nitrato.
Com o ar, NO ¢ oxidado a uma mistura de gases (NO,, N,O3 e N,O,). Os gases
NO e NO, tém um efeito danoso sobre os tecidos do pulmao. No entanto, uma
pequena reducdo do nitrito é considerada positiva para a qualidade da silagem
porque estes dois compostos sdo inibidores efetivos de clostrideos (Oude

Elferink et al., 2000).
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2.2.3.3 Listéria

As bactérias do género Listeria sdo aerdbios ou anaerdbios facultativos.
Com relagdo a qualidade da silagem, a espécie L. monocytogenes, que ¢
anaerdbica facultativa, ¢ uma das espécies mais importantes no processo da
ensilagem por ser patogé€nica a varios animais ¢ ao homem. Animais com
sistema imunologico enfraquecido (como fémeas gestantes ou recém-nascidos)
sdo mais susceptiveis a infec¢des causadas por L. monocytogenes (Bolsen,
1995). Silagens de qualidade ruim tém sido associadas como uma das principais
fontes de contaminacdo de leite puro por L. monocytogenes (Schocken-Iturrino
et al., 2005).

O crescimento e¢ a sobrevivéncia de Listeria spp. na silagem sdo
determinados pelo grau de anaerobiose ¢ o pH da mesma. Essas bactérias
toleram pH tdo baixo quanto as BAL, podendo tolerar valores entre 3,8 ¢ 4,2 por
longos periodos se o oxigénio estiver presente, mesmo que em baixos niveis. Ao
contrario, sob condi¢des estritamente anaerdbicas e a baixos valores de pH,
essas bactérias perdem rapidamente a viabilidade. Assim, essas bactérias estdo
envolvidas com deterioragdo aerobica das silagens, ndo se desenvolvendo em

silagens bem preservadas (Oude Elferink et al., 2001).

2.2.3.4 Bacilos

Como os clostrideos, os bacilos sdo bactérias formadoras de endosporos,
podendo ser facilmente distinguidos dos clostrideos por serem aerobicos
facultativos, enquanto todos os clostrideos sdo anaerdbios obrigatorios. Os
bacilos aerdbicos facultativos fermentam uma grande variedade de carboidratos
a compostos como acidos orgénicos (acetato, lactato e butirato) ou etanol, 2,3-
butanodiol e glicerol. Algumas espécies de bacilos sdo capazes de produzir

substancias antifungais, que tém sido utilizadas para inibir a deterioracio
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aerodbica da silagem. Exceto para estas cepas especificas, a ploriferacdo de
bacilos na silagem ¢ indesejavel, ndo somente porque sdao menos eficientes
produtores de acido latico e acético do que as BAL, mas porque aumentam a
deterioracdo aerobica da silagem nos ultimos estadios (Oude Elferink et al.,
2001). As espécies usualmente isoladas de silagem incluem B. cereus, B. lentus,
B. firmus, B. sphaericus, B. licheniformis e B. polymyxa (Giffel et al., 2002).
Tem sido observado que esporos de bacilos, da mesma forma como
esporos de clostrideos na silagem, ndo s@o afetados pela passagem pelo trato
gastrointestinal de vacas e sdo excretados nas fezes. O leite pode, entdo, ser
contaminado principalmente pelas fezes ou ubere. Conseqiientemente, esses
esporos presentes no leite podem sobreviver ao processamento e, apoés
germinagdo e crescimento a altos niveis, causar deterioracdo do alimento

(McDonald et al., 1991)

Esporos de Bacillus cereus psicotroficos sdo considerados um dos mais
importantes microrganismos deterioradores de leite pasteurizado e derivados do
leite. A espécies B. sporothermodurans ¢ um microrganismo formador de
esporos muito resistentes ao calor, causando problema em leite UHT. Alto
numero dessas espécies de bacilos tem sido encontrado em silagens deterioradas

(Giftel et al., 2002).

2.2.3.5 Fungos filamentosos e leveduras

Ensilagem de culturas forrageiras com alto teor de MS, compactacio
inadequada e baixas taxas de fermentacdo sdo fatores que favorecem o
surgimento de leveduras e fungos filamentosos no silo. Iss ocorre porque esses
fatores permitem a entrada de ar, possibilitanto, assim, o desenvolvimento deses
microrganismos e, conseqlientemente, reduzindo a aceitabilidade e

contaminando a silagem com micotoxinas (Bolsen, 1995).
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Os principais géneros de fungos que geralmente tém sido isolados de
silagem sdo Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Mucor, Absidea, Monoascus,
Scopulariopsis e Trichoderma (El-Shanawany et al., 2005; Santos et al., 2002).
Os fungos sdo microrganismos aerébicos, ndo crescendo bem em pH baixo,
sendo o seu crescimento limitado durante o processo de fermentacdo (McDonald
et al., 1991).

A presenga de fungos ¢ prejudicial a silagem porque eles quebram o
acucar ¢ o acido latico pela via normal da respiragdo, mas também porque
hidrolizam e metabolizam a celulose e outros componentes da parede celular.
Além disso, alguns bolores, principalmente as espécies dos géneros Aspergillus,
Fusarium e Penicillum, crescem em silagens em que ha penetragdo de ar e

produzem toxinas que sdo prejudiciais aos animais e a0 homem (Golieb, 1997).

As micotoxinas sdo produtos secundarios altamente téxicos do
metabolismo de fungos, principalmente entre os géneros Aspergillus, Penicillum
e Fusarium, entre outros. Existe, ainda, uma incerteza sobre as condigdes em
que as micotoxinas sdo formadas na silagem. Uma infestacdo pesada nao
necessariamente contém alta quantidade e qualidade de micotoxinas. Uma vez
formadas, as micotoxinas sdo estaveis e podem permanecer no alimento por
muito tempo apods o fungo ter morrido (El-Shanawany et al., 2005).

As leveduras sdo microrganismos eucarioticos, anaerobicos facultativos
e heterotroficos (McDonald et al., 1991). Como as leveduras podem crescer em
condi¢des anaerdbicas, podem manter altas populacdes nessas condigdes pela
fermentacao alcodlica de agucares (1 glicose— 2 etanol + 2CO, + 2H,0) (Jobim
& Gongalves, 2003).

Em silagens, tanto a atividade aerdbica quanto a anaerébica sdo
consideradas indesejaveis. Sob as condi¢cdes anaerobicas de silagens as
leveduras fermentam agucares a etanol e CO,. Esse etanol produzido ndo

somente diminui a quantidade de aglicar disponivel para as BAL, mas também
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tem um efeito negativo sobre o sabor do leite. Sob condi¢des aerobicas, muitas
espécies de leveduras degradam o acido latico, causando um aumento do pH da
silagem e promovendo, assim, condigdes para que outros microrganismos

deterioradores se desenvolvam (McDonald et al., 1991).

Segundo Oude Elferink et al. (2000), as populacdes de leveduras na
silagem podem alcangar valores de de 10® ufc/g durante os primeiras semanas de
ensilagem, sendo que esses numeros vdo decrescendo sob condi¢des
prolongadas de estocagem. Os principais fatores que influenciam a
sobrevivéncia de leveduras durante a estocagem sdo o grau de anaerobiose € a
concentragdo de acidos orgénicos. O oxigénio aumenta o nimero de leveduras,
enquanto altos niveis de acido féormico ou acético reduzem sua sobrevivéncia.
Os autores acima citados encontraram contagem total de 960 colonias de
leveduras/g de amostra seca, compreendendo uma populagdo mista de leveduras
dos géneros Candida, Saccharomyces, Trichosporon, Kluyveromyces e
Debaryomyces de silagens de milho puro.

No Brasil, um dos problemas enfrentados com fermentacdo por
leveduras ocorre em silagens de cana-de-agucar, com alto nivel de fermentacdo
alcoolica. Nessas culturas, ha a necessidade de utilizacdo de aditivos que inibam
essa atividade. Bravo-Martins et al. (2006) constataram reducdo, na populacdo
de leveduras em silagens de cana-de-agucar ensiladas por um periodo de 30 dias,
de 6,5 log ufc/g de silagem nas silagens sem aditivos para valores médios de
5,87 e 5,5 log ufc/g, respectivamente, para as silagens adicionadas com 1% de

sulfato de amonio e 1% de uréia.

2.3 Uso de inoculantes no processo de ensilagem

Para que se possa produzir uma silagem de boa qualidade de uma

forrageira, esta deve obedecer a alguns requisitos, como teor de MS adequado no
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momento da ensilagem (30 a 35% de MS); alta concentracdo de carboidratos
soluveis (CHO) e baixo poder tampdo. No entanto, sabe-se que nem todas as
forrageiras apresentam tais caracteristicas em fun¢do da propria planta e/ou das
praticas de manejo. Assim, deve-se langar mdo de algum meio para que o
processo de fermentag@o ndo seja prejudicado.

Os inoculantes bacterianos sdo classificados como estimulantes da
fermentacdo, os quais agem através da adigdo de culturas bacterianas,
constituindo os grupos de aditivos mais utilizados em todo o mundo (McDonald
et al., 1991).

As vantagens de utilizar aditivos bioldgicos sdo a sua seguranga e
facilidade de uso, além de ndo serem corrosivos para o maquinario, nao
poluirem o meio ambiente e serem produtos naturais. Diante disso, existe um
grande numero de estudos relacionados ao uso de inoculantes em silagens; no
entanto, os resultados ainda sdo contraditorios em relacdo a melhoria no
processo fermentativo, no valor nutritivo, na digestibilidade das silagens, no
consumo de MS e no ganho de peso.

Varios fatores podem contribuir para essa grande variabilidade, os quais
estdo relacionados a forragem, como concentragdo de carboidratos
fermenteciveis, teor de umidade, microbiota epifitica, tipo e viabilidade dos
inoculos utilizados e, principalmente, condi¢des de ensilagem.

Quanto aos fatores relacionados aos inoculantes, muitas vezes o
insucesso da inoculacdo das silagens pode ser decorrente da selecdo inadequada
dos microrganismos para o tipo de forragem que se deseja ensilar. Segundo
Whiter & Kung Jr. (2001), o efeito de determinado inoculante pode estar
relacionado as condi¢des da ensilagem, as caracteristicas da cultura e as
caracteristicas especificas de cada cepa. Em um estudo conduzido por esses
autores, verificou-se que as respostas variaram em func¢do do teor de MS da

forragem e da forma de aplicagdo do inoculante. Os autores concluiram que
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esses resultados foram especificos para essa cepa e que os dados ndo devem ser

extrapolados para outros inoculantes.

No Brasil, a maioria dos experimentos que avaliaram inoculantes
microbianos possibilitou a formulagao de conclusdes com base em resultados de
analises quimicas sem, no entanto, fazer um estudo mais detalhado dos
microrganismos envolvidos, levando muitas vezes a confusdo no entendimento
dos resultados. Nos Estados Unidos e Europa, Muck & Kung Jr. (1997), em um
levantamento de dados de 221 experimentos sobre o uso de inoculantes entre os
anos de 1990 a 1995, verificaram que em 60% dos casos houve menores valores
de pH e maior fermentagdo latica; também, em similar propor¢do houve menor
producdo de amdnia, mostrando melhor preservagdo de proteina (148
experimentos). Em aproximadamente 30% dos casos, houve aumento de cinco
unidades percentuais na digestibilidade da MS (82 experimentos); ¢ em 28% de
experimentos estudados, houve acréscimo no consumo.

Segundo Morais (1995), muitos produtos comerciais sdo utilizados como
aditivos sem serem devidamente testados, sendo usados, muitas vezes, de forma
exagerada. Essa falta de informagdes técnicas confiaveis sobre o produto leva o
produtor a substitui¢do de boas técnicas de manejo do silo por aditivos, o que,
certamente, resulta em uma diminuicdo da qualidade do produto ensilado.
Assim, ¢ muito importante que se realizem estudos com inoculantes para
silagens contendo cepas isoladas de silagens produzidas nas condig¢des tropicais.
Segundo Cachpoole & Henzel (1971), existem diferencas entre as bactérias das
silagens tropicais e aquelas das de clima temperado.

A quantidade do produto pode variar de acordo com o tipo de forragem
utilizada. As bactérias mais desejaveis, ou seja, as BAL, durante a ensilagem
estdo normalmente presentes na forragem em um nimero 1000 vezes menor que
seus principais competidores, que sdo os fungos e enterobactérias (McDonald et

al, 1991). Assim, quanto maior o nimero de BAL na forragem no momento da
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ensilagem, menor sera a competigdo com os microrganismos indesejaveis e a
fermentagdo ocorrera de forma satisfatoria. Nesse contexto, muitos inoculantes
contendo BAL homo e heterofermentativas t€m sido desenvolvidos com o

intuito de melhorar o processo de fermentagdo das silagens.

Durante muitos anos a comunidade cientifica dedicou seus estudos ao
desenvolvimento de inoculantes que melhorassem o processo fermentativo
utilizando cepas de BAL homofermentativas, para as quais o acido latico
representa mais que 85% dos produtos finais do metabolismo. Esse acido ¢ mais
eficiente na reducgdo do pH das silagens do que outros acidos produzidos durante
a fermentagdo por BAL; as silagens inoculadas com essas bactérias apresentam
mais rapida queda de pH e menor pH final e, conseqlientemente, sdo mais bem

preservadas.

No entanto, os estudos mostraram que silagens bem preservadas
apresentavam maiores problemas de deterioragcdo aerdbia. Isso foi explicado
pelo fato de essas silagens apresentarem alta concentragdo de acido latico e
carboidrato residual, sendo estes produtos os substratos para o crescimento de
microrganismos de deterioragdo aerobica e também por conterem maior relagdo
acido latico:acido acético. O acido acético ¢ mais eficiente na inibi¢do de fungos
e leveduras; com isso, silagens com maior teor de acido acético apresentam
maior estabilidade aerdbia (McDonald et al, 1991).

A maioria dos trabalhos conduzidos avaliando a adi¢do de BAL ho
mofermentativas mostram que a inocula¢do com bactéria homolatica, na ordem
de 1,5 x 10* a 1 x 10° ufc/g, normalmente causa pequena ou nenhuma melhora
na estabilidade aerdbica das silagens tratadas (Higginbothan et al., 1998; Ranjit
& Kung, 2000). Cai et al. (1999) avaliaram duas cepas, Lactobacillus casei FG 1
e Lactobacillus plantarum FG 10, isoladas de culturas forrageiras para serem
utilizadas como aditivos em silagens de alfafa, sorgo e azevém anual. A adigao

das duas cepas nos dois tipos de silagens resultou em silagens mais bem
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preservadas do que a controle, o que pode ser observado pelo menor pH, menor
contagem de clostrideos e bactérias aerdbicas, menor produgdo de gas e perda de
MS. No entanto, as silagens inoculadas deterioraram mais rapidamente do que as
silagens controle, que apresentaram maiores concentragdes dos acidos acético e
butirico, o que, segundo os autores, contribuiu para aumentar a estabilidade das
silagens controle.

Nos dias atuais, muitos pesquisadores t€m se interessado pelo estudo de
cepas de BAL heterofermentativas, como a cepa Lactobacillus buchneri. Essas
bactérias produzem acido acético, que ¢ um acido eficiente em inibir o
crescimento de leveduras, as quais s@o as principais iniciadoras do processo de

deterioracdo das silagens.

2.4 Inibigdo da deterioracéo aerdbica da silagem

O processo de ensilagem pode ser dividido, basicamente, em quatro
fases: aerobica, de fermentacédo, estavel e abertura ou deteriora¢do aerdbia. Essa
ultima fase se inicia no momento em que o silo ¢ aberto para o fornecimento das
silagens aos animais ou quando o oxigénio penetra no silo por difusdo ou por
danos fisicos do proprio silo. A exposicdo ao oxigénio proporciona o
crescimento de microrganismos aerobios facultativos que sobreviveram inativos
na auséncia do oxigénio. Esses microrganismos utilizam varios substratos
derivados diretamente da forragem ou indiretamente da fermentacdo. Essa fase
esta associada com perdas de nutrientes e € definida como deterioracdo aerobia,
na qual, tipicamente, um ou dois picos de temperatura sdo determinados em
fun¢do da atividade de leveduras e fungos filamentosos (Nishino et al., 2002).

Leveduras e alguns fungos filamentosos sdo os microrganismos mais
importantes envolvidos na deterioragdo aerdbia da silagem, catabolizando acido

latico, propionico e agucares. As leveduras envolvidas parecem compreender
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uma restrita variagdo de géneros utilizadores de acidos, representados por
espécies dos géneros Candida, Endomycopsis, Hansenula e Pichia, enquanto as
utilizadoras de aglcares sdo principalmente espécies dos géneros Torulopsis
(Woolford, 1984).

Anteriormente se pensava que as bactérias tinham um papel secundario
na deterioragdo aerdbica da silagem; porém, segundo McDonald et al. (1991), as
bactérias exercem uma funcdo na deterioragdo das silagens muito mais
importante do que se acreditava. Existem indicacdes de que as principais
bactérias envolvidas na deterioracdo aerdbica das silagens sdo as espécies do
género Bacillus, porém tem sido observado o crescimento de algumas BAL. As
bactérias acido acéticas também podem ter um importante papel na deterioracao
aerdbica das silagens, podendo inicid-la, ja que elas sdo capazes de oxidar
lactato e acetato a CO, e agua. Essas bactérias sdo aerobicas obrigatorias e
tolerantes as condi¢des acidas, encontrando, na silagem, um ambiente propicio
para se desenvolverem (Oude Elferink et al., 2001). As enterobactérias e a
listéria (Listeria monocytogenes) também estdo envolvidas na deterioragdo
aerobica das silagens, existindo uma relagdo direta entre a contaminacdo com
essas duas espécies. A contaminagdo causa degradagdo da silagem e possiveis
prejuizos sanitarios aos animais € a0 homem (Jobim e Gongalves, 2003).

O processo pode ser dividido em duas etapas. O primeiro estddio de
deterioracdo ¢ a deterioracdo oriunda da degradagdo dos acidos organicos
preservantes por leveduras e, ocasionalmente, por bactérias acido acéticas. Isto
pode causar um aumento no pH e, assim, o segundo estadio de deterioragdo ¢
iniciado, sendo associado com o aumento da temperatura e a atividade de outros
microrganismos deterioradores, como bacilos. O tltimo estadio também inclui a
atividade de muitos outros microrganismos aerdbicos, como fungos filamentosos

e enterobactérias (Oude Elferink et al., 2001).
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O principal problema da deterioragdo aerdbica da silagem resulta da
mineralizagdo completa dos nutrientes facilmente oxidaveis a didxido de
carbono e agua pela acdo microbiana em presenca de oxigénio atmosférico.
Quimicamente, esse processo pode ser expresso pela equagdo da respiragdo de
hexoses (CsH ;06 + 60, — 6CO, + 6H,0 + energia) (Guim et al., 2002).

As medidas a serem tomadas para controlar a deterioracdo aerdbica das
silagens inclui os cuidados desde a colheita, picagem e compactagdo até o
fechamento do silo. A compactagdo e o fechamento do silo devem ser efetuados
o mais eficiente e rapidamente possivel para evitar um prolongamento da fase
aerdbica, permitindo rapida queda do pH e inibicdo do crescimento dos
microrganismos indesejaveis. Na maioria dos casos, as leveduras sdo as
responsaveis pela iniciagdo do processo de deteriora¢do. Assim, os métodos que
inibem o seu crescimento sdo eficientes em aumentar a estabilidade aerdbica da
silagem (Driehuis et al., 1999).

Durante o processo de fermentacdo varios compostos sdo produzidos,
sendo dificil a avaliagdo do potencial de cada um, separadamente, em inibir os
microrganismos deterioradores de silagem em experimentos. Danner et al.
(2003) estudaram o efeito de alguns compostos que sdo produzidos naturalmente
em silagens sobre a sua estabilidade, adicionando-os separadamente as mesmas,
em concentragdes que podem ser observadas naturalmente, e comparando-as
com a silagem controle. Os compostos avaliados foram &cido acético, acido
butririco, 1,2-propanodiol, 1-propanol, manitol e frutose. A adicdo de acido
acético puro resultou em aumento da estabilidade aerobica de 79 (35 g/kg) para
339 (79,5 g/kg) horas, enquanto a adi¢do de acido acético tamponado resultou
em aumento de 57 (35 g/kg) para 150 horas (79,5 g/kg). A adigdo de 1-2
propanodiol e 1-propanol as silagens s6 provocou aumento na sua estabilidade
aerébica quando as concentragcdes foram maiores que 45,8 g/kg e 20,0 g/kg,

respectivamente. Entretanto, concentragdes tdo altas desses compostos ndo sdo
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normalmente encontradas em silagens. A adi¢do de 4cido butirico melhorou a
estabilidade aerdbica da silagem; no entanto, a presenca deste acido ¢ indicativa
da presenca de clostrideos, que sdao indesejaveis em silagens. A adicao de frutose
e manitol as silagens reduziu a estabilidade aerdbica das mesmas. Isto ocorreu
porque esses compostos sdo fontes adequadas de carbono para os
microrganismos deterioradores de silagem, como leveduras e fungos
filamentosos.

Estudos tém mostrado que o acido acético é mais eficiente em inibir o
crescimento de fungos do que o acido latico. Assim, cepas de BAL
heterofermentativas que produzem acido acético em adi¢@o ao acido latico tém

despertado a ateng@o dos pesquisadores nos ultimos anos.

2.6 A espécie Lactobacillus buchneri e sua acao sobre a estabilidade aer6bia

das silagens

Lactobacillus buchneri ¢ uma espécie de BAL heterofermentativa
obrigatdria que tem habilidade para metabolizar o acido latico a acido acético e
1,2-propanodiol sob condi¢des anaerébicas. Segundo Oude Elferink et al.
(2001), 1,2-propanodiol é produzido durante a degradacdo anaerdbica do acido
latico e esse processo pode ser marcadamente acelerado no decorrer da
ensilagem, levando a formagdo de maior quantidade daquele composto. Esses
autores sugeriram a estequiometria de degradacdo do acido latico de acordo com
a seguinte equacdo: 1 mol de acido latico— 0,48 acido acético + 1,2-propanodiol
+ 0,04 etanol + 0,52C0O,. Todavia, tem sido mostrado que microrganismos da
silagem podem degradar 1,2-propanodiol a 4cido propidnico e 1-propanol,
resultando no acimulo de 1-propanol na silagem inoculada (McDonald et al.,

1991).
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Danner et al. (2003) observaram que as silagens inoculadas com BAL
homofermentativas (Lactobacillus rhamnosus, Pediococcus pentosaceus e L.
plantarum) apresentaram estabilidade aerdbia menor (26 a 31 horas) que
silagens sem inoculantes (40horas) e silagens inoculadas com BAL
heterofermentativas (274 horas para L. buchneri e 72 horas para L. brevis). As
silagens inoculadas com L. buchneri continham quantidades muito pequenas de
acido latico; no entanto, foram observadas quantidades altas de acido acético e
também quantidades significativas de 1,2-propanodiol. Esses dados mostram
que a estabilidade aerdbia esta mais relacionada com a concentra¢do de 4cido
acético do que com a de acido latico e o pH final. Esses autores também
avaliaram o efeito de trés compostos, isolados na inibi¢do de duas espécies de
leveduras e duas de fungos, e observaram que o acido acético foi muito eficiente
na inibi¢do do crescimento de leveduras e fungos filamentosos.

Em geral, silagens inoculadas com L. buchneri apresentam contagem
mais alta de BAL e pH mais alto em face da conversao do acido latico em acidos
acético e propidnico e alcoois, sendo que estes dois acidos possuem um valor de
pKa mais alto que o acido latico (Driehuis et al., 1999). Os autores concluiram,
entdo, que ha um aumento na conversdo do acido latico para acido acético a
medida que o pH ¢é reduzido. Torna-se muito importante conhecer o efeito do pH
nessa conversdo para se obterem informagdes sobre o momento em que o

processo se inicia dentro das silagens tratadas (Oude Elferink et al., 2001).

Segundo Danner et al. (2003), a atividade antimicrobiana do acetato ou
lactato € causada por moléculas acidas ndo dissociadas lipofilicas que penetram
no plasma da membrana bacteriana. A dissociagdo dessas moléculas dentro da
célula promove liberagdo de protons, acidifica o citoplasma e prejudica o
crescimento microbiano. A caracteristica de prote¢do através da presenga do
acido acético ocorre ndo pela morte dos microrganismos, mas pela inibicdo do

seu crescimento.
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O efeito antimicrobiano de um acido orgénico depende do seu pKa e do
pH do meio. O acido latico tem um pKa de 3,86, sendo mais forte que o acido
acético, que tem um pKa de 4,75. Isso resulta em uma mais alta atividade
antimicrobiana do 4cido acético em ambientes onde os valores de pH sdo baixos
(cerca de pH 4,0), visto que mais alta propor¢ao do acetato ndo ¢ dissociada.

Varios autores tém explicado o efeito do L. buchneri sobre a estabilidade
aerobia das silagens pelo fato de que sua inoculagdo diminui a atividade das
leveduras (Driehuis et al., 1999; Nishino et al., 2002, Ranjit ¢ Kung Jr., 1999).
De acordo com os autores, as leveduras foram afetadas de duas formas:
primeiramente, a sobrevivéncia das leveduras durante a fermentacdo foi
reduzida, resultando em substancial mais baixa contagem nas silagens
inoculadas que na controle; posteriormente, o crescimento durante a exposi¢ao

ao ar foi completamente inibido.

2.7 Efeito da silagem inoculada com |. buchneri sobre o seu consumo pelos

animais

Uma preocupagdo com relagdo ao uso de L. buchneri como inoculante
para silagem ¢ a possibilidade de redugdo da ingestdo de MS pelos animais em
razao da alta concentracdo de acido acético. Todavia, estudos anteriores
sugeriram que o acido acético por si s6 pode ndo ser o fator primario que causa
reducdo do consumo. Segundo Nussio et al. (2003), houve correlagdo negativa
entre a concentracdo do total de acidos orgénicos da silagem e o consumo
voluntario pelos animais. Entretanto, as correlagdes com cada acido organico
individualmente ndo foram significativas, sugerindo que a acidez titulavel total ¢
mais importante que a contribuigdo especifica de cada acido organico.

Ranjit e Kung Jr. (2002), avaliando o consumo de silagens de milho

inoculadas com L. buchneri em silos de escala de fazenda e na concentragio de
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4 x 10° ufc/g, notaram que a inoculagdo ndo causou nenhum efeito sobre o
consumo de MS; no entanto, ovinos alimentados com essa dieta ganharam mais
peso por dia (140 g/dia) do que aqueles alimentados com silagem nao tratada (83
g/dia). A adigdo de L. buchneri a silagem de milho ndo causou nenhum efeito
sobre o consumo ou producdo de leite por vacas leiteiras alimentadas com essa
silagem. Nesse estudo, a silagem controle (sem inoculante) continha, em média,
12,2 g/kg de MS de acido acético e 7,1 log ufc/g de leveduras, enquanto a
silagem inoculada continha 18,5 g/kg de MS de acido acético e 5,7 log ufc/g de
leveduras (Driehuis et al.,1999b).

Pedroso (2003), avaliando 4 tipos de ragcdo compostas com silagem de
cana controle (sem aditivos); uréia (0,5% da MV); benzoato de sodio (0,1% da
MV) e Lactobacillus buchneri (3,64 x 10° ufc/g MV), concluiu que houve
tendéncia de maior ingestdo de MS (9,60 kg/dia), maior ganho de peso médio
diario (aumento de 32%) e melhor conversdo alimentar (7,72) das silagens com
L. buchneri em relagéo ao controle (9,37).

Os resultados supracitados mostram que silagens tratadas com L.
buchneri, com mais altas concentragdes de acido acético, ndo deprimem a
ingestdo de MS pelos animais.

E sabido que uma extensiva fermentagdo heterolatica aumenta as perdas
de matéria seca durante a ensilagem; no entanto, ¢ preciso avaliar se essas perdas
sdo mais expressivas do que as decorrentes da deterioracdo aerdbica ou, no caso

da silagem de cana, da produg¢ao de etanol.
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ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS
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RESUMO

Os inoculantes microbianos sdo um dos aditivos mais utilizados em silagens em
funcdo da seguranga e facilidade no seu uso. No entanto, para o sucesso da
aplicagdo de inoculantes microbianos em silagens, deve haver compatibilidade
entre a forragem e os microrganismos utilizados. Esse trabalho teve como
objetivos isolar, caracterizar e identificar uma cepa bacteriana classificada como
L. buchneri da silagem em cana-de-agucar. Para tanto, foram coletadas 80 g de
amostras de silagem de cana pura aos 5, 20, 40 ¢ 80 dias de fermentagdo,
misturadas com 720 ml de agua peptonada estéril e agitadas durante 20 minutos.
A partir do extrato obtido foram preparadas dilui¢des decimais de 10" a 10° ¢
feito plaqueamento em meio MRS. As placas foram incubadas a 30°C por 24-48
horas. Apos esse periodo foi escolhida, para morfologia de coldnia, uma placa e
diluicdo cuja contagem esteve entre 30 e 300 coldnias. Os isolados selecionados
foram purificados e submetidos aos de testes especificos coloracdo de gram,
catalase, motilidade e producdo de gas a partir da glicose para classifica¢ao das
mesmas quanto ao género. Para identificagdo das espécies foi utilizado o sistema
API (BioMerieux, Marcy 1'Toile, France). Ao final foram obtidos 72 isolados,
todos classificados como pertencentes ao género Lactobacillus. Destes, apenas
13 (18%) produziram gas e foram identificados. Nos isolados identificados
foram encontradas 3 espécies diferentes, L. plantarum (1 isolado), L. buchneri (2
isolados) e L. brevis (8 isolados), e 2 cepas ndo foram identificadas. Com isso,
sugere-se que a espécie L. brevis é a bactéria heterofermentativa dominante
durante a fermentagao da silagem de cana-de-agtcar.
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ABSTRACT

Microbial inoculants are one of the additives most utilized in silages as related
with safety and ease of use. Nevertheless, for the successful application of
microbial inoculants in silages, there must be compatibility between the forage
and microorganisms utilized. It was aimed by this work to isolate, characterize
and identify a bacterial strain classified as L. buchneri of sugarcane silage. So,
80 g of plain sugar cane silage at 5, 20, 40 and 80 days of fermentation, mixed
with 720 ml of sterile peptonized water and shaken for 20 minutes were
collected. From the extract obtained, decimal dilutions of 10™ to 10 and plating
in MRS medium were prepared. The dishes were incubated at 30°C for 24-48
hours. After this period, for colony morphology, dish and dilution were chosen
that count of which lay between 30 and 300 colonies. The selected isolates were
purified and submitted to the specific tests: gram coloration, catalysis, motility
and gas production from glucose for classification of them at the genus level.
For identifying the species, the API system (BioMerieux, Marcy ['Toile, France)
was utilized. At the end, 72 isolates were obtained, all of them being classified
as belonging to the genus Lactobacillus. Out of these, only 13 (18%) produced
gas and were identified. In the isolates identified, 3 different species, L.
plantarum (1 isolate), L. buchneri (2 isolates) and L. brevis (8 isolates) were
found and 2 strains were not identified. From this, it is suggested that the species
L. brevis is the heterofermentative bacterium dominant during the fermentation
of sugar cane silage.
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1 INTRODUCAO

As bactérias do acido latico (BAL) sdo um grupo de bactérias que tem
como caracteristica mais importante a produg@o de acido latico como principal,
ou unico, produto do seu metabolismo. Sdo bactérias gram positivas,
microaerofilicas, usualmente ndo moéveis e nio esporulantes. E o principal grupo
de microrganismos que atua no processo fermentativo para conservacdao da
massa ensilada. Dentre as BAL, as mais importantes envolvidas com o processo
de fermentagdo da silagem sdo as dos géneros Lactobacillus, Streptococcus,
Pediococcus, Enterococcus, Lactococcus e Leuconostoc. Segundo Hammes et
al. (1991), na silagem ocorre uma sucessdo de géneros e espécies de BAL. No
estagio inicial, as bactérias pertencentes ao género Streptococcus dominam o
processo, seguidas por Leuconostoc, Lactobacillus e Pediococcus, que sdo mais

resistentes as condigdes acidas.

Os lactobacilos tem, tipicamente, forma de bacilos, variando de longos e
finos a curtos e curvados. A maioria das espécies ¢ homofermentativa, mas
algumas sdo heterofermentativas. Os lactobacilos sfo usualmente mais
resistentes as condicdes acidas do que as outras BAL, podendo crescer bem em
pH em torno de 4,0 a 5,0. Por causa disso eles podem ser isolados de materiais
naturais pelo uso de meios contendo carboidratos com pH baixo. Essa resisténcia
a acidez faz com que os lactobacilos possam continuar crescendo durante
fermentacdes laticas naturais, nas quais os valores de pH reduzem a valores tdo
baixos que outras bactérias ndo podem crescer. Sendo assim, os lactobacilos sao

geralmente responsaveis pelos estadios finais da maioria das fermentagdes
laticas (Madigan et al., 1997).

Durantes muitos anos, a comunidade cientifica voltou seus estudos para
o desenvolvimento de inoculantes que melhorassem o processo fermentativo
utilizando cepas de BAL homofermentativas, para as quais o acido latico
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representa mais que 85% dos produtos finais do seu metabolismo (McDonald et
al., 1991), sendo este acido mais eficiente na redu¢ao do pH das silagens do que
outros acidos produzidos durante a fermentagao por BAL; as silagens inoculadas
com estas bactérias apresentam mais rdpida queda e menor pH final e sdo,
conseqlientemente, mais bem preservadas (Bolsen, 1995). Todavia, os estudos
mostraram que silagens bem preservadas apresentavam maiores problemas de
deterioracdo aerdbia (Cai et al., 1999; Ranjit & Kung, 2002). Isso foi explicado
pelo fato de estas silagens apresentarem alta concentragdo de acido latico e
carboidrato residual, substratos para crescimento de microrganismos de
deterioracdo aerobia, e também por conterem maior relagdo acido latico:acido
acético. O acido acético é mais eficiente na inibi¢do de fungos filamentosos e
leveduras; com isso, silagens com maior teor de acido acético apresentam maior

estabilidade aerébia (Danner et al., 2003).

Nos dias atuais, muitos pesquisadores voltaram-se para o estudo de
cepas de BAL heterofermentativas como a cepa Lactobacillus buchneri, que tem
habilidade para metabolizar o acido latico a acido acético e 1,2-propanodiol sob
condi¢des anaerobicas (Filya, 2003; Driehuis et al., 1999; Oude Elferink et al.,
2001; Pedroso et al., 2005).

Os inoculantes microbianos sdo um dos grupos de aditivos mais
utilizados em silagens em todo o mundo. As vantagens de utilizar aditivos
bioldgicos s3o a sua seguranca e facilidade de uso, além de ndo serem corrosivos
para o maquinario, ndo poluirem o meio ambiente e serem produtos naturais

(McDonald et al., 1991).

No Brasil ja foram realizados varios trabalhos com a utilizagdo de
inoculantes, obtendo-se resultados positivos e negativos. Muitas vezes o
insucesso da inoculagdo das silagens pode ser devido a selecdo inadequada dos
microrganismos para o tipo de forragem que se pretende ensilar. Segundo

Morais (1995), muitos produtos comerciais sdo utilizados como aditivos sem
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serem devidamente testados e, por vezes, de forma exagerada. A falta de
informagoes técnicas confiaveis sobre o produto leva o produtor a substituicdo
de boas técnicas de manejo do silo por aditivos, o que certamente resulta em
uma diminui¢do da qualidade do produto ensilado. Assim, ¢ muito importante
que se realizem estudos com inoculantes para silagem contendo cepas isoladas
de silagens produzidas nas condi¢des tropicais, pois existem diferengas entre as
bactérias que crescem em silagens tropicais e aquelas de clima temperado
(Cathpoole & Henzel, 1971).

Segundo Muck (2001), um dos fatores determinantes para o sucesso da
aplicagdo de inoculantes microbianos em silagens ¢ a compatibilidade entre a
planta e os microrganismos utilizados. Hill (1989) isolou trés cepas de
Lactobacillus plantarum de milho, alfafa e sorgo, que foram aplicadas nas
respectivas espécies de plantas por ocasido da ensilagem, e verificou que a
estirpe dominante em cada silagem foi a natural de cada planta. Isto indica que a
cepa de um determinado inoculante cresce melhor na espécie forrageira em que

foi encontrada.

Esse trabalho teve como objetivos isolar, caracterizar e identificar uma
cepa de L. buchneri da silagem de cana-de-aglicar para uso como inoculante em

silagens posteriores.

34



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem e contagem do ndimero de bactérias do &cido latico

Para isolamento da bactéria, a cana-de-acucar foi colhida de um canavial
estabelecido em 4area pertencente 8 UFLA, com aproximadamente 12 meses de
idade, na estagdo seca, quando apresentava alto teor de carboidratos soliveis. A
colheita foi feita com facdo e o material, picado em maquina estacionaria,
proporcionando particulas de 10 a 30 mm para a produgao da silagem.

Em seguida processou-se a ensilagem em silos de PVC com didmetro de
10 cm e altura de 80 cm, adaptados com valvula tipo Bunsen, com capacidade
para aproximadamente 2,5 a 3 kg de silagem, sendo entdo utilizada uma
densidade de compactacdo dos silos de aproximadamente 600 kg de forragem
por m®. Foram ensilados, no total, oito silos, dois para cada época de abertura (5,
20, 40 e 80 dias de fermentagdo).

Por ocasido das épocas de abertura, retirou-se uma amostra de 80g da
silagem em cada silo, a qual foi colocada assepticamente em Erlenmeyers com
720ml de agua peptonada estéril (1% de peptona), esterilizada a 121°C/ 15
min.), e agitadas durante 20 minutos. A partir do extrato obtido, foram
preparadas diluigdes decimais de 10" a 10, Para determinacio da contagem
total de bactérias, foi tomado 0,1 ml de cada dilui¢do, em triplicata, o qual foi
espalhado com al¢a de Drigalsky em meio MRS (Tabela 15A), acrescido de
nistatina (4 ml por litro de meio), para contagem de bactérias do acido latico. As
placas foram incubadas a 30°C e a contagem total de bactérias foi realizada apos

24-48 horas de incubagao.
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2.2 Isolamento e identificacdo dos microrganismos

A partir da contagem total foi escolhida, para morfologia de colonia,
uma placa e dilui¢@o cuja contagem esteve entre 30 e 300 coldnias. O numero de
isolados selecionados para identificacdo foi determinado calculando-se a raiz
quadrada do numero total de isolados contados conforme mencionado no
Bacteriological Manual for Foods (FDA, 1972). A morfologia de col6nia incluiu
as seguintes caracteristicas observadas: tamanho da coldnia (analise comparativa

com outras coldnias presentes naquele meio), forma, elevagao, cor e bordo.

Apos a selegdo dos isolados a serem identificados estes foram repicados,
por meio de estrias compostas, até que as colonias nas placas estivessem puras, o
que foi avaliado em microscépio. Os isolados foram purificados e, das culturas
puras de bactérias, foram realizados testes de coloragdo ferencial de Gram. Os
microrganismos Gram-positivos foram submetidos a realizagdo de testes
especificos: catalase, motilidade e producdo de gas, a partir da glicose
(Macfaddinn, 1980).

A identificagdo quanto ao género foi feita com base nos testes acima
citados, utilizando tabelas e chaves diferenciais (Hammes et al., 1992; Silveira,
2001). As bactérias que produziram gas a partir da glicose, ou seja,
heterofermentativas, foram identificadas quanto a espécie utilizando o sistema
API (BioMerieux, Marcy ['Toile, France). Este sistema consiste de uma galeria
chamada API 50 CH, ou seja, uma galeria contendo 50 carboidratos depositados
em microtubos para estudos de fermentacdo, e uma zona de anaerobiose (cipula)
para estudos de oxidag@o. O meio utilizado para crescimento 24 horas antes da
inoculagdo nas galerias foi o meio APl 50 CHL. Os isolados bacterianos
identificados foram transferidos para criotubos contendo MRS liquido,

acrescidos de glicerol para uma concentracao final de 20% e congelados a -80°

C.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os numeros de células viaveis e de morfotipos isolados das silagens de
cana-de-agucar estdo mostrados na Tabela 1. A contagem de BAL foi alta, em
torno de 9 log ufc/g de silagem, e semelhante nos tempos 5, 20 e 40 dias, com
pequena redugdo aos 80 dias (7,8 log ufc/g de silagem). Essa populacdo alta de
BAL em silagem de cana é decorrente da alta concentragdo de carboidratos
soliveis existente nesta graminea, em torno de 30% (Freitas et al. 2006; Pedroso
et al. 2003). Em trabalhos realizados com silagem de cana foram encontrados
populagdes semelhantes de BAL, sendo que, em alguns deles, houve reducao da
populagdo com o decorrer do processo e, em outros, a populacdo continuou
viavel até abertura dos silos. Bravo-Martins et al. (2006) verificaram populagdes
de BAL de 8,5; 6,5; 8,5 e 6,8 log ufc/g de silagem para silagens de cana-de-
acucar com 10, 20, 30 e 40 dias de fermentagdo, respectivamente. Pedroso
(2003) verificou redugdo de 7,8 para 3,6 log ufc/g de silagem durante 110 dias
de fermentagdo, o que o autor atribuiu a inibicdo das BAL pelo préprio acido
latico produzido.

O numero de morfotipos diferentes encontrados em cada tempo de
abertura variou de 4 a 6 (Tabela 1). Nao foram encontrados trabalhos
envolvendo a caracterizagdo de morfotipos de bactérias em silagens de cana com
base no aspecto visual das colonias. As caracteristicas visuais avaliadas foram
tamanho, cor, forma, bordo, elevacdo e textura. Estas caracteristicas ndo serdao
aqui discutidas porque foram utilizadas somente com o intuito de escolher
isolados representativos de cada morfotipo diferente, para a identificagdo da
espécie desejada (L. buchneri), e ndo de comparagdo entre tratamentos ou de
descrever a diversidade de bactérias em silagens de cana. Contudo, ao final de

todos os tempos de abertura foram obtidos 72 isolados para serem identificados.
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TABELA 1- Valores do nimero de células, nimero de morfotipos diferentes
caracterizados e numero de isolados das silagens de cana-de-
acucar em diferentes periodod de fermentagdo

Numero de isolados
heterofermentativos

Tempo de Numero de células (log da

fermentacao ufc/g de silagem) média Namero de Numero de

(dias) de 2 silos morfotipos isolados
5 9,973 6 22 6 (27%)
20 9,394 5 18 2 (11%)
40 9,134 4 12 4 (33%)
80 7,875 7 20 2 (10%)
Total 72 13 (18%)

3.1 Testes bioquimicos para identificacéo das espécies de bactérias

Todos os 72 isolados das silagens de cana foram classificados como
bactérias gram positivas com forma de bacilo, catalase, oxidase ¢ motilidade
negativas. Com base nas chaves de identificagdo propostas por Hammes et al.
(1992), Silveira (2001) propds um esquema de agrupamento dos
microrganismos, com base no qual todos os isolados foram identificados como
pertencentes ao género Lactobacillus, podendo ser homofermentativos,
heterofermentativos facultativos ou heterofermentativos obrigatérios. Como o
intuito do trabalho era somente encontrar, entre as populagdes de BAL das
silagens de cana-de-agticar, uma cepa que fosse identificada como L. buchneri,
que ¢ uma espécie de lactobacilos hetrofermentativa obrigatéria; somente os

isolados que produziram gas foram identificados quanto a espécie.

Do total de 72 isolados, apenas 13 (18%) produziram gas e foram
identificados. Nos isolados identificados foram encontrados 3 espécies
diferentes, L. plantarum (1 isolado), L. buchneri (2 isolados) e L. brevis (8
isolados), e 2 cepas ndo foram identificadas (Tabela 2).

Sobre esses resultados podem ser feitas algumas observagoes, entre as
quais a de que as BAL mais ativas durante a fermentagdo da silagem de cana
pertencem ao género Lactobacillus. Segundo Hammes et al. (1992), na silagem

ocorre uma sucessdao de BAL. No estagio inicial, as bactérias pertencentes ao
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género Streptococcus dominam o processo, seguidas por Leuconostoc,
Lactobacillus e Pediococcus, que sdo mais resistentes as condigdes acidas;
porém, com o decorrer do processo, até as BAL pertencentes ao género
Lactobacillus vao perdendo a viabilidade e alguns microrganismos
especializados, tais como Lactobacillus buchneri, continuam ativos em um
baixo nivel (Oude Elferink et al., 2000). Entretanto, ha que se considerar que, no
caso da cana, o pH cai muito rapido. No presente experimento, com apenas 5
dias o pH ja era de 3,5. Nesse caso, ¢ provavel que ja tivesse ocorrido a sucessao
microbiana e somente os lactobacilos estavam ativos.

Outra observacdo importante refere-se ao fato de que 82% das bactérias
isoladas foram BAL homofermentativas. Em trabalho conduzido por Santos et
al. (2006), identificando BAL presentes na microbiota epifitica dos capins
Mombaga e Braquiaria, verificou-se que a espécie predominante era L.
plantarum. No presente estudo, somente foi identificado 1 isolado como L.
plantarum. Entretanto, isso ndo significa que esta bactéria teve menor
incidéncia, pois neste trabalho somente foram identificadas as bactérias
heterofermentativas, ¢ como a espécie L. plantarum ¢ heterofermentativa
facultativa, e portanto pode produzir gas em certas situagoes, ela foi identificada.
Porém, estes dois trabalhos ndo podem ser comparados, pois Santos et al. (2006)
identificaram bactérias da microbiota epifitica e no presente trabalho foram
identificadas bactérias durante o processo de fermentacdo; além disso, foram

estudadas espécies forrageiras diferentes.

A espécie de bactéria heterofermentativa dominante foi a espécie L.
brevis (Tabela 2), que também ¢é heterofermentativa obrigatoria, com padrao
fermentativo muito semelhante a espécie L. buchneri. Danner et al. (2003),
avaliando a estabilidade aerdbia de silagens inoculadas com as espécies L.
buchneri e L. brevis, verificaram maior estabilidade aerdbia para as silagens com

L. buchneri. Estes dados sugerem que a inoculagdo com L. buchneri pode
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melhorar a estabilidade devido ao fato de estas bactérias estarem presentes em
pequena quantidade nas silagens.

A cepa utilizada nos estudos posteriores de fermentagdo das silagens de
cana-de-agucar e capim-mombaca foi a cepa UFLA 72 SIL, identificada como
Lactobacillus buchneri, a qual, das cepas identificadas como pertencentes a esta
espécie, foi a unica que mostrou maior porcentagem de identificacdo pelo
Software API. A cepa em questdo foi isolada de uma silagem de cana-de-agticar
sem aditivos, com pH 3,5 e 80 dias de fermentacao.

TABELA 2 —Isolado, espécie bacteriana e porcentagem (%) de identificagdo de
bactérias heterofermentativas isoladas da silagem de cana-de-

agucar.
Isolado Espécie % de identificacdo

UFLA 1 SIL Lactobacillus plantarum 1 99,9
UFLA 10 SIL Nao identificavel

UFLA 13 SIL Lactobacillus brevis 3 78,4
UFLA 14 SIL Lactobacillus buchneri 80,6
UFLA 20 SIL Lactobacillus brevis 3 88,8
UFLA 26 SIL Lactobacillus brevis 3 80,7
UFLA 40 SIL Lactobacillus brevis 3 98,3
UFLA 41 SIL Lactobacillus brevis 3 99,8
UFLA 44 SIL Nao identificavel

UFLA 47 SIL Lactobacillusbrevis 3 99,9
UFLA 48 SIL Lactobacillus brevis 3 99,8
UFLA 65 SIL Lactobacillus brevis 3 939
UFLA 72 SIL Lactobacillus buchneri 99,9
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4. CONCLUSOES

As bactérias pertencentes ao género Lactobacillus foram as mais ativas
durante a fermentagdo da silagem de cana-de-agucar, sendo L. brevis a bactéria
heterofermentativa dominante. Os dados sugerem que a inoculagdo com L.
buchneri pode melhorar a estabilidade aerdbia porque estas bactérias estdo

presentes em pequena quantidade nas silagens de cana-de-acucar.
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CAPITULO 3

PERFIL DE FERMENTACAO E ESTABILIDADE
AEROBIA DAS SILAGENS DE CAPIM-MOMBACA
TRATADAS COM L. buchneri
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RESUMO

A adicdo de lactobacillus em silagens de gramineas ¢ feita com o intuito de
aumentar a competitividade pelas BAL em relagdo a outros microrganismos
indesejaveis, melhorando a sua qualidade fermentativa e sanitaria, tanto durante
0 processo aerobico quanto o anaerobico. Esse trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito da adi¢do de duas cepas de L. buchneri, uma proveniente de um
inoculante comercial e outra isolada da silagem de cana-de-agticar (Saccharum
spp.), sobre o perfil de fermentacdo e estabilidade aerdbia das silagens de capim-
mombaca. O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado, com trés silagens (sem inoculante e com inoculantes experimental e
comercial) e seis tempos de abertura dos silos (0, 3, 10, 30, 60 e 90 dias). Para
avaliagdo da estabilidade aerébia utilizou-se. Também. um delineamento
inteiramente casualizado com trés repeticdes, com parcelas subdivididas no
tempo, em um esquema do tipo 6 x 4, ou seja, trés silagens (silagens sem
inoculantes e com inoculante experimental e comercial) e quatro tempos de
avaliacdo aerobica das silagens (0, 2, 8, e 10 dias apds a abertura dos silos).
Apds um periodo de ensilagem de 90 dias, os silos foram abertos e destes foram
retiradas amostras de cerca de 3,0 kg para avaliagdo da estabilidade aerdbica
com base na temperatura e nas modificacdes quimicas e microbiologicas
ocorridas. A adicdo do inoculante influenciou as modificagdes ocorridas ao
longo do perfil de fermentagdo para a maioria das variaveis estudadas.
Entretanto, a composi¢@o quimica final da silagem nao foi alterada, com valores
médios de MS, PB, FDN e FDA, respectivamente, de 26,6; 7,03; 68,5 e 40,5%.
Os dois inoculantes inibiram crescimento de leveduras e fungos filamentosos,
porém o inoculante comercial foi mais eficiente até o final do processo, quando
estas populagdes estiveram abaixo do nivel minimo de deteccdo (2,0 log ufc/g).
A inoculagdo influenciou o perfil de produ¢do dos 4cidos graxos volateis, mas
ao final do processo as silagens sem inoculante apresentaram maior
concentragdo de 4cido latico e acético e menores de acidos propidnico e butirico.
As silagens mostraram altos valores de pH e concentragdes de nitrogénio
amoniacal e dcido butirico. Assim que os silos foram abertos, foram verificadas
modificagdes nas silagens, com aumento nas popula¢des de BAL, leveduras e
fungos filamentosos. Também foram verificados aumentos dos valores de pH,
resultante da redugdo da concentracdo dos acidos orgénicos, ¢ aumentos dos
teores de MS e PB. A adi¢do de L. buchneri as silagens melhorou a sua
estabilidade, ndo havendo aquecimento durante todo o periodo avaliado, o que
foi conseqiiéncia de uma associagdo de altas concentracdes de acido acético ao
acido propidnico e a menor concentragdo de acido latico no momento de
abertura dos silos.
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ABSTRACT

Addition of Lactobacillus in grass silages is done with the purpose of increasing
the competitiveness of LABs in relation to the other undesirable
microorganisms, improving their fermentative and sanitary quality, both during
the aerobic and anaerobic process. It was aimed by this work to evaluate the
effect of the addition of two strains of L. buchneri, one coming from a
commercial inoculant and the other isolated from sugar cane silage (Saccharum
spp.) on the fermentation profile and aerobic stability of the Mombaca grass
silages. The experiment was conducted in a completely randomized design with
three silages (without inoculant and with experimental and commercial
inoculants) and six times of silo-opening (0, 3, 10, 30, 60 and 90 days). For
evaluation of the aerobic stability, a completely randomized design with three
replicates with splitplot in time in a 6 x 4 type scheme, that is, three silages
(silages without inoculant and with experimental or commercial inoculants) and
four times of aerobic evaluation of the silages (0, 2, 8, and 10 days after the
opening of the silos) was also utilized. After an ensiling period of 90 days, the
silos were opened and from these were removed samples of about 3.0 kg for
evaluation of the aerobic stability on the basis of temperature and chemical and
microbiological modifications occurred. The addition of the inoculant influenced
the modifications occurred along the fermentation profile for the majority of the
variables studied. However, the final chemical composition of the silage was not
altered, with average values of DM, CP, NDF and ADF, respectively of 26.6;
7.03; 68.5 and 40.5%. The two inoculants inhibited the growth of yeasts and
filamentous fungi, but the commercial inoculant was the most efficient till the
end of the process when these populations were bellow the minimum detection
level (2.0 log cfu/g). Inoculation influenced the profile of volatile fatty acid
production, but at the end of the process, the silages without any inoculant
presented increased concentration of lactic and acetic acids and lower of
propionic and butyric acids. The silages showed high pH wvalues and
concentrations of ammonium nitrogen and butyric acid. As soon as the silos
were opened, modifications in the silages were found, with increases in the
populations of LAB, yeasts and filamentous fungi. Also, increase of the pH
values resulting from the reduction of the concentration of organic acids,
increases of the contents of DM and CP were also verified. The addition of
L.buchneri to the silages improved their stability, there being no heating
throughout the evaluated period, which was a consequence of an association of
high concentration of acetic acid, associated with propionic acid and lower
concentration of lactic acid at the moment of silo-opening.
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1 INTRODUCAO

A gramineas do género Panicum sdo indicadas para a conservagdo por
meio da ensilagem como forma de aproveitar o excedente de forragem
produzido na época das chuvas. Segundo Pereira et al. (2006), a utilizacdo da
forragem por meio do pastejo ¢ a forma mais barata de suplementagdo para os
animais, cujo custo correponde a cerca de metade daquele requerido para a
conservacdo de forragens. No entanto, em decorréncia da estacionalidade de
producdo das forrageiras, que faz com que na maioria das regides pastoris do
Brasil ocorra a disponibilidade de boa forragem apenas por seis meses, agravada
pela desuniformidade do pasto decorrente do pastejo, torna-se altamente
interessante a pratica de conservagdo do excedente de produgao.

O capim-mombaca (Panicum maximum Jacq. Cv Mombaga) ¢ uma das
cultivares mais produtivas do género Panicum, sendo muito utilizada para
pastejo em fung¢do das boas respostas a adubagdo nitrogenada e a alta capacidade
suporte da pastagem (Jank, 1995). E uma cultivar de alta produtividade,
produzindo 165 t/ha ano de matéria verde, e tem elevada porcentagem de folhas
no ano (86,9%). Os teores de proteina bruta (PB) nas folhas e nos colmos,
obtidos na avaliagdo do Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte
(CNPGC) EMBRAPA, foram de 13,4 ¢ 9,7%, respectivamente (Savidan, 1990).

Para que se possa produzir uma silagem de boa qualidade de uma
forrageira, esta deve atender alguns requisitos, tais como teor de MS adequado
no momento da ensilagem (30 a 35%); alta concentragdo de carboidratos
solaveis (CHOs) e baixo poder tampao (PT). As gramines de clima tropical, em
geral, devem ser colhidas no estddio mais jovem de desenvolvimento para que
fornegam alimento de melhor valor nutritivo. Neste estadio as plantas
apresentam baixos teores de MS e de CHOs. No entanto, estudos mostraram que

as gramineas do género Panicum ndo apresentam limitagdes ao processo de
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ensilagem, uma vez que os teores de MS, CHOs e poder tampao ndo foram
limitantes ao processo fermentativo, comprovado pelos baixos teores de

nitrogénio amoniacal apresentados pelas silagens (Coan, 2000; Avila, 2002).

Apesar de alguns trabalhos demonstrarem que gramineas do gé€nero
Panicum possam ser ensiladas sem aditivos, tem sido observado que estes
podem melhorar a qualidade do processo fermentativo. Dentre os inumeros
aditivos disponiveis, os inoculantes microbianos sdo classificados como
estimulantes de fermentagdo (McDonald et al., 1991). Estes constituem um dos
grupos de aditivos mais utilizados em todo o mundo pela seguranga e facilidade
de uso, além de ndo serem corrosivos para o maquinario, ndo poluirem o meio
ambiente e serem produtos naturais. Diante disso, existe um grande nimero de
estudos relacionados ao uso de inoculantes em silagens; no entanto, os
resultados ainda sdo contraditorios em relagdo a melhoria no processo
fermentativo, valor nutritivo, digestibilidade das silagens, consumo de MS e
ganho de peso dos animais.

Até alguns anos atras, a maioria dos inoculantes microbianos existentes
no mercado continham somente bactérias acido laticas (BAL)
homofermentativas, que sdo mais eficiente na redugdo do pH, restringindo a
degradagdo protéica e reduzindo as perdas de MS durante o processo
fermentativo. Entretanto, os estudos mostraram que silagens bem preservadas
apresentavam maiores problemas de deterioragdo aerobia. Nos dias atuais,
muitos pesquisadores tém se voltado para o estudo de cepas de BAL
heterofermentativas, como a cepa Lactobacillus buchneri. Estas bactérias
produzem maior concentracdo de acido acético em relacdo ao acido latico, sendo
este um acido eficiente para inibir o crescimento de leveduras, que s2o as
principais iniciadoras do processo de deterioracdo das silagens (McDonald et al.,

1991).
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Varios trabalhos conduzidos com a utilizacdo de L. buchneri tém
demonstrado que as silagens inoculadas apresentaram maior teor de acido
acético, menor contagem de leveduras, maiores valores de pH e, principalmente,
maior estabilidade aerobia, sem influenciar negativamente o consumo € a
digestibilidade das silagens (Driehuis et al., 1999; Filya et al., 2002; Kung et al.,
2001).

Apesar de o efeito positivo da adi¢do de L. buchneri ser mais
pronunciado durante a fase aerdbia, torna-se necessario conhecer quais
modificagdes ocorrem durante o processo de fermentagdo de silagens inoculadas
com esses microrganismos. Em silagens de gramineas, nas quais a concentracao
de CHOs em geral ¢ baixa, a adicdo desses microrganismos ¢ feita com o intuito
de aumentar a competicdo pelas BAL em relacdo a outros microrganismos
deterioradores, melhorando a qualidade fermentativa e sanitaria das silagens.
Como essas sao bactérias heterolaticas, pretende-se associar a essa caracteristica
um maior efeito durante a fase aerobia, aumentanto a estabilidade aerdbia das
silagens.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da adigdo de duas cepas de
L. buchneri, uma proveniente de um inoculante comercial e outra isolada da
silagem de cana-de-aglicar (Saccharum spp.), sobre o perfil de fermentacao e,
também, sobre as variagdes ocorridas apos a abertura dos silos das silagens de

capim-mombaga.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local e periodo

O experimento foi conduzido nos Departamentos de Zootecnia e

Biologia da Universidade Federal de Lavras — MG.

A Estacdo Climatologica Municipal de Lavras, MG, estd situada no
Campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no municipio de Lavras,
Estado de Minas Gerais, em convénio com o Instituto Nacional de Meteorologia
(INMER), a latitude de 21°14” S, longitude de 45°00° W e altitude de 918,84 m
(Brasil, 1992). Segundo classificacdo internacional de Koppen, o clima da regido
¢ do tipo Cwa, subtropical com verdo quente e chuvoso e inverno frio e seco,
caracterizado por um total de 23,4 mm de chuvas no més mais seco e 295,8 mm
no més mais chuvoso, precipitagdo total anual de 1.529,7 mm e temperaturas
médias maxima mensal igual a 22,1 em fevereiro e minima mensal igual a

15,8°C em julho.

2.2 Delineamento Experimental e Tratamentos

O experimento para avaliagdo do perfil de fermentacao das silagens de
capim-mombaga foi conduzido obedecendo a um delineamento inteiramente
casualizado, com trés repetigdes, e os tratamentos foram dispostos em esquema
fatorial 3 x 5, sendo trés silagens (sem inoculante; com inoculantes experimental
e com inoculante comercial) e cinco tempos de abertura dos silos (0, 3, 10, 30,
60 ¢ 90 dias de fermenta¢do). Os dados foram analisados estatisticamente pelos
procedimentos de analise de varidncia para os experimentos fatoriais. Aqueles

de natureza qualitativa foram comparados por meio do teste Scott-Knott, e os de
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natureza quantitativa foram submetidos ao estudo de regressdo. O modelo linear
estatistico utilizado foi o seguinte:

Yik = p +ai+ bj+ ab; + ejjx , em que:

Yijk € o valor observado na k-ésima repeti¢do do j-ésimo tempo e do i-
ésimo inoculante;

| € uma constante inerente a todas as observagdes;

a; € o efeito do i-ésimo inoculante (i = 1,2,3);

b; € o efeito do j-ésimo tempo de abertura (j = 1,2,3,4,5,6);

ab; € o efeito da interagdo entre o i-ésimo inoculante com o j-ésimo
tempo de abertura;

eijk € o erro associado a observagdo Yy, considerado independente com

média igual a zero e varidncia constante.

O experimento para avaliagdo da estabilidade aerobia das silagens
também foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeti¢des, sendo os fatores dispostos em esquema de parcelas subdivididas no
tempo, com as silagens (sem inoculantes, com inoculante experimental e com
inoculantes comercial) dispostas nas parcelas e os tempos de avaliagdo 0, 2, 6 ¢
10 dias apds abertura dos silos nas subparcelas. O modelo linear utilizado foi o
seguinte:

Yijk =u+atemt di + Cjk T ady + Cijk, €M que:

Yijk € o valor observado na k-ésima repeti¢do do j-ésimo tempo e do i-
ésimo inoculante;

1 € uma constante inerente a todas as observacdes;

a; € o efeito do i-ésimo inoculante (tratamento da parcela);

€ji) € 0 erro experimental associado a parcela;

dy ¢é o efeito do k-ésimo dia de avaliagdo (tratamento da subparcela);
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eji) = erro associado aos tratamentos da subparcela (dias);

ad;, € o efeito da interacdo entre o i-€simo inoculante com o k-ésimo dia
de avaliagdo;

eijk € o erro associado a observacdo Yy, considerado independente, com

média igual a zero e varidnia constante.

2.3 Preparo da forragem para ensilagem

Foi utilizada uma area de capim-mombaca (Panicum maximum Jacq. cv.
Mombaga) ja estabelecida. Com base na andlise quimica do solo foi feita a
correcao da acidez, apds um corte de uniformizagdo, para elevar a saturagdo por
bases para 60%. Em janeiro de 2006 foi feito um corte de uniformizacdo com
rocadeira costal a uma altura de aproximadamente 20 cm do nivel do solo,
seguido da adubagdo conforme recomendacdo da Comissdo de Fertilidade do
Solo do Estado de Minas Gerais (1999). Apds 60-65 dias de rebrota, a forragem
foi colhida com rogadeira costal e picada em maquina estacionaria,

proporcionando particulas de 10 a 30 mm para a ensilagem.

2.4 Preparo dos inoculantes

Os inoculantes foram previamente preparados no Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Biologia da UFLA. O inoculante
experimental consistiu da bactéria Lactobacillus buchneri, isolada de uma
silagem de cana-de-aglicar como especificado no Capitulo 2. Ja o inoculante
comercial empregado foi o inoculante Pioneer 11A44TM (Pioneer Hi-Bred
International, Inc., Des Moines, 1A, USA), que contém a bactéria L. buchneri na

concentragio 10" ufc/g do produto.
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O inoculante comercial foi adicionado de acordo com a recomendagio
do fabricante de 8 log ufc/kg ou 5 log ufc/g de forragem. Para tanto, foi pesado
0,003g do inoculante, o qual foi misturado com 80 ml de 4gua destilada estéril e,

posteriormente, borrifado sobre a forragem no momento da ensilagem.

Para que ambos fossem adicionados com a mesma concentragdo de
células vidveis, foi feita a contagem do numero destas no inoculante
experimental através de plaqueamento em meio MRS (Tabela 15A).
Inicialmente o microrganismo foi cultivado em tubos contendo 2 ml de caldo
MRS por 24 horas; em seguida, foi transferido para tubos contendo 10 ml de
caldo MRS por mais 24 horas e, finalmente, transferido para erlenmeyer com
250 ml de caldo MRS e cultivado por 24 horas. Apds este tempo, foi feita a
contagem do nimero de células, obtendo-se um resultado de 9 log ufc/ml do
caldo. Para cada silo foi retirado, entdo, 0,3 ml do caldo presente no erlenmeyer,
o qual foi, posteriormente, misturado com 80 ml de 4gua destilada estéril e
borrifado sobre 3kg de forragem para ser ensilada. Ao final, o inoculante
experimental foi inoculado em uma concentra¢do de 8 log ugc/kg de forragem,

que corresponde a 5 log ufc/g de forragem.

2.5 Preparo das silagens e formacéo dos tratamentos

A forragem picada foi ensilada em silos de PVC com diametro de 10 cm
e altura de 80 cm, adaptados com valvula tipo Bunsen, com capacidade para
aproximadamente 2,5 a 3 kg de forragem, sendo utilizada uma densidade de
compactagdo de aproximadamente 600 kg de forragem por m’.

Os inoculantes preparados anteriormente foram misturados a forragem
no momento da ensilagem, com auxilio de um borrifador (sendo um para cada

tratamento). Teve-se o cuidado de adicionar a testemunha somente agua
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destilada estéril, na mesma quantidade de agua que foi adicionada junto com os
inoculantes (80 ml).

A forragem foi compactada manualmente nos silos, com barra de ferro,
os quais foram armazenados com a valvula voltada para baixo (para que o
efluente produzido fosse eliminado), em temperatura ambiente e sob a protecao
da luz solar e chuvas. Foram retiradas amostras da forragem fresca, sem e com
inoculantes, das quais uma parte foi encaminhada para o freezer e outra, para a
estufa de ventilacdo forcada a 65°C, por 72 horas, moida e armazenada para
analises posteriores. Uma terceira amostra foi colhida para contagem da
populagdo de microrganismose leitura do pH. A forragem foi compactada
manualmente nos silos, com barra de ferro, os quais foram armazenados com a
valvula voltada para baixo (para que o efluente produzido fosse eliminado), em

temperatura ambiente e sob a prote¢do da luz solar e chuvas.

2.6 Avaliacao do perfil de fermentacao das silagens

Para a avaliacdo do perfil de fermentacdo das silagens, os silos foram
abertos com 0, 3, 10, 30, 60 ¢ 90 dias de fermentacdo e¢ de cada silo foram
retiradas duas amostras, tomando-se o cuidado de desprezar as silagens das
extremidades dos silos. Destas amostras, uma foi pesada ¢ seca em estufa de
ventilacdo forcada a 65°C e a outra foi colocada em sacos plasticos devidamente
identificados e congelados. No momento da abertura de cada silo foi retirada
uma terceira amostra para determinacdo do pH e contagem da populacido de
microrganismos.

As andlises bromatologicas da forragem fresca e das silagens foram
realizadas no Laboratério de Pesquisa Animal do DZO-UFLA. As amostras

secas foram moidas em moinho do tipo Willey, com peneira de 30 mesh, e
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armazenadas em potes plasticos devidamente identificados e encaminhados ao
laboratorio para a determinagdo dos teores de matéria seca (MS) e proteina
bruta (PB) conforme os métodos recomendados pela AOAC (1990); fibra em
detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) segundo as técnicas
descritas por Silva (1990); e teor de hemicelulose pela diferenga entre FDN e

FDA.

O teor de carboidratos soluveis (CHOs) também foi determinado com
amostra seca, conforme a técnica de Bailey (1977) modificada por Valadares
Filho (1981). O principio do método consiste na extracdo dos carboidratos com
solucdo alcoodlica a 80%, reagdo com solugdo acida preparada com antrona e
posterior leitura em Espectrofotdmetro, utilizando solucdo de glicose para o
preparo da curva padrio.

Das amostras congeladas extraiu-se o suco, com prensa hidraulica, para a
determina¢do do teor de nitrogénio amoniacal como percentagem do nitrogénio
total [N-NH3(% N total)], &cidos graxos volateis e acido latico por cromatografia
gasosa (AOAC, 1980). Para andlise cromatografica foi utilizado o cromatografo
Shimadzu GC17a; Coluna capilar (30m x 0,025mm), com temperatura inicial de
90°C e final de 180°C, pressdo de 22 e fluxo de 20 mais detalhado (AOAC,
1980)

O poder tampao foi determinado somente para a forragem nao ensilada
(tempo 0), utilizando amostras congeladas, de acordo com a técnica descrita por
Playne & McDonald (1966). Para tanto foram pesados 15 g de amostra do
material fresco, os quais foram macerados em liquidificador com 250 ml de agua
destilada. O macerado foi titulado primeiramente para pH 3,0, com HCI 0,IN
para liberar bicarbonatos e CO” e, em seguida, titulado para pH 6,0 com NaOH
0,IN. A capacidade tampdo € expressa como equivalente miligrama (e.mg) de
acidos requeridos para mudar o pH de 4,0 para 6,0, por 100 g de MS, apos

corregdo para o valor da titulagdo de 250 ml de dgua. Com base nos teores de
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carboidratos soluveis, MS e do poder tampao, foi calculado o coeficiente de
fermentacao (CF) do capim-mombaca e da cana-de-agucar segundo Weissback

& Honig (1996), citado por Oude ElferinK (2000).

Da terceira amostra coletada foi retirada uma subamostra de 80 g, a qual,
a seguir, foi misturada com 4gua peptonada estéril e encaminhada
imediatamente ao Laboratorio de Microbiologia para a avaliacdo da populacdo
de fungos filamentosos, leveduras e bactérias do acido latico (BAL). Foi
coletada também uma subamostra de 10 g de silagem para se proceder a leitura
do pH por meio de um potencidmetro Beckman Expandomatic SS-2.

As analises microbiologicas da forragem e das silagens foram realizadas
no Laboratério de Microbiologia da UFLA. Foram efetuadas as contagens de
BAL, leveduras e fungos filamentosos em todos os tempos de abertura dos silos.
Foi coletada uma subamostra de 80 g de silagem de cada silo, colocada,
assepticamente, em frascos contendo 720ml de 4gua peptonada estéril (1% de
peptona), esterilizada a 121°C/15 min.) e agitada durante 20 minutos. A partir do
extrato obtido foram preparadas diluigdes decimais de 10™ a 107,

As contagens totais de BAL, leveduras ¢ fungos filamentosos foram
realizadas tomando-se 0,1 ml de cada dilui¢do, em triplicata, espalhado com alga
de Drigalsky no meio MRS (Tabela 15 A) e acrescido de nistatina (0,4%) para
contagem de bactérias acido laticas; meio DRBC (Dicloran Rosa Bengala
Cloranfenicol) (Tabela 15A) para a contagem de fungos filamentosos € meio
YEPG (Tabela 15A) para a contagem de leveduras. As placas foram incubadas a
28°C e a contagem total de bactérias foi realizada apds 24-72 horas de
incubacdo. Para a contagem de fungos filamentosos e leveduras, as placas foram

incubadas por 24 a 72 horas.

Os dados foram analisados estatisticamente pelos procedimenos de
analise de varidncia para os experimentos fatoriais, utilizando o programa

SISVAR (Sistema de Analise de Varidncia para Dados Balanceados) (Ferreira,
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2000), de acordo com o esquema de varidncia mostrado nas tabelas em anexo
(Tabelas 1A a 14A). Quando os tratamentos foram significativos, foi feita
comparagdo multipla utilizando o teste de Scott-Knott (no caso de comparagao
entre as silagens) ou usando regressdo quando os tratamentos eram de natureza
quantitativa, como no caso dos tempos de abertura dos silos. Para os tempos de
abertura dos silos, em decorréncia do tipo de comportamento utilizaram-se
modelos mais complexos, com graus superiores a trés, visto que, em alguns
casos, modelos mais simples ndo foram héabeis em representar as modifica¢des

temporais ocorridas ao longo do processo de fermentagao.

2.7 Avaliacao da estabilidade aerébia das silagens

O experimento para avaliagdo da estabilidade aerdbia foi conduzido em
um delineamento inteiramente casualizado com trés repetigdes, com oS
tratamentos dispostos em esquema de parcelas subdivididas no tempo, sendo os
dias de avaliacdo considerados como subparcela no tempo com as trés silagens
(silagens sem inoculantes, com inoculante experimental e comercial) nas
parcelas e quatro tempos de avaliacdo aerdbica das silagens (0, 2, 6, e 10 dias
apds a abertura dos silos), considerados como tratamentos da subparcela no

tempo.

Apo6s um periodo de ensilagem de 90 dias, os silos foram abertos e de
cada silo foi retirada uma amostra de cerca de 3,0 kg, que foi acondicionada em
baldes plasticos de aproximadamente 5,0 kg cada para avaliagdo da estabilidade
aerobia. Essas amostras ficaram em uma sala fechada e a temperatura de cada
amostra foi monitorada diariamente. Para isto, um termOmetro foi inserido na
massa ensilada, numa profundidade de 10 cm, durante 10 dias. A temperatura da
massa ensilada foi tomada duas vezes ao dia, as 8:00 e as 17:00 horas, ¢ a

temperatura ambiente foi medida com o auxilio de um termémetro localizado
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proximo aos baldes. A estabilidade aerobia foi calculada como sendo o tempo
em horas observado para que o alimento volumoso, apds a abertura do silo,
apresentasse elevacdo da temperatura em 2°C em relacdo a temperatura
ambiente (Kung Jr. et al.,2000), que apresentou média de 20,5°C e variagdo
entre 19 e 21°C. Também foi efetuado um estudo de regressdo das temperaturas
das silagens durante o periodo de cinco dias.

Durante esse periodo, nos dias 0, 2, 6, e 10 foram retiradas amostras para
a realizagdo das analises laboratoriais. Destas amostras, uma parte foi colocada
em sacos plasticos devidamente identificados e congelados para as
determinagdes das concentragdes de AGV, acido latico e nitrogénio amoniacal.
A outra parte foi colocada em agua peptonada estéril e encaminhada,
imediatamente, ao Laboratorio de Microbiologia para as avaliagdo das populacds
de fungos filamentosos, leveduras e bactérias. No momento da abertura de cada
silo foi retirada uma amostra de 10 g de silagem para se proceder a leitura do pH
através de um potencidmetro Beckman Expandomatic SS-2. Uma teceira
amostra coletada foi pesada, seca em estufa de ventilagdo forcada a 65°C e,
posteriormente, moida em moinho do tipo Willey, com peneira de 30 mesh,
armazenada em potes plasticos devidamente identificados e encaminhada ao
laboratorio para a determinagdo dos teores de matéria seca (MS), proteina bruta
(PB) e carboidratos soluveis (CHOs). Todas as analises quimicas,
bromatolédgicas e microbioldgicas realizadas durante a avaliagdo da estabilidade
aerobia foram feitas utilizando as mesmas técnicas utilizadas durante a avaliagao

do pefil de fermentagdo citadas no item anterior
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicdo quimica da forragem do capim-mombaca antes da

ensilagem

A adigdo do inoculante L. buchneri ndo influenciou a composigdo

quimica do capim-mombaca antes da ensilagem (Tabela 1).

TABELA 1 — Composi¢ao quimica e coeficiente fermentativo (CF) do capim-
mombaga antes da ensilagem, sem inoculante (1), com inoculante
experimental (2) e com inoculante comercial (3)

Silagens MS PBE FDN FDA HEM CHO pH PT CF
(%) Ik Emg NaOH/
(g/kg) 100g MS

1 28,0a 7,82 779a 50,0a 30,6b 253a 53a 24,3 34,8
2 283a 7,54 779a 43,2c 35,0a 24,1a 5,8a 22,8 36,2
3 282a 7,7a 78,6a 46,70 32,0b 26,6a 5,8a 21,9 38,2

! Teores de matéria seca (MS); proteina bruta (PB); fibra em detergente neutro (FDN); fibra em detergente
acido (FDA); hemicelulose (HEM); carboidratos soluveis (CHOs); potencial hidrogeni6nico (pH); poder
tampao (PT) e coeficiente fermentativo (CF). Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferenciam

entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Com excegdo dos valores de FDA e HEM, os valores das demais
caracteristicas quimicas estudadas foram similares aos encontrados na literatura,
com pequenas variacdes, mas, em geral, coerentes com os relatados para
gramineas da espécie Panicum maximum com 60 dias de idade. Coan et
al.(2005) encontraram valores semelhantes de MS (25,1%), porém os teores de
CHOs (124 g/kg de MS) e poder tampao (20,9 emg de NaOH/100 g de MS) do
capim-mombaga colhido aos 60 dias foram superiores aos do presente estudo.

Os teores de CHOs, MS, bem como os valores de poder tampao, servem
como pardmetros para avaliar a ensilabilidade de uma forrageira. Segundo
McDonald et al. (1991), quanto menor a relagio CHOs/poder tampao, maior
concentragdo de MS ¢ requerida para evitar fermentagdes indesejaveis. Em

funcdo da forte associacdo entre estes fatores, Weissbach & Honnig (1996),
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citados por Oude Elferink (2000), propuseram uma equagdo que determina a
capacidade fermentativa de uma forrageira. A capacidade fermentativa (CF) é
calculada com base nos teores de MS e carboidratos soltiveis e valores de poder
tampao, sendo que valores abaixo de 35 indicam a necessidade de inclusdo de
aditivos a forragem para se ter uma fermentacdo de qualidade. Para o capim-
mombaca utilizado neste experimento, a CF encontrada foi baixa, proxima ao
limite inferior (35) sugerido por Weissbach & Honnig (1996). Avila et al. (2006)
encontraram, para o capim-tanzania, CF de 38, também considerado baixo; no

entanto, as silagens apresentaram qualidade satisfatoria.

3.2 Composicdo quimica das silagens do capim-mombaca com a

fermentacéo

Observou-se efeito da interacdo inoculante x periodo de fermentagdo
para as variaveis MS, FDA, HEM, CHOs e NH; (Tabela 1 € 2A). J4 as variaveis
PB e FDN foram influenciadas apenas pelos tempos de abertura dos silos
(Tabela 1A), enquanto o pH foi afetado por inoculante e tempo de abertura dos

silos (Tabela 2A).

Na Figura 1 podemos observar que as variagdes nos teores de MS foram
maiores nas silagens inoculadas, sendo que os inoculantes comercial e
experimental apresentaram comportamentos semelhantes e diferentes da silagem
ndo inoculada. Nos primeiros 10 dias de fermenta¢do observou-se pequena
reducdo dos teores de MS de ambas as silagens. Teores de MS mais baixos sdo
indicativos de perda de compostos volateis que sdo produzidos durante a
fermentacdo, reduzindo, como conseqiiéncia, os teores finais de MS (McDonald
et al., 1991).

Entre o 10° e 40° dia houve aumento dos teores de MS nas silagens

inoculadas. Uma explicagdo poderia ser a maior producdo de efluente nessas
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silagens. Entretanto, com os dados analisados ndo foi possivel explicar se esse
aumento foi, de fato, causado pela producdo de efluentes, ja que na silagem
controle ndo se observou esse aumento de MS e ndo existe nenhum fator que
possa ter acusado esse aumento somente nas silagens inoculadas. Pode ter
ocorrido, nas silagens sem inoculante, o crescimento de outros microrganismos
que causam maiores perdas de MS. Isto provocaria maior redug@o nos teores de
MS. Contudo, em fun¢@o das perdas por efluente, ndo se observou redugdo nem
aumento dos teores de MS, fazendo com que, nestas silagens, os teores de MS
determinados no momento de abertura dos silos variassem menos ao longo do
processo. Coan et al. (2005) observaram reducdo de 2% nos teores de MS

durante o processo de fermentagdo da silagem de capim-mombaga.

Os teores de FDN em funcdo dos tempos de abertura dos silos
encontram-se na Figura 2. O valor maximo estimado foi de 78,51% aos 25 dias
de fermentacdo e, a partir dai, houve redugdo até aos 90 dias.

Para os teores de FDA e HEM, as silagens se comportaram de forma
diferente (interacdo significativa entre silagens e tempo de abertura dos silos).
Os teores de FDA das silagens inoculadas mostraram resposta quadratica em
fun¢do dos tempos de abertura dos silos, com valores maximos de 47,78 e
49,98% aos 40 e 37 dias para as silagens com inoculante experimental e
comercial, respectivamente. O teor de FDA da silagem sem inoculante decresceu

0,093% por dia de fermentacao (Figura 3).
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FIGURA 1. Representacdo grafica, equagdes de regressdao e coeficiente de
determinacdo dos teores de matéria seca das silagens de capim-
mombaga sem inoculante (Y;) e com inoculantes experimental
(Y>) e comercial (Y3) em funcdo dos tempos de abertura dos silos.
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FIGURA 2. Representagdo grafica, equacdo de regressdo e coeficiente de
determinacdo dos teores de FDN das silagens de capim-mombaca
(valores médios dos tratamentos) em fungdo dos tempos de
abertura dos silos.

Os teores de HEM das silagens variaram muito ao longo do processo
fermentativo, sendo que cada tratamento se comportou de uma forma (interagdo
significativa dos fatores com P<(,01). Para as silagens inoculadas, houve uma
menor variagdo dos teores de HEM nos primeiros 30 dias de fermentacgdo. Entre
30 e 80 dias foi observada uma queda mais intensa dos teores de HEM para as
duas silagens, chegando, ao final do processo, a valores inferiores aos da
forragem original (Figura 3). Para a silagem sem inoculante, nenhuma equacao
ajustou-se as modificagdes temporais ocorridas. No entanto, observando o
comportamento dos valores médios de HEM nota-se que este foi diferente

daquele das silagens inoculadas e com variagdes menos intensas (Figura 3).
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FIGURA 3. Representagdo grafica, equagdes de regressdo e coeficientes de
determinac¢do dos teores de FDA (A) e hemicelulose (B) das

silagens de capim-mombaga sem

inoculante (Y;) e com

inoculantes experimental (Y;) e comercial (Y;) em fungdo dos

tempos de abertura dos silos.

65



As redugdes dos teores de FDN, FDA ¢ HEM ao longo dos 90 dias de
fermentacdo, em relacdo a forragem original, foram de 9,6; 6,1 e¢ 7,9%,
respectivamente. Os carboidratos estruturais tém pequena importancia como
substrato no processo de fermentacdo. No entanto, a HEM pode atuar como
reserva de acUcares através de sua hidrolise, que ¢, inicialmente, feita por
enzimas vegetais ou microrganismos envolvidos na fermentacdo e,
posteriormente, substituida por hidrolise acida, quebrando as ligagdes quimicas
dos carboidratos estruturais, principalmente da hemicelulose (Winters et al.,
1987). Aumentos nesses constituintes podem ser explicados pela reducdo do
conteudo celular, obtendo-se, assim, elevagdo proporcional dos mesmos, uma
vez que essas analises sdo efetuadas por método gravimétrico. Avila (2002),
Bernardes (2006) e Pereira et al. (2001) encontraram modificacdes nos
componentes da parede celular durante o processo de fermentagao de silagens de
girassol  (Helianthus annuus L.), capim-tanzinia e capim-marandd,

respectivamente.

Para os parametros em que houve interagdo entre os fatores silagens e
tempos de abertura dos silos, em geral as silagens inoculadas mostraram perfis
similares, porém distintos daquele da silagem testemunha. Estes resultados
mostram a influéncia da bactéria L. buchneri sobre os perfis de fermentagio.
Entretanto, as composi¢des quimicas das silagens resultantes foram muito
semelhantes.

A andlise estatistica mostrou interagdo significativa (P<0,01) dos fatores
inoculantes e tempo de abertura dos silos para as concentracdes de CHOs das
silagens. Na figura 4 encontra-se o comportamento dessa caracteristica em

funcdo do periodo de fermentagao.
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FIGURA 4. Representacdo grafica, equagdes de regressdo e coeficientes de
determinacdo dos teores de CHOs das silagens de capim-
mombaca sem inoculante (Y;) e com inoculantes experimental
(Y>) e comercial (Y3) em funcdo dos tempos de abertura dos silos.

Na figura 5 encontra-se a variagdo de pH em funcdo dos tempos de
abertura dos silos. Observa-se, na tabela 3, que a silagem ndo inoculada
apresentou menor (P<0,05) pH em relacdo as demais silagens. Estes valores sdo
resultado da menor concentrag@o de acido latico nas silagens inoculadas (Figura
15).

A adigdo de inoculantes a forragem do capim-mombaca nao influenciou
os teores de PB das silagens em fun¢@o dos tempos de abertura dos silos (Tabela
1A e Figura 5). Foi observada uma redugdo nos primeiros 30 dias, seguida de
um aumento até aos 70 dias e, a partir dai, nova reducdo até aos 90 dias de

fermentacao (Figura 5).
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FIGURA 5. Representagdo grafica, equacdo de regressdo e coeficiente de
determinacdo dos valores de pH (A) e PB (B) das silagens de
capim-mombagca (valores médios dos tratamentos) em fungdo dos
tempos de abertura dos silos.
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TABELA 3 - Valores de pH das silagens de capim-mombaga sem inoculante e
com inoculantes experimental e comercial.

Silagens Meédias
Sem inoculante 4,63b
Experimental 4,84 a
Comercial 489 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05)
nivel de 5%.

Observou-se interacao significativa (P<0,01) entre inoculante e tempo de
abertura dos silos para a concentragdo de NH; (Tabela 2A). Até aos 60 dias de
fermentacdo, as silagens mostraram comportamentos muito similares. A partir
dai houve uma maior variagdo, sendo que a silagem inoculada com inoculante
comercial apresentou maior valor de NHj, seguida pela testemunha e pela

inoculada com inoculante experimental (Figura 6).

A redugdo inicial dos teores de PB, ocorrida nos primeiros 20 dias de
ensilagem, foi associada com aumento dos teores de NH; Em geral existe uma
correlacdo entre esses dois fatores, sendo a redugdo nos teores de PB resultado
da degrada¢do da mesma por bactérias indesejaveis, como clostrideos ou por
enzimas vegetais, produzindo aminas e amonia e, assim, causando aumento nas
concentragdes de NH; (Bolsen, 1995). No entanto, a partir dos 20 dias de
fermentacdo, aproximadamente, esta correlacdo ndao foi observada, ocorrendo
aumento nos teores protéicos e estabilizacdo das concentragdes de nitrogénio
amoniacal até aproximadamente 60 dias. O aumento dos teores protéicos pode
estar associado a sintese de proteina microbiana.

O teor de CHOs na forragem foi muito baixo, em torno de 24 g/kg. O
consumo de CHOs durante a fermentacdo foi superior a 80%, ndo havendo
diferenca entre os tratamentos, com recuperacao média de apenas 3,9 g/kg. Essa
baixa concentragao de CHOs no capim-mombaga refletiu nos valores de NH; e
pH, que foram altos para todos os tratamentos. Existe uma relagdo entre esses

fatores, de modo que quanto menos substrato h4 para as BAL, mais lenta é a
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queda de pH e maior serd a degradagdo protéica, pois ndo ocorre inibi¢do das
bactérias que degradam proteinas, como clostrideos, e, assim, ocorrem maiores
teores de NH; (McDonald et al, 1991).

No trabalho de Coan et al. (2005), os valores de pH foram semelhantes
(4,8), porém os de NH; foram muito inferiores (7,0%). Isso resultou da
concentragdo de CHOs inicial, que foi cinco vezes mais alta do que a encontrada
no presente trabalho. Para silagens de capim-tanzania com 25 g/kg de CHOs ¢
26% de MS, semelhantes as observados o para capim-mombaga neste
experimento, Avila et al. (2003) encontraram valores mais baixos de NH; (5%) e
pH (4,3), porém o poder tampdo daquela forragem foi menor (15 emg de
NaOH/100 g de MS).

As silagens inoculadas que apresentaram maiores valores de pH também
exibiram maiores concentragdes de NH; na segunda metade do processo
fermentativo. Outros autores (Drichuis et al., 2001; Fylia et al.,, 2003)
encontraram resultados similares ¢ em todos houve relagdo direta entre pH alto e
maior teor de NH;. Esses autores associaram as maiores concentracoes de NHj

nas silagens inoculadas com L. buchneri aos maiores valores de pH.
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FIGURA 6. Representagdo grafica, equagdes de regressdo e coeficientes de
determinacdo dos teores de nitrogénio amoniacal das silagens de
capim-mombaga sem inoculante (Y;) e com inoculantes
experimental (Y;) e comercial (Y;) em fun¢do dos tempos de
abertura dos silos.

3.3 Avaliacéo da populacéo de BAL, levedura e fungos filamentosos

Observou-se efeito de inoculante, tempo de abertura dos silos e da
interagdo destes para as populagdes de microrganismos estudadas (Tabela 3A).

A populagdo observada de BAL, no tempo 0, foi menor na silagem
testemunha (6,0 log ufc/g de forragem), como era esperado, ja que esta ndo foi
inoculada com 10° ufc/g de forragem no momento da ensilagem (Figura 7). A
sua populagdo média alcancada foi de 8,4 log ufc/g, enquanto a de leveduras foi
igual & populacdo de fungos filamentosos (6,0 log ufc/g de forragem fresca)
(Tabela 4).

Cai et al. (1999) efetuaram contagens médias de cerca de 3 log ufc/g de
forragem de lactobacilos, pediococos e clostrideos; 3 a 5 log ufc/g de
enterococos, leuconostoc e weissella; de 3 a 4 log ufc/g de fungos filamentosos;
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4 a 5 log ufc/g de leveduras e 5 a 6 log ufc/g de bactérias aerdbias na matéria

fresca de alfafa, sorgo e azevém anual.

TABELA 4 - Valores médios da populagdo epifitica do capim-mombagca e das
silagens resultantes sem inoculantes e com inoculantes
experimental e comercial.

Silagens FF Lev BAL FF Lev BAL
Forragem Silagem
(log ufc/g de forragem.)
Sem inoculante 6,0a 6,0a 6,3b 4,5b 5,3¢ 9,0a
Experimental 5,9a 6,6a 9,2a 5,6¢ 4,6b 8,0b
Comercial 5,9a 5,8a 8,8a <2,0 <2,0 8,3b

' FF= fungos filamentosos; Lev= leveduras; BAL= bactérias do acido latico. Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05) .

Com aproximadamente 10 dias de fermentagdo, a populagdo média de
BAL das silagens sem inoculante se igualou aquela das silagens inoculadas (10
log ufc/g de silagem). Esse fato é comum e também foi observado em outros
trabalhos. Pedroso et al. (2003) também observaram um pico da populacdo de
BAL em silagem de cana sem inoculante que foi, inicialmente, de 4,58 log ufc/g
de forragem, elevando-se para 7,8 log ufc/g de silagem com 3 dias de
fermentacdo. Whiter & Kung Jr. (2001) obtiveram contagens de BAL de 5,04 a
5,41 log ufc/g de forragem e com dois dias de ensilagem esses niimeros
elevaram-se para cerca de 9,0 log ufc/g, sem adi¢do de inoculantes. Segundo
aqueles autores, o processo de picagem tende a aumentar o numero de
microrganismos comparado com a cultura no campo; no entanto, esse aumento
possivelmente decorre de uma quebra de dorméncia das células e nao por
inoculacdo efetuada pela maquina colheitadeira (Bolsen, 1995; Oude elferink et
al., 2000).

Nas silagens inoculadas com inoculante experimental, a populagdo de
BAL atingiu valor maximo de 9,6 log ufc/g de silagem aos 21 dias (Figura 7).

A populagdo de leveduras variou de acordo com o inoculante durante a

fermentacdo. Em geral, houve maior alteragdo da populagdo até aos 60 dias de
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fermentacdo. A partir dai foi observada reducdo daqueles microrganismos das
silagens inoculadas com inoculante comercial até o momento de abertura dos
silos (90 dias), quando a populagdo esteve abaixo do valor minimo detectavel (<
2,0 log ufc/g) (Figura 7).

A populacdo de fungos filamentosos foi muito varidvel durante o processo
de fermentacdo, com queda até aos 10 dias, seguida de aumento até os 40 dias
nas trés silagens (Figura 8). A partir deste ponto, as silagens testemunha e
inoculada com inoculante experimental apresentaram nova queda até em torno
de 75 dias, sendo esta mais dramatica na ultima e, finalmente, novo aumento.
Por outro lado, na silagen inoculada com o inoculante comercial a partir dos 45
dias foi registrada uma queda na populagdo dos fungos até aos 90 dias de
fermentacdo, quando, nas condi¢gdes avaliadas, o crescimento esteve abaixo do
nivel minimo de deteccdo (< log ufc/g) (Figura 8).

Comparando as populagdes dos microrganismos da forragem com as das
silagens de capim-mombaga, constata-se pequena redugdo nas populagdes de
leveduras e fungos filamentosos nas silagens controle e inoculada com
inoculante experimental. Na silagem inoculada com inoculante comercial, o
crescimento de fungos e leveduras esteve abaixo do nivel minimo de detecgao,
ao final dos 90 dias de fermentacdo (Tabela 4). Estes resultados indicam que o
inoculante comercial foi eficiente em inibir os microrganismos deterioradores a

partir de 50 dias de fermentagdo até abertura dos silos, aos 90 dias.
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FIGURA 7. Representagdo grafica, equagdes de regressdo e coeficientes de
determinacdo do numero de BAL (A) e leveduras (B) das silagens
de capim-mombaca sem inoculante (Y;) e com inoculantes
experimental (Y;) e comercial (Y;) em fun¢do dos tempos de
abertura dos silos.
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FIGURA 8. Representagdo grafica, equagdes de regressdo e coeficientes de
determinacdo do numero de fungos filamentosos das silagens de
capim-mombaga sem inoculante (Y;) e com inoculantes
experimental (Y;) e comercial (Y;) em fun¢do dos tempos de
abertura dos silos.

No momento de abertura dos silos (90 dias), as silagens com inoculante
experimental apresentaram alta populacdo de fungos filamentosos. No entanto,
somente com base nesse resultado ndo se pode dizer que adicdo daquele
inoculante ndo inibiu o crescimento dos fungos porque a sua inibicdo
manifestou-se mais claramente dos 45 aos 75 dias. Se for observada a Figura 12,
nota-se que a concentragdo de 4acido acético na silagem com inoculante
experimental foi mais alta que naquela com inoculante comercial
aproximadamente dos 25 aos 55 dias. A partir dai, a concentragdo de acido
acético nas silagens com inoculante comercial foi mais alta. A concentragdo
desse acido esta diretamente relacionada com a inibi¢cdo de fungos filamentosos
(Danner et al., 2003; McDonald, 1991). Se os silos fossem abertos aos 60 dias,

seria observado um potencial de inibi¢do semelhante para os dois inoculantes.
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A populagdo de BAL nas silagens com inoculante comercial, no ter¢o
final do processo fermentativo, foi mais alta que naquelas com inoculante
experimental. Apesar de esse dado refletir a populagdo de todas as bactérias
pertencentes ao grupo do 4cido latico, e ndo somente as bactérias da espécie L.
buchneri, pode-se sugerir que a cepa presnte no inoculante comercial foi mais
ativa nos momentos finais do processo de ensilagem do que a cepa isolada da
silagem de cana-de-agticar.

Com relagdo a contagem de BAL, foi observado um aumento para os
trés tratamentos; no entanto, na silagem testemunha essa populagao foi mais alta,
seguida pelas silagens inoculadas, que se diferenciaram entre si (Tabela4  Em
trabalhos realizados com outras forrageiras também se constatou eficiéncia da
adicdo de L. buchneri na inibi¢do de leveduras. Drichuis et al. (2001)
encontraram resultados semelhantes avaliando silagens de azevém perene
inoculadas com 10° ufc/g de L. buchneri, quando ndo foi observado crescimento
de fungos filamentosos e a populagio de leveduras foi abaixo do nivel detectavel
(<2,0 log ufc/g) nas silagens inoculadas. Por outro lado, nas silagens controle
foram efetuadas contagens de leveduras e fungos filamentosos de 4,5 e 3,8 log
ufc/g de silagem, respectivamente. A populacdo de BAL nestes trabalhos nao
diferenciou entre os tratamentos, com valor médio de 9,0 log ufc/g de silagem.
Os autores avaliaram os mesmos tratamentos em silos de escala de fazenda e
obtiveram contagens de microrganismos que seguiram a mesma tendéncia. Em
outro trabalho com silagem da planta inteira de milho foi observada uma
reducdo nas contagens de leveduras de 5,0 para 2,4 log ufc/g de silagem e de 4,2
para 1,8 log ufc/g de silagem, para o milho ensilado com 29 e 35% de MS,
respectivamente, € nenhum efeito sobre a populagdo de fungos filamentosos e de

BAL (Filya et al., 2003).
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3.4 Producao de acidos graxos volateis e &cido latico

Houve interacdo significativa entre inoculantes e tempo de abertura dos
silos (Tabela 4A) para os teores dos acidos acético, propidnico, butirico e latico

durante o processo de fermentacdo das silagens de capim-mombaga.

TABELA 5 — Concentragdao de acidos graxos volateis (acético, propionico e
butirico) e acido latico (g/100g de MS) das silagens de capim-
mombaga sem inoculante e com inoculantes experimental e
comercial aos 90 dias de fermentagdo

Silagens Acético Propidnico Butirico Latico
Sem inoculante 3,11a 0,070b 0,706b 2.33a
Experimental 2,43b 0,089b 1,326a 0,32b
Comercial 2,98a 0,131a 1,445a 0,60b

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05).

Com relagdo as silagens inoculadas, até¢ por volta de 20 dias de
fermentacdo a producdo de acido acético foi mais alta na silagem com inoculante
comercial. Dos 20 aos 55 dias, aproximadamente, esse comportamento se
inverte, com maiores valores para a silagem com inoculante experimental e,
depois dos 55 dias, ocorre nova inversdo (Figura 9). A producdo de acido acético
das silagens sem inoculante e com inoculante experimental aumentou até cerca
de 30 dias de fermentagdo e, a partir dai, notou-se tendéncia de estabilizacao até
a abertura dos silos, aos 90 dias, quando as concentragdes foram de 3,11 e 2,43
g/100g de MS de silagem (Figura 9). Ao final do processo, as silagens sem
inoculante e inoculada com inoculante comercial apresentaram maior
concentragdo de 4cido acético do que aquela com inoculante experimental
(Tabela 5).

As concentrag¢des de acido propidnico em todas as silagens foram baixas

durante todo o processo de fermentacdo (Figura 9 e Tabela 5). As silagens
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inoculadas apresentaram resposta quadratica (P<0,01) em func¢io dos tempos de
abertura dos silos, estimando-se valores maximos de 0,09 e 0,12 g/100 g de MS
aos 60 e 70 dias, respectivamente, para as silagens com inoculante experimental
e comercial. Na silagem testemunha, a concentracdo de 4cido propidnico foi
mais alta do que nas inoculadas nos primeiros 30 dias de fermentagdo; a partir
dai houve redugéo na concentragdo deste acido, sendo que, ao final do processo,
a sua concentragdo foi a mais baixa (Figura 9).

Observou-se aumento linear (P<0,01) do acido butirico em relagdo aos
tempos de abertura dos silos (Figura 10). O aumento do acido butirico ocorreu as
taxas de 0,007; 0,014 e 0,017g/100g de MS por dia de fermentagdo,
respectivamente, para as silagens sem inoculante ¢ com os inoculantes
experimental e comercial, respectivamente (Figura 10). Os principais
responsaveis pela producdo de acido butirico sdo as bactérias do género
Clostridium, sendo que a presenga deste acido ¢ um indicativo da presenga
desses microrganismos, que sdo microrganismos indesejaveis por degradar
proteinas e acido latico, produzindo acido butirico, que reduz a aceitabilidade
pelos animais, além de serem bactérias que podem causar doencas (Bolsen,
1995).

Com relagdo a produgdo de acido latico, foram observados dois picos aos
15 e 80 dias. Esse comportamento ocorreu nas trés silagens, porém com valores
diferentes. Nos primeiros trés dias os valores foram semelhantes para as trés
silagens; a partir dai a silagem testemunha apresentou maiores concentracdes de

acido latico do que as inoculadas, que ndo diferiram entre si (Figura 10).
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FIGURA 10. Representagdo grafica, equagdes de regressao e coeficientes de
determinacdo da concentragdo dos acidos butirico (A) e latico (B)
das silagens de capim-mombaga sem inoculante (Y;) € com
inoculantes experimental (Y;) e comercial (Y;) em fungdo dos

tempos de abertura dos silos.
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O menor teor de acido latico nas silagens inoculadas pode ter sido devido
ao aumento proporcional de acido acético produzido pelas bactérias heterolaticas
inoculadas ou pela degradacdo do 4acido latico a acético por estes
microrganismos. Segundo Oude-ElferinK et al. (2000), as bactérias da espécie L.
buchneri tém habilidade de metabolizar o 4cido latico a acético e 1,2-
propanodiol que, posteriormente, pode ser degradado a acido propidnico e 1-
propanol por outros microrganismos presentes na silagem, como a bactéria L.
diolivorans. Por ser mais tolerante as condigdes acidas, a bactéria L. buchneri
pode permanecer ativa durante a fase final de fermentacao e, nesse caso, pode
ser responsavel pelo segundo pico de produgdo de acido acético, como de acido
latico, nas silagens (McDonald et al., 1991).

Driehuis et al. (2001), avaliando o perfil de fermentagdo de silagem de
graminea, registraram aumento dos teores de acido latico, dos 20 aos 40 dias de
fermentacdo, na auséncia de inoculantes. Nas silagens inoculadas com L.
buchneri o teor de acido latico foi reduzindo com o decorrer do processo
fermentativo, enquanto o de acético foi se elevando, o que os autores atribuem a
degradacdo do acido latico a acético. Ao final do processo, encontraram-se
teores de 13% de acido latico para a silagem controle e 4% para a silagem
inoculada. Filya et al. (2003) verificaram teor menor de acido latico e maior de
acético nas silagens inoculadas, em relagdo ao controle, sendo esse efeito maior

com o aumento da dose do inoculante.

Ao contrario do que se tem encontrado na na literatura, as silagens
inoculadas apresentaram menores teores de acido acético do que na testemunha
(Figura 9). Uma explica¢do poderia ser a origem do acido acético produzido
durante a fermentacdo das silagens sem inoculantes. As enterobactérias também
fermentam agucares ¢ produzem acido latico, acético e etanol como as BAL,
mas o principal produto é o acido acético (Oude Elferink et al., 2001). O pH

o0timo para seu crescimento ¢ de 6,0 a 7,0 ¢ a maioria das cepas de
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enterobacteridceas ndo cresce em pH abaixo de 5,0 (Bolsen, 1995). No entanto,
como nessa silagem a queda do pH ndo ocorreu de forma muito acelerada e o pH
finl foi relativamente alto (4,6), estas bactérias podem ter sido ativas no inicio do
processo, competindo com as BAL e produzindo &cido acético do seu
metabolismo. Ao final do processo de fermentacdo, observou-se que as silagens
inoculadas apresentaram menor concentragao de acido latico (Figura 10 e Tabela
5) e maior de acido butirico (Figura 10 e Tabela 5).

McDonald et al. (1991) mencionam que o limite maximo de pH para a
obtencdo de silagens de qualidade satisfatoria ¢ igual a 4,2. No entanto, em
silagens de gramineas os valores de pH normalmente sdo mais elevados. Para os
teores de nitrogénio amoniacal, em relacdo ao N total, os autores consideram a
silagem como muito boa quando os valores sdo inferiores a 10%; aceitavel, de
10 a 15%; e insatisfatoria, quando os valores se situam acima de 20% (McDonal
et al., 1991). Ja com relacdo aos teores de acidos organicos, segundo Woolford
(1984), uma silagem de boa qualidade deve apresentar concentragdes menores
que 0,2% de acido butirico. Kung Jr. (2001) definiu que em silagens de
gramineas tropicais, a propor¢ao molar ideal dos acidos organicos produzidos ao
final do processo fermentativo deve ser de 6 a 10% de acido latico; 1 a 3% de
acido acético; menor que 0,1% de acido propidnico e igual a 0% de écido
butirico. Em todos os tratamentos testados do presente estudo, as silagens
apresentaram valores de pH, nitrogénio amoniacal e acido butirico acima, e
valores de acido latico abaixo, do que ¢ recomendado para uma silagem de boa
qualidade.

Os efeitos mais positivos da inoculagdo com L. buchneri sdo verificados
durante a fase pds-abertura do silo. Em outras palavras, os resultados que, em
geral, justificam a utilizagdo do L. buchneri nio estdo relacionados com a
dindmica fermentativa. No presente trabalho, a adi¢éo de L. buchneri, apesar de

causar modifica¢cdes no perfil de fermentagdo, somente melhorou a qualidade
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fermentativa com relagdo a populacdode fungos filamentosos e leveduras. Estes

resultados irdo refletir em maior estabilidade aerdbia das silagens.

3. 5 Estabilidade aerdbia das silagens de capim-mombaca
3.5.1 Avaliacéao das populactes de BAL, leveduras e fungos filamentosos

As populagdes de BAL, leveduras e fungos filamentosos apds a abertura
dos silos foram influenciadas significativamente (P<0,01) pela interagdo
inoculantes x tempos de abertura dos silos (Tabela 6A), ou seja, para cada

silagem foi observado um comportamento diferente.

As populagdes de BAL nas silagens inoculadas aumentaram de forma
quadratica, com valores maximos de 9,7 e 9,2 log ufc/g de silagem aos 8 e 6 dias
para as silagens com inoculantes experimental e comercial, respectivamente
(Figura 11). Para a silagem controle, nenhuma equagdo se ajustou as
modificagdes temporais ocorridas na populacdo de BAL apos a abertura dos
silos, sendo observada uma queda até dois dias de exposicdo ao ar e, em seguida,

um aumento até seis dias, quando estabilizou (Figura 11).

No momento de abertura dos silos, as silagens testemunha e inoculada
com inoculante experimental apresentaram populagdes de leveduras mais altas
(em torno de 4,5 log ufc/g de silagem) em relagdo a silagem com inoculante
comercial, com auséncia de crescimento (Figura 12). A populagido de levedura
da silagem controle aumentou linearmente (P<0,01) com o tempo de exposi¢ao
ao ar. Nas silagens inoculadas, as populacdes destes microrganismos
comportaram-se de forma quadratica em fun¢do do tempo de exposi¢do ao ar,
com valores maximos de 7,7 e 8,2 log ufc/g de silgem aos 8 e 7 dias,
respectivamente, para as silagens com inoculantes experimental e comercial.

(Figura 12)
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As modifica¢des ocorridas nas populacdes de fungos filamentosos em
funcdo do tempo de exposi¢cdo ao ar mostraram comportamentos quadraticos
(P<0,01) (Figura 12). No momento de abertura dos silos, a silagem sem
inoculante e aquela com inoculante experimental proporcioraram mais altas
contagens de fungos filamentosos. Com a exposi¢do ao ar, a populacdo destes na
silagem controle alcangou uma contagem minima de 3 log da ufc/g de silagem
aos dois dias ap6s abertura dos silos, com subseqiiente aumento. Nas silagens
inoculadas ndo foi observado crescimento entre dois e seis dias de exposi¢do ao
ar, sendo que, apds este tempo houve, crescimento desses microrganismos

(Figura 12).

11,0 -
v Mo significattn () y=%

= D02t + 04 %xs 706 FE= 05,44% (m)
10,5 4 = - 00E7%% + 0380+ 528 R =0020%04)

—

o

[}
1

BAL (log(ufiiz))

Tenpo (dias)

FIGURA 11 Representagcdo grafica, equacdes de regressdo e coeficientes de
determinacdo do numero de BAL nas silagens de capim-mombaga
sem inoculante (Y;) e com inoculantes experimental (Y;) e
comercial (Y3) ap0s a abertura dos silos.
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FIGURA 12. Representagdo grafica, equagdes de regressdo e coeficientes de
determinacdo do nimero de leveduras (A) e fungos filamentosos
(B) nas silagens de capim-mombaga sem inoculante (Y;) e com
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dos silos.
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3.5.2 Produgéo de &cidos graxos volateis e acido latico

Observou-se efeito da interagdo inoculante X tempo para os acidos
acético, propidnico e latico. Por sua vez, o acido butirico foi influenciado apenas
por inoculante e tempo (Tabela 7A). O acido acético decresceu linearmente
(P<0,01) para as silagens com inoculantes experimental e comercial, enquanto a
silagem testemunha se comportou de forma quadritica com o tempo de
exposi¢do ao ar (Figura 13). As concentracdes de acido propidnico e butirico

decresceram de forma linear com o tempo de exposi¢ao ao ar (Figuras 14 e 15 ¢
Tabela 7A).

wo= 0027024056 + 3,14 B =9922% 10
3 v = - 022% + 2544 F =9l 23%(m
w=- 027% +31% F? =9539%04)
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FIGURA 13. Representagdo grafica, equagdes de regressdo e coeficientes de
determinacdo da concentragdo de acido acético das silagens de
capim-mombaga sem inoculante (Y;) e com inoculante
experimental (Y;) e comercial (Y3) apos a abertura dos silos.
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FIGURA 14. Representagdo grafica, equagdes de regressdo e coeficientes de
determinacdo da concentragdo de acido propidnico das silagens de
capim-mombaga sem inoculante (Y;) e com inoculante
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FIGURA 15. Representagdo grafica, equagdes de regressao e coeficientes de
determinacdo da concentracdo de acido butirico das silagens de
capim-mombaga (média dos tratamentos) apés a abertura dos
silos.
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Com relagdo ao acido latico, ajustaram-se modelos quadraticos para a
silagem controle e aquela com inoculante comercial. Por outro lado, a silagem

com inoculante experimental ndo se ajustou a nenhuma equacao (Figura 16).

309 =025 0443 + 252 B =95 2% ()
wo: N significative (m)
25t yi=-0006S+006% +066  F=207%(A)
g,
g an{ %
3
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FIGURA 16. Representagdo grafica, equagdes de regressdo e coeficientes de
determinacdo da concentracdo de acido latico das silagens de
capim-mombaga sem inoculante (Y;) e com inoculantes
experimental (Y;) e comercial (Y3) apos a abertura dos silos.

No presente trabalho, houve crescimento tanto de BAL quanto de
leveduras e fungos filamentosos apds a abertura dos silos, significando que estes
microrganismos podem estar envolvidos na deterioragcdo aerébia das silagens.
No inicio do processo de exposicdo ao ar, o crescimento de BAL e leveduras
deve ter ocorrido, principalmente, as custas de produtos do metabolismos, pois a
concentragdo de CHOs residuais era muito baixa. Isso pode ser comprovado
pelas redugdes nas concentragdes dos acidos acético e latico.

O lactato pode ser metabolizado por BAL sob condi¢des aerdbias e
anaerdbias. Sob condi¢des aerdbias, a metabolizagdo ¢ mediada pela enzima
lactato oxidase, ou lactato desidrogenase, independente de NAD", em algumas
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BAL, tais como Lactobacillus curvatus, L. sake, L. casei e L. plantarum, para
produzir piruvato, que, posteriormente, ¢ catabolizado (Kandler, 1983, e Murph
et al., 1985, citados por Liu, 2003). A reacdo ¢ a seguinte:

Lactato + O, (lactato oxidase)—piruvato (piruvato oxidase)—acetato +
CO?%;

Lactato + O, (lactato  desidrogenase)—piruvato  (piruvato
oxidaes)—acetato + CO”.

Sob condi¢des anaerobias, como ja mencionado, o lactato pode ser
catabolizado pela lactato desidrogenase, independente de NAD' por alguns
lactobacilos. E o que ocorre com a espécie L. buchneri, que neste caso utilizou
outros aceptores de elétrons, tais como shiquimato ou oxalacetato, derivado do
citrato, e 3-hidroxipropionaldeido, derivado do glicerol (Axelsson, 1998; Oude-
Elferink, 2001). Desta forma, as BAL também estdo envolvidas na deterioragdo
aerdbia de silagens.

Da mesma forma, sob condi¢gdes aerodbias, muitas espécies de leveduras
degradam o 4cido latico, causando um aumento do pH da silagem e
proporcionando condigdes para que outros microrganismos deterioradores se

desenvolvam (McDonald et al., 1991).

Os fungos filamentosos crescem melhor sob condigdes aerobias e pH
mais alto (5,0 a 6,0). Desta forma, quando o silo é aberto, as condi¢des sdo
favoraveis para o crescimento desses microrganismos que sdo capazes de
degradar uma ampla variedade de nutrientes, inclusive carboidratos estruturais e
lignina. Assim, a degradagdo de compostos complexos pode liberar substratos

para que as BAL e leveduras continuem crescendo (Winters et al., 1987).

A populacdo de fungos filamentosos na silagem com inoculante
comercial esteve abaixo do nivel detectavel até os 6 dias apds abertura dos silos,

quando iniciou aumento (Figura 12). Apesar da alta concentracdo de acido
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acético no momento de abertura dos silos, esse acido sozinho ndo deve ter sido
responsavel pela inibi¢do do crescimento daqueles microrganismos, ja que esse
efeito nao foi verificado na silagem com inoculante experimental nos primeiros
dois dias. No entanto, verificou-se que a concentracdo de acido propidnico nessa
silagem foi mais alta, cerca de 0,16 g/100 g de MS do que o valor encontrado na
silagem com inoculante experimental, que foi de cerca de 0,09g/100g de MS
(Figura 14), podendo ser a associagdo entre os dois acidos responsavel pela
inibicdo do crescimento de fungos filamentosos. O efeito dos acidos acético e
propionico em inibir o crescimento de leveduras foi observado no trabalho
conduzido por Moon (1993) com culturas in vitro. A partir do estudo de
sinergismo entre os compostos, o autor verificou que altas concentragdes de
acido latico e baixas concentracoes de acido acético aumentaram
dramaticamente o crescimento de leveduras. Além disso, a mistura dos acidos
acético e propidnico (concentracdo acima de 10 mM) foi, entre as misturas
estudadas, a mais eficiente em reduzir a taxa de crescimento de leveduras (50%
de inibicao).

Guim et al. (2002) observaram aumento e posterior reducdo na
populagdo de fungos filamentosos em silagens de capim-elefante durante a

exposi¢do ao ar.

Os autores explicaram esta variagdo com base no ciclo de vida dos
fungos filamentosos. O pH 6timo para crescimento dos fungos estd entre 5-6 ¢ a
seqliéncia normal de reproducdo é: esporo - esporo com tubo germinativo-hifa -
micélio (conjunto de hifas) - 6rglos de frutificagdo - novos esporos. Para o
fungo produzir seus 6rgdos de frutificagdo pode levar de 3 a 14 dias, variando
em fungdo da espécie (Ruiz, 1992). Com base nestas informagdes, pode-se
inferir que a contagem de fungos filamentosos na abertura dos silos, dada a

auséncia de O,, foi de esporos. A queda na contagem apoés a abertura dos silos,
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até seis dias de exposi¢do ao ar, pode ser atribuida ao proprio metabolismo

desses microrganismos.

3.5.3 Estabilidade aerdbia com base na temperatura

A Figura 17 ilustra o comportamento das temperaturas das silagens e da
temperatura limite, considerada como sendo aquela situada a 2 graus acima da

temperatura ambiente, para que as silagens percam a estabilidade aerébica.
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FIGURA 17. Representagdo grafica, equagdes de regressdo e coeficientes de
determinacdo dos valores de temperatura das silagens de capim-
mombaca sem inoculante (Trat 1) e com inoculantes experimental
(Trat 2) e comercial (Trat 3) apds a abertura dos silos.

A silagem sem inoculante ultrapassou 2 graus acima da temperatura
ambiente decorridas cerca de 58 horas; ja as silagens inoculadas ndo
ultrapassaram essa temperatura limite, mostrando que as mesmas nao perderam
a estabilidade dentro do intervalo de tempo estudado, que foi de 240 horas (10

dias). Esse comportamento também pode ser observado na Figura 18, que
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mostra o comportamento das temperaturas das silagens submetidas aos trés

tratamentos durante 240 horas apos a abertura dos silos.

FIGURA 18. Representacdo grafica das diferencas entre as temperaturas dos
silos ¢ a ambiente das silagens de capim-mombaca sem inoculante
(T1) e com inoculantes experimental (T2) e comercial (T 3) apos a
abertura dos silos.

Por meio da equagdo de regressdo apresentada na Figura 17, mostrando o
aquecimento da silagem sem aditivos, observou-se que a silagem manteve
estabilidade aerdbica por cerca de 55 horas. Se esse tempo, que corresponde a
2,3 dias, for substituido nas equagdes que explicam o crescimento das
populacdes de leveduras e fungos filamentosos das silagens mostradas na Figura
12, nota-se que as mesmas, naquele momento, foram, respectivamente, de 5,7 e
2,7 log da ufc/g de silagem para a silagem controle; de 6,03 e < 2,0log da ufc/g
de silagem para a silagem com inoculante experimental; e de 4,94 < 2,0log da
ufc/g de silagem para a silagem com inoculante comercial. Com base no que ja

foi mencionado sobre os crescimentos de BAL e leveduras, associado a essa
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informacgao, pode-se concluir que os fungos filamentosos foram os principais
microrganismos responsaveis pela perda de estabilidade da silagem sem

inoculante.

Na presente pesquisa, a adigdo de L. buchneri as silagens melhorou a sua
estabilidade, sendo que ndo houve aquecimento durante todo o periodo avaliado.
Esta constatacdo foi conseqiiéncia de uma associagdo de resultados, ou seja,
altas concentragdes de acido acético, associado ao acido propidnico, ¢ menor
concentragdo de acido latico, que serviu como substrato para o crescimento de
microrganismos deterioradores. A silagem sem inoculante, apesar de ter
ultrapassado a temperatura limite, ndo aqueceu muito, possivelmente por causa
da baixa concentracdo de CHOs residuais. Deve-se considerar que essas silagens
estudadas foram de baixa qualidade fermentativa em razdo das caracteristicas da
forragem original, altas concentragcdes de NHj e 4cido butirico. No entanto, em
funcdo da inibicdo do crescimento de fungos filamentosos e leveduras nas
silagens inoculadas, e consequente aumento na estabilidade aerobia, a adigdo de
L. buchneri a estas silagens ¢ recomendada, porém deve ser acompanhada de
outros aditivos que fornegam substrato para as BAL e, assim, melhorem o seu

perfil de fermentagdo durante a fase anaerdbica.

Outros autores também registraram aumento da estabilidade de silagens
com a inoculagdo de L. buchneri. A adigdo de L. buchneri, na dose de 3 x 10’ log
da ufc/g a silagem de azevém perene, aumentou a estabilidade para mais de 480
horas em comparacdo com a silagem controle, que foi de 183 horas (Drichuis et
al., 2001). Esse efeito também foi encontrado com os mesmos tratamentos em
silos de escala de fazenda, quando os resultados foram de 125 horas para
controle e maior que 264 horas para silagem inoculada. Filya et al. (2003)
avaliaram a estabilidade com base nos valores de pH, produgdo de CO,/kg de
MS e contagem de leveduras e mofos apos 5 dias de exposi¢do ao ar. A adigdo

de L.buchneri resultou em meor pH (4,7 contra 6,5), menor produ¢do de CO,
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(20 g/kg contra 55 g/kg) e menor contagem de leveduras (2,6 contra 6,7 log da
ufc/g de silagem) em relagdo a silagem controle. Em nenhuma das silagens
houve efeito sobre o crescimento de fungos filamentosos.

Fazendo uma comparagdo do efeito da adigdo desses mesmos
inoculantes sobre a estabilidade aerdbia das silagens de cana (Capitulo 4),
constata-se que apesar de estas silagens apresentarem melhor qualidade de
fermentacdo, as silagens de capim-mombaga foram mais estaveis que as de cana.
Além disso, as silagens de capim-mombaga com inoculante ndo aqueceram
durante todo o periodo avaliado. Esses dados comprovam aqueles encontrados
na literatura de que silagens bem preservadas deterioram mais rapido em razao
das altas concentragdes de carboidratos soluveis residuais e de acido latico, que

sdo substratos para os microrganismos deterioradores

3.4 Variacdes na composicdo quimica das silagens durante a fase aerébica

Apos a abertura dos silos foram observadas variagdes significativas
(p<0,01) nos valores de pH e nos teores de MS e NH; (%N-Total) das silagens
(Tabela 5A). Os teores de PB ndo variaram (p>0,05) com o tempo em nenhum
dos tratamentos testados. Os teores de CHOs residuais foram baixos (3,8 g/kg de
MS); além disso, a analise laboratorial desta veridavel gerou resultados muito
variaveis, com CV muito alto, e aparentemente irreias, ndo sendo possivel uma
explicagdo ldgica para os mesmos.

Com relacdo aos valores de pH, os trés tratamentos apresentaram
comportamentos semelhantes, com aumento linear significativo (P<0,01) de 0,2
unidades nos valores de pH por dia (Figura 19). O aumento do pH ocorreu
gracas a reducdo dos acidos orgénicos, que provavelmente foram utilizados no
metabolismo dos microrganismos de deterioracdo aerobia, como pode ser

observado nas Figuras 13, 14, 15 e 16.
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Para os teores de MS foi observada interagao significativa (P<0,01) entre
os fatores estudados, significando que para cada tratamento houve um
comportamento distinto (Tabela 5A). Os teores de MS das silagens testemunha e
inoculada com inoculante experimental aumentaram até os valores maximos de
33,38 e 30,58% aos 5 e 4 dias, respectivamente. A silagem inoculada com
inoculante comercial mostrou resposta linear, com elevagio de 0,6% de MS por
dia (Figura 20). O aumento do teor de MS decorreu principalmente da
desidratagdo do material que ficou 10 dias exposto ao ar. A redugdo dos teores
de MS das silagens inoculadas apartir de 4 — 5 dias pode ser explicada pelo
consumo dos CS, com conseqiiente perda por gases, e pela formagdo da

chamada “agua de metabolismo” (Woolford, 1984).
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FIGURA 19. Representacdo grafica, equacdo de regressdo e coeficiente de
determinacdo dos valores de pH das silagens de capim-mombaca
(valores médios dos tratamentos) apos a abertura dos silos.

As variagdes nas concentragdes de NH; foram diferentes para cada

tratamento (interacdes significativas dos fatores estudados) (Tabela 5A). As
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silagens testemunha e inoculada com inoculante comercial tiveram resposta
quadratica (P<0,01) dos valores de NH; em funcdo do tempo, com valores
minimos de 26,6 ¢ 30% aos 5,5 e 6,5, respectivamente, dias ap6s a abertura dos
silos. J& na silagem tratada com inoculante experimental foi observado um
aumento linear (P<0,01) de 0,6 unidades percentuais de NH; por dia no intervalo
de tempo estudado. Apesar do pequeno aumento na concentragdo de NH; das
silagens tratadas com inoculante experimental, ndo foram observados aumentos
significativos deste composto nas silagens apds a abertura dos silos. Ao
contrario, notou-se redu¢do da sua concentragdo nas silagens inoculadas, que o
apresentavam em teores elevados no momento de abertura dos silos (Figura 20).
Essa redugdo pode ser explicada pela alta volatilidade da amdnia, que se perde

durante a exposic¢ao ao ar.

Bernardes (2006) ndo observou variacdo na concentracdo NH; na
silagem de capim-marandu com a adi¢do de L. buchneri, ao passo que, nos
demais tratamentos, ocorreu o desaparecimento desse composto durante a
exposicdo das silagens ao ambiente. Tavares (2005) também observou aumento
do teor de PB e reducdo do de NH; com a exposicdo ao ar, atribuido a
volatiliza¢do. No trabalho de Guim et al. (2002), a reducdo das concentragdes de
NH; apds oito dias de aeragdo foi explicada pela agdo de fungos filamentosos.
Sugeriu-se que houve uma imobilizagdo de N pelos fungos miceliares (em suas
hifas), como N orgénico, apds a abertura dos silos. Uma vez que a determinagdo
do NH; foi feita no suco da silagem, essa imobilizagdo de N pelas hifas dos

fungos filamentosos teria impedido a sua passagem para o liquido.
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FIGURA 20. Representagdo grafica, equagdes de regressdo e coeficientes de
determinagdo dos teores de MS (A) e NHs (B) das silagens de
capim-mombagca sem inoculante (Y;) e com inoculantes
experimental (Y,) e comercial (Y;) ap6s a abertura dos silos.
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4, CONCLUSOES

A adigdo de inoculantes contendo bactérias heterolaticas alteram de
forma semelhante o perfil fermentativo sem, no entanto, mocificar a composigao
quimica da silagem resultante com 90 dias de fermentagdo. O inoculante
comercial mostrou maior eficiéncia em inibir o crescimento de fungos

filamentosos e leveduras.

A adi¢do dos inoculantes experimental e comercial aumentou a
estabilidade aerobia das silagens, sendo os fungos filamentosos os principais

microrganismos associados a deterioragdo aerobia de silagens de capim-
mombaga.

As silagens apresentaram baixa qualidade de fermentacdo em funcdo da
baixa concentragdo de carboidratos soluveis. No entanto, considerando a
melhora na estabilidade aerdbia, conclui-se que este tipo de inoculante, se
associado a adigdo de algum produto que fornega substrato para as bactérias

acido laticas, é indicado.
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CAPITULO 4

PERFIL DE FERMENTACAO E ESTABILIDADE
AEROBIA DAS SILAGENS DE CANA-DE-ACUCAR
TRATADAS COM L. buchneri
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RESUMO

Esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da adicdo de duas cepas de L.
buchneri, uma proveniente de um inoculante comercial ¢ outra, isolada da
silagem de cana-de-agticar (Saccharum spp.), sobre o perfil de fermentagdo e a
estabilidade aerobia das silagens de cana-de-agucar. O experimento foi
conduzido em um delineamento inteiramente casualizado, com trés silagens
(sem inoculante e com inoculantes experimental e comercial) e seis tempos de
abertura dos silos (0, 3, 10, 30, 60 ¢ 90 dias). Para avaliagdo da estabilidade
aerdbia utilizou-se, também, um delineamento inteiramente casualizado com trés
repeti¢des, com parcelas subdivididas no tempo, em um esquema do tipo 3 x 4,
ou seja, trés silagens (silagens sem inoculantes e com inoculante experimental e
comercial) e quatro tempos de avaliacdo aerobica das silagens (0, 2, 4 e 6 dias
apos a abertura dos silos). Apds um periodo de ensilagem de 90 dias, os silos
foram abertos e destes foram retiradas amostras de cerca de 3,0 kg para
avaliacdo da estabilidade aerobica com base na temperatura e nas modifica¢des
quimicas e microbioldgicas ocorridas. A adi¢do dos inoculantes influenciou nas
modificagdes na composicdo quimica das silagens ao longo do processo, sendo
que, onde houve interacdo entre os fatores, as silagens inoculadas apresentaram
perfil semelhante, porém diferente da testemunha. Ao final do processo, a
composi¢do quimica de todas as silagens foi semelhante, com valores médios de
27,3; 3,7; 62,0; 38,6 ¢ 23% de MS, PB, FDN, FDA ¢ HEM, respectivamente.
Houve intenso consumo dos carboidratos soliveis, resultando em pH de 3,5 em
média. A populagdo de fungos filamentosos esteve abaixo do nivel detectavel
(2,0 log ufc/g) e a de BAL foi alta, mas a de leveduras foi intensamente inibida
pelos inoculantes em funcdo da mais alta concentragdo de acido acético e
propionico, resultando, também, em menor producdo de etanol nas silagens
inoculadas. Apds abertura, houve intenso crescimento de leveduras e a utilizagao
dos produtos da fermentagdo causou aumento do pH. Com a exposicdo ao ar, a
populagdo de fungos filamentosos também aumentou. As modificagdes
ocorreram em todas as silagens desde a abertura; porém; nas silagens inoculadas
o aquecimento foi mais lento. A inocula¢do das silagens de cana com bactérias
da espécie L. buchneri resultou em silagens com menor contagem de leveduras e
maior estabilidade aerdbia, sendo os acidos acético e propidnico os principais
responsaveis por tal fato. Dos tratamentos avaliados no presente estudo, a
silagem inoculada com inoculante experimental foi a que apresentou a maior
estabilidade aerobia, o que pode ser explicado pela maior concentracdo de acido
propionico no momento da abertura dos silos, uma vez que o teor de acido
acético e a contagem de leveduras foram semelhantes aos da silagem com
inoculante comercial.
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ABSTRACT

It was aimed by this work to evaluate the effect of the addition of two strains of
.L. buchneri, one coming from a commercial inoculant and the other isolated
from sugar cane silage (Saccharum spp.) on the fermentation profile and aerobic
stability of sugar cane silages. The experiment was conducted in a completely
randomized design with three silages (without inoculant and with experimental
and commercial inoculants) and six times of opening of the silos (0, 3, 10, 30, 60
and 90 days). For evaluation of the aerobic stability, a completely randomized
design with three replicates with splitplots in time in a scheme of the 3 x 4 type,
that is, three silages (silages without inoculant and with experimental and
commercial inoculants) and four aerobic evaluation times of the silages (0, 2, 4
and 6 days after the silo- opening) were also utilized. After a 90-day period of
ensiling, the silos were opened and from them were removed samples of about
3.0 kg for evaluation of the aerobic stability on the basis of temperature and
chemical and microbiologic conditions occurred. The addition of inoculants
influenced the modifications in the chemical composition of the silages
throughout the process, where there was an interaction among the factors, the
inoculated silages presented similar profile, but different from the control. At the
end of the process, the chemical composition of all the silages was similar with
average values of 27.3; 3.7; 62.0; 38.6 and 23.0% of DM, CP, NDF, ADF and
HEM, respectively. There was a marked consumption of soluble carbohydrates
resulting into pH of 3.5, on the average. The population of filamentous fungi
was bellow the detectable level (2.0 log cfu/g) and that of LAB was high, but the
one of yeasts was strongly inhibited by the inoculants as related with the highest
concentration of acetic and propionic acids, resulting also into less production of
ethanol in the inoculated silages. After the opening, there was a marked growth
of yeasts and that utilizing the fermentation products caused increase of pH
values. With the exposition to air, the population of filamentous fungi also
increased. The modifications occurred in all the silages since opening, but in the
inoculated silages heating was slower. The inoculation of the sugar cane silages
with bacteria of the species L. buchneri resulted into silages with lower count of
yeast and greater aerobic stability, acetic and propionic acids, being the main
responsible for such a fact. Out of the treatments evaluated in the present study,
the silage inoculated with the experimental inoculant was the one which
presented the greatest aerobic stability, which can be explained by the highest
concentration of propionic acid at the moment of the opening of the silos, since
the content of acetic acid and count of yeasts were similar to those of the silage
with commercial inoculant.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-agucar apresenta diversas caracteristicas que a credenciam
para o emprego na alimenta¢do animal, tais como facilidade de cultivo e alta
eficiéncia na conversdao de energia solar em biomassa, resultando em grande
producdo de forragem por unidade de area (80 a 150 t/ha); baixo custo de
producdo por t de MS; manuten¢do do valor nutritivo por até 6 meses apos a
maturacgdo, coincidindo a época de colheita ideal com o periodo de escassez de
foragem (época seca do ano); abundancia de agucares soluveis de alta
digestibilidade, podendo chegar a ter 50% de sacarose na MS; além de ser uma
planta perene, possuindo um sistema radicular profundo, o que protege o solo
contra erosdo, e uma forrageira altamente energética (Corréa, 2001; Lima &
Mattos, 1993).

Apesar de todas essas caracteristicas desejaveis, existem limitacdes na
utilizacdo da cana-de-agicar exclusivamente na alimentacdo de ruminantes,
principalmente em se tratando de animais de elevada exigéncia nutricional,
como vacas leiteiras em lactagdo. O problema esta no fato de que a cana-de-
acucar possui baixos teores de PB e alguns minerais como o P. Além disso, a
cana possui baixa digestibilidade e utilizacdo da energia digerida, apesar de
apresentar digestibilidade intermediaria. No entanto, quando essa deficiéncia ¢é
corrigida, conseguem-se resultados satisfatorios de consumo e ganho de peso
(Boin & Tedeschi, 1993; Pedroso, 2003).

Na época da seca, a cana se encontra com alto valor nutritivo, podendo
ser fornecida fresca e picada diariamente. Esta sempre foi a principal forma de
utilizagdo da cana-de-actcar pelos pecuaristas brasileiros, principalmente para
pequenos produtores. No entanto, esta forma de manejo apresenta algumas
desvantagens, tais como demanda de mao-de-obra didria para cortes,

despalhamento, picagem e transporte, estabelecendo, assim, uma limitacdo
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operacional quando se pretende suplementar rebanhos de maior porte;
dificuldade de corte em periodos chuvosos; impossibilidade de utilizar cana de
qualidade o ano todo, pois ocorre queda no teor de sacarose; e dificuldade no
manejo do canavial, pois existem plantas de diferentes idades e com qualidade
nutricional diferente (Nussio et al., 2003).

Diante disso, a utilizagdo da cana-de-agucar sob a forma de silagem
passou a ser uma alternativa muito discutida nos ultimos anos. A ensilagem
possibilita a colheita de grandes areas em curto espago de tempo na época seca,
quando a forrageira apresenta melhor valor nutritivo, e que coincide com um
periodo mais propicio aos trabalhos no campo (Pedroso, 2003). Além de
resolver problemas com mao-de-obra e manejo, a ensilagem também apresenta-
se como solugdo para certos problemas, como em canaviais destinados a
industria, os quais devem ser manejados de forma a evitar os excedentes de
producdo, o que exigiria a manutencdo da biomassa até a nova safra, com a

formacdo de canas bisadas (Nussio et al., 2003).

Outros fatores, como flutuagdes nos pregos do agticar e do alcool, podem
exigir reducdo da oferta de cana para as industrias, devendo-se dar um destino
alternativo a cana-de-acicar existente. Canaviais submetidos a incéndio
voluntario ou acidental, ou queimados pela geada, precisam ser usados
rapidamente para evitar a conversdo da sacarose e a respiracdo indesejavel de
carboidratos, gerando a necessidade da decisdo pelo processo de ensilagem

(Nussio et al., 2003).

Teoricamente, a cana-de-agiicar poderia ser ensilada sem qualquer
problema, pois contém as principais caracteristicas necessarias para o0 processo
de produgido de silagem, que sdo de MS em torno de 25 ¢ 30%; alto teor teor de
carboidratos soliiveis e poder tampao que permite a queda rapida do pH para
valores proximos a 3,5. Todavia, a silagem de cana-de-agucar apresenta intensa

fermentacdo alcodlica por leveduras, o que conduz a altas taxas de perda de MS.

107



Além disso, as silagens apresentam alto teor de carboidratos residuais e acidos
latico e acético. Estes compostos sdo substratos potencialmente utlizaveis pelos

micorganismos deterioradores da silagem apo6s a abertura dos silos.

Em silagem, tanto a atividade aerodbia quanto a anerdbia de leveduras sdo
consideradas indesejaveis. Sob condi¢des anaerdbias, as leveduras fermentam
acucares a etanol e CO,. Esse etanol produzido ndo somente diminui a
quantidade de aglicar disponivel para as BAL, mas também tem um efeito
negativo sobre o sabor do leite. Sob condi¢des aerdbias, muitas espécies de
levedura degradam o acido latico, causando um aumento do pH da silagem,
proporcionando, assim, condi¢gdes para que outros microrganismos
deterioradores se desenvolvam (McDonald et al., 1991).

O etanol produzido, apesar de potencialmente aproveitavel como
substrato energético para bovinos através da conversdo a acido acético no
ramen, tem grande parte perdida durante a estocagem. A producdo desse alcool
acarreta perdas de aproximadamente 49% da MS dos substratos (McDonald,

1991).

Viarios trabalhos foram conduzidos avaliando a adi¢cdo de bactérias
heterolaticas da espécie L. buchneri sobre silagens de gramineas (Driehuis et al.,
1999; Nishino et al., 2002; Ranjit et al., 2002). Em geral, nesses trabalhos
observou-se um maior teor de acido acético, associado a uma reducdo do
crescimento de leveduras, aumentando a estabilidade aerdbia das silagens.
Diante desses resultados, nos ultimos cinco anos pesquisadores brasileiros tém
desenvolvido trabalhos para avaliar o efeito da inoculacdo dessa espécie
bacteriana as silagens de cana-de-agucar..

A adigdo de L. buchneri a silagem de cana de aglicar podera ser benéfica
de duas formas: inibindo o crescimento de leveduras, fazendo com que a
producgdo de etanol seja menor, e pelo aumento da estabilidade aerdbia das

silagens.

108



Existem divergéncias entre os resultados sobre a inoculagdo daquela
bactéria as silagens de cana-de-agicar. Durante o processo fermentativo,
Pedroso et al. (2005) observaram redugdes nas perdas gasosas (9,7 para 8,4% da
MS) e melhoria significativa na recuperagdo de MS (80,9 para 90,5%) nas
silagens de cana aditivada em relacdo a silagem controle, respectivamente. De
modo semelhante, o trabalho com silagens de cana-de-aglicar conduzido por
Siqueira (2005) possibilitou maiores recuperagdes de MS da silagem de cana-de-
acucar aditivada com L. buchneri em relagdo a silagem controle (80,8 vs 67,5%).
Entretanto, Sousa (2006) concluiu que a inoculagdo ndo foi eficiente na redugio
da producdo de gases e perdas de MS em relag@o as silagens sem aditivos.

Com relagdo a melhoria da estabilidade aerobia, estudos t€ém mostrado
que adi¢do de bactérias heterolaticas da espécie L. buchneri em silagens de
gramineas (Driehuis et al., 1999; Nishino et al., 2002, Ranjit & Kung Jr.,2002)
em geral resulta em maior teor de acido acético, inibindo o crescimento de
leveduras ¢ aumentando a estabilidade aerdbia das silagens. Além disso, essas
bactérias tém habilidade para metabolizar acido latico a acido acético, reduzindo
a concentragdo de substrato potencialmente utilizdvel por leveduras e
aumentando o efeito inibitdrio pelo aumento da concentragdo de acido acético.

O o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da adigdo de duas
cepas de L. buchneri, uma proveniente de um inoculante comercial ¢ outra
isolada da propia silagem de cana, sobre o perfil de fermentacdo e a estabilidade

aerdbia dessa forrageira.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e Periodo

O experimento foi conduzido nos Departamentos de Zootecnia e

Biologia da Universidade Federal de Lavras — MG.

A Estacdo Climatologica Municipal de Lavras, MG, estd situada no
Campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no municipio de Lavras,
Estado de Minas Gerais, em convénio com o Instituto Nacional de Meteorologia
(INMER), encontrando-se em latitude de 21°14° S, longitude de 45°00° W e
altitude de 918,84 m (Brasil, 1992). Segundo a classificagdo internacional de
Koppen, o clima da regido ¢ do tipo Cwa, subtropical com verdo quente e
chuvoso e inverno frio e seco, caracterizado por um total de 23,4 mm de chuvas
no més mais seco e 295,8 mm no més mais chuvoso, precipitagdo total anual de
1.529,7 mm e temperaturas médias maxima mensal igual a 22,1 em fevereiro e

minima mensal igual a 15,8°C em julho.

2..2 Delineamento Experimental e Tratamentos

O experimento para avaliagdo do perfil de fermentacdo das silagens de
cana-de-agucar foi conduzido obedecendo a um delincamento inteiramente
casualizado, com trés repetigdes, e os tratamentos foram dispostos em esquema
fatorial 3 x 5, sendo trés silagens (sem inoculante, com inoculantes experimental
e com inoculante comercial) e cinco tempos de abertura dos silos (0, 3, 10, 30,
60 e 90 dias de fermentacdo). Os dados foram analisados estatisticamente pelos
procedimentos de analise de varidncia para os experimentos fatoriais. Aqueles

de natureza qualitativa foram comparados por meio do teste Scott-Knott e os de
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natureza quantitativa foram submetidos ao estudo de regressdao. O modelo linear
estatistico utilizado foi o seguinte:

Yik = p +ai+ bj+ ab; + ejjx , em que:

Yij € o valor observado na k-ésima repeti¢do do j-ésimo tempo e do i-
ésimo inoculante;

| € uma constante inerente a todas as observagdes;

a; € o efeito do i-ésimo inoculante (i = 1,2,3);

b; € o efeito do j-ésimo tempo de abertura (j = 1,2,3,4,5,6);

ab; € o efeito da interagdo entre o i-ésimo inoculante com o j-ésimo
tempo de abertura;

eijk € o erro associado a observagdo Yy, considerado independente com

média igual a zero e varidncia constante.

O experimento para avaliagdo da estabilidade aerobia das silagens
também foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeti¢des, sendo os fatores dispostos em esquema de parcelas subdivididas no
tempo, com as silagens (sem inoculantes, com inoculante experimental e com
inoculantes comercial) dispostas nas parcelas e os tempos de avaliagdo 0, 2, 4 ¢
6 dias ap6s abertura dos silos nas subparcelas. O modelo linear utilizado foi o
seguinte:

Yijk =u+atemt di + Cjk T ady + Cijk, €M que:

Yijk € o valor observado na k-ésima repeti¢do do j-ésimo tempo e do i-
ésimo inoculante;

1 € uma constante inerente a todas as observagdes;

a; € o efeito do i-ésimo inoculante (tratamento da parcela);

€ ¢ o erro experimental associado a parcela;

dy ¢é o efeito do k-ésimo dia de avaliagdo (tratamento da subparcela);
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eji) = erro associado aos tratamentos da subparcela (dias);

ad;, € o efeito da interacdo entre o i-€simo inoculante com o k-ésimo dia
de avaliagdo;

eijk € o erro associado a observacdo Yij, considerado independente, com

média igual a zero e varidnia constante.

2.3 Preparo da forragem para ensilagem

A cana utilizada foi colhida com facdo, em um canavial estabelecido no
Departamento de Zootecnia, e picada em maquina estacionaria, proporcionando

particulas de 10 a 30 mm para a produgdo da silagem.

2.4 Preparo dos inoculantes

Os inoculantes foram previamente preparados no Laboratorio de
Microbiologia do Departamento de Biologia da UFLA. O inoculante
experimental consistiu da bactéria Lactobacillus buchneri isolada de uma
silagem de cana-de-agucar, como especificado no Capitulo 2. J& o inoculante
comercial empregado foi o inoculante Pioneer 11A44TM (Pioneer Hi-Bred
International, Inc., Des Moines, IA, USA), que contém a bactéria L. buchneri na

concentragio 10" ufc/g do produto.

O inoculante comercial foi adicionado de acordo com a recomendagao
do fabricante de 8 log ufc/kg ou 5 log ufc/g de forragem. Para tanto, foi pesado
0,003g do inoculante, o qual foi misturado a 80 ml de 4gua destilada estéril e,

posteriormente, borrifado sobre a forragem no momento da ensilagem.

Para que ambos fossem adicionados com a mesma concentragdo de
células vidveis, foi feita a contagem do nUmero destas no inoculante

experimental através de plaqueamento em meio MRS (Tabela 15A).

112



Inicialmente, o microrganismo foi cultivado em tubos contendo 2 ml de caldo
MRS por 24 horas; depois foi transferido para tubos contendo 10 ml de caldo
MRS por mais 24 horas e, finalmente, transferido para erlenmeyer com 250 ml
de caldo MRS e cultivado por 24 horas. Apos este tempo, foi feita a contagem
do niimero de células, obtendo-se um resultado de 9 log ufc/ml do caldo. Para
cada silo foi retirado, entdo, 0,3 ml do caldo presente no erlenmeyer, que foi
posteriormente misturado com 80 ml de agua destilada estéril e borrifado sobre
3kg de forragem para ser ensilada. Ao final, o inoculante experimental foi
inoculado em uma concentragao de 8 log ugc/kg de forragem, que corresponde a

5 log ufc/g de forragem.

2.5 Preparo das silagens e formacéo dos tratamentos

A forragem picada foi ensilada em silos de PVC com diametro de 10 cm
e altura de 80 cm, adaptados com valvula tipo Bunsen, com capacidade para
aproximadamente 2,5 a 3 kg de forragem, sendo utilizada uma densidade de
compactacio de aproximadamente 600 kg de forragem por m’.

Os inoculantes preparados anteriormente foram misturados a forragem
no momento da ensilagem, com auxilio de um borrifador (sendo um para cada
tratamento). Teve-se o cuidado de adicionar & testemunha somente agua
destilada estéril, na mesma quantidade de dgua que foi adicionada junto com os
inoculantes (80 ml).

A forragem foi compactada manualmente nos silos, com barra de ferro,
os quais foram armazenados com a valvula voltada para baixo (para que o
efluente produzido fosse eliminado), em temperatura ambiente e sob a protecdo
da luz solar e chuvas. Foram retiradas amostras da forragem fresca, sem ¢ com
inoculantes, das quais uma parte foi encaminhada para o freezer e outra, para a

estufa de ventilagdo forcada a 65°C por 72 horas, moida e armazenada para
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analises posteriores. Uma terceira amostra foi colhida para contagem da
populacdo de microrganismose e leitura do pH. A forragem foi compactada
manualmente nos silos, com barra de ferro, os quais foram armazenados com a
valvula voltada para baixo (para que o efluente produzido fosse eliminado), em

temperatura ambiente e sob a prote¢do da luz solar e chuvas.

2.6 Avaliacéo do perfil de fermentacédo das silagens

Para a avaliagdo do perfil de fermentacdo das silagens, os silos foram
abertos com 0, 3, 10, 30, 60 e 90 dias de fermentacdo e de cada silo foram
retiradas duas amostras, tomando-se o cuidado de desprezar as silagens das
extremidades dos silos. Destas amostras, uma foi pesada e seca em estufa de
ventilagao forgcada a 65°C e a outra foi colocada em sacos plasticos devidamente
identificados e congelados. No momento da abertura de cada silo foi retirada
uma terceira amostra para determinagdo do pH e contagem da populagdo de
microrganismos.

As analises bromatologicas da forragem fresca e das silagens foram
realizadas no Laboratério de Pesquisa Animal do DZO-UFLA. As amostras
secas foram moidas em moinho do tipo Willey, com peneira de 30 mesh, e
armazenadas em potes plasticos devidamente identificados e encaminhados ao
laboratorio para a determinagdo dos teores de matéria seca (MS) e proteina
bruta (PB), conforme os métodos recomendados pela AOAC (1990); fibra em
detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA), segundo as técnicas
descritas por Silva (1990); e teor de hemicelulose pela diferenga entre FDN e
FDA.

O teor de carboidratos soluveis (CHOs) também foi determinado com
amostra seca, conforme a técnica de Bailey (1977) modificada por Valadares

Filho (1981). O principio do método consiste na extracdo dos carboidratos com
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solucdo alcoodlica a 80%, reagdo com solugdo acida preparada com antrona e
posterior leitura em Espectrofotdmetro, utilizando solugdo de glicose para o

preparo da curva padrdo.

Das amostras congeladas extraiu-se o suco, com prensa hidraulica, para a
determinagdo do teor de nitrogénio amoniacal como porcentagem do nitrogénio
total [N-NH3(% N total)], 4cidos graxos volateis, acido latico e etanol por
cromatografia gasosa (AOAC, 1980). Para analise cromatografica foi utilizado o
cromatografo Shimadzu GCl17a; Coluna capilar (30m x 0,025mm), com
temperatura inicial de 90°C e final de 180°C, pressdo de 22 e fluxo de 20
(AOAC, 1980).

O poder tampao foi determinado somente para a forragem nao ensilada
(tempo 0), utilizando amostras congeladas de acordo com a técnica descrita por
Playne & McDonald (1966). Para tanto, foram pesadas 15 g de amostra do
material fresco, as quais foram maceradas em liquidificador com 250 ml de agua
destilada. O macerado foi titulado primeiramente para pH 3,0, com HCI 0,1N,
para liberar bicarbonatos e CO” e, em seguida, titulado para pH 6,0 com NaOH
0,IN. A capacidade tampdo € expressa como equivalente miligrama (e.mg) de
acidos requeridos para mudar o pH de 4,0 para 6,0 por 100 g de MS, apos
corregdo para o valor da titulagdo de 250 ml de dgua. Com base nos teores de
carboidratos soluveis, MS e do poder tampao, foi calculado o coeficiente de
fermentacao (CF) do capim-mombaca e da cana-de-agucar segundo Weissback

& Honig (1996), citados por Oude ElferinK, 2000.

Da terceira amostra coletada foi retirada uma subamostra de 80 g, a qual,
a seguir, foi misturada com 4gua peptonada estéril e encaminhada
imediatamente ao Laboratorio de Microbiologia para a avaliacdo da populagdo
de fungos filamentosos, leveduras e bactérias do acido latico (BAL). Foi
coletada, também, uma subamostra de 10 g de silagem para se proceder a leitura

do pH por meio de um potenciometro Beckman Expandomatic SS-2.
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As analises microbiologicas da forragem e das silagens foram realizadas
no Laboratério de Microbiologia da UFLA. Foram efetuadas as contagens de
BAL, leveduras e fungos filamentosos em todos os tempos de abertura dos silos.
Foi coletada uma subamostra de 80 g de silagem de cada silo, a qual foi
colocada, assepticamente, em frascos contendo 720ml de 4gua peptonada estéril
(1% de peptona), esterilizada a 121°C/15 min.) e agitada durante 20 minutos. A
partir do extrato obtido, foram preparadas dilui¢des decimais de 10" a 10°.

As contagens totais de BAL, leveduras ¢ fungos filamentosos foram
realizada tomando-se 0,1 ml de cada dilui¢do, em triplicata, o qual foi espalhado
com al¢a de Drigalsky no meio MRS (Tabela 15 A); acrescido de nistatina
(0,4%) para contagem de bactérias acido laticas; no meio DRBC (Dicloran Rosa
Bengala Cloranfenicol) (Tabela 15A) para a contagem de fungos filamentosos; e
meio YEPG (Tabela 15A) para a contagem de leveduras. As placas foram
incubadas a 28°C e a contagem total de bactérias foi realizada apds 24-72 horas
de incubacdo. Para a contagem de fungos filamentosos e leveduras, as placas

foram incubadas por 24 a 72 horas.

Os dados foram analisados estatisticamente pelos procedimenos de
analise de variancia para os experimentos fatoriais, utilizando o programa
SISVAR (Sistema de Analise de Varidncia para Dados Balanceados) (Ferreira,
2000), de acordo com o esquema de varidncia mostrados nas tabelas em anexo
(Tabelas 1A a 14A). Quando os tratamentos foram significativos, foi feita
comparagdo multipla, utilizando o teste de Scott-Knott (no caso de comparagao
entre as silagens) ou regressdo, quando os tratamentos eram de natureza
quantitativa, como no caso dos tempos de abertura dos silos. Para os tempos de
abertura dos silos, em decorréncia do tipo de comportamento utilizou-se
modelos mais complexos, com graus superiores a trés, visto que, em alguns
casos, modelos mais simples ndo foram héabeis em representar as modifica¢des

temporais ocorridas ao longo do processo de fermentagao.
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2.7 Avaliacao da estabilidade aerobia das silagens

O experimento para avaliagdo da estabilidade aerdbia foi conduzido em
um delineamento inteiramente casualizado com trés repetigdes, com oS
tratamentos dispostos em esquema de parcelas subdivididas no tempo, sendo os
dias de avaliagdo considerados como subparcela no tempo, com as trés silagens
(silagens sem inoculantes e com inoculante experimental e comercial) nas
parcelas e quatro tempos de avaliagdo aerdbica das silagens (0, 2, 4 e 6 dias apos

a abertura dos silos), considerados como tratamentos da subparcela no tempo.

Apo6s um periodo de ensilagem de 90 dias, os silos foram abertos ¢ de
cada silo foi retirada uma amostra de cerca de 3,0 kg, que foi acondicionada em
baldes plasticos de aproximadamente 5,0 kg cada para avaliagdo da estabilidade
aerobia. Essas amostras ficaram em uma sala fechada, em que foi monitorada a
temperatura de cada amostra diariamente. Para isto, um termometro foi inserido
na massa ensilada, numa profundidade de 10 cm, durante 10 dias. A temperatura
da massa ensilada foi tomada duas vezes ao dia, as 8:00 e as 17:00 horas, € a
temperatura ambiente foi medida com o auxilio de um termoémetro localizado
proximo aos baldes. A estabilidade aerébia foi calculada como sendo o tempo
em horas observado para que o alimento volumoso, apds a abertura do silo,
apresentasse elevacdo da temperatura em 2°C em relacdo a temperatura
ambiente (Kung Jr. et al.,2000), que apresentou média de 23,3°C e variacdo
entre 22 e 25°C. Também foi efetuado um estudo de regressdo das temperaturas

das silagens durante o periodo de cinco dias.

Durante esse periodo, nos dias 0, 2, 4 e 6 foram retiradas amostras para a
realizagdo das andlises laboratoriais. Destas amostras, uma parte foi colocada em
sacos plasticos devidamente identificados e congelados para as determinagdes
das concentra¢des de AGV, acido latico, etanol e nitrogénio amoniacal. A outra

parte foi colocada em dgua peptonada estéril e encaminhada, imediatamente, ao
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Laboratorio de Microbiologia para as avaliacdo das populagds de fungos
filamentosos, leveduras e bactérias. No momento da abertura de cada silo foi
retirada uma amostra de 10 g de silagem para se proceder a leitura do pH, por
meio de um potencidmetro Beckman Expandomatic SS-2. Uma teceira amostra
coletada foi pesada, seca em estufa de ventilagdo forcada a 65°C, posteriormente
moida em moinho do tipo Willey, com peneira de 30 mesh, armazenada em
potes plasticos devidamente identificados e encaminhada ao laboratorio para a
determinacdo dos teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB) e
carboidratos soltiveis (CHOs). Todas as analises quimicas, bromatologicas e
microbiolégicas realizadas durante a avaliagdo da estabilidade aerébia foram
feitas utilizando as mesmas técnicas utilizadas durante a avaliagdo do pefil de

fermentac¢do citadas no item anterior.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composi¢ao quimica da forragem de cana-de-agucar antes da ensilagem

As composicdes quimicas da cana fresca pura e com os inoculantes

experimental e comercial estdo mostradas nas Tabelas 1.

TABELA 1 - Valores médios da composi¢do quimica, pH, poder tampao (PT) e
coeficiente fermentativo (CF) da cana-de-agiicar antes da
ensilagem sem inoculante (1) e com inoculantes experimental (2)
e comercial (3).

Inoculantess MS PB FDN FDA HEM CHO PT CF pH
(%) (0/Kg) E.mg NaOH/
100 g MS
1 29,3a 34a 57,8a 31,8a 259a 300,6a 11,0 248 5,6a
2 29,9a 32a 56,8a 31,9a 24,8a 283,2b 10,6 242 5,6a
3 29,5a 29a 56,2a 31,5a 24,7a 299,la 10,4 260 5,6a

1 Teores de matéria seca (MS); proteina bruta (PB); fibra em detergente neutro (FDN); fibra em detergente
acido (FDA); hemicelulose (HEM); carboidratos soluveis (CHOs); potencial hidrogenionico (pH); poder
tampao (PT) e coeficiente fermentativo (CF). Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferenciam

entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

A composi¢do quimica da cana, antes da ensilagem, com excec¢do dos
teores de carboidratos soluveis (CHOs), ndo sofreu inflluéncia da inoculagio
com L. buchneri na concentragio de 10® células/g. Desse modo, os dados serido
discutidos com os valores médios dos tratamentos. Para os teores de CHOs, a
forragem com inoculante experimental mostrou menor concentragdo, porém este
resultado provavelmente ocorreu em fungdo de erros de analises laboratoriais.

Os valores aqui relatados estdo proximos, com pequenas variagdes, dos
encontrados na literatura. Os teores de MS (29,3%) e PB (3,2%) foram
superiores aos encontrados na literatura, como 27,4% e 2,0% (Coan et al., 2005);
28,3% e 2,3% (Molina et al., 2002) e 28,6% ¢ 2,6% (Freitas et al., 2006). Os
teores de FDN (57,0%) e FDA (31,8%) também foram superiores aos

encontrados por outros autores, variando de 36,2 a 49% para FDN ¢ de 23,6 a
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32% para FDA (Fernandes et al., 2003; Pedroso et al., 2005; Freitas et al., 2006).
As concentragdes de carboidratos soliveis estdo dentro da faixa encontrada por
alguns autores ( 20 a 40%), porém foram inferiores as encontradas por Freitas et
al. (2006) e superiores as encontradas por Pedroso et al. (2003). Estas diferencas
podem estar relacionadas a forragem e, também, as diferentes técnicas de
analise.

A capacidade fermentativa (CF) ¢ calculada com base nos teores de MS,
carboidratos soliiveis e poder tampdo. Para a cana-de-agucar foi encontrado
valor muito alto, quando comparado com a maioria das forrageiras, ao redor de
250. Pelas recomendagdes de Weissbach & Honnig (1996) citados por Olde
Elferink (2000), forragens com CF superior a 35 sdo consideradas adequadas
para a ensilagem. No caso da cana, esse excesso de carboidratos soluveis,
associado a alta populacdo de leveduras epifitas (em torno de 6,0 log da ufc/g de
forragem) e ao teor de MS (28%) em que a cana foi ensilada, ainda aliado ao
fato de que a ensilagem resulta em alto teor de carboidratos soltveis residuais,
além de prejudicar o processo de fermentagao alcoodlica por leveduras, conduz a
altas perdas de MS e reduz a estabilidade aerobia das silagens. Portanto, este ndo
¢ um indice confidvel para essa cultura, uma vez que ele foi desenvolvido para

gramineas de clima temperado.

3.2 Variacg6es na composicdo quimica das silagens de cana-de-aclcar com a

fermentacédo

O teor de MS das silagens de cana-de-agucar variaram
significativamente (P<0,01) apenas pelos tempos de abertura dos silos (Tabela
8A). A variagdo foi pequena, em torno de 2 unidades percentuais. Ao final do
processo, as silagens apresentaram teores médios de MS menores que da

forragem original (Figura 1).
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FIGURA 1. Representa¢do grafica, equacdo de regressdo e coeficiente de
determinacdo dos teores de matéria seca das silagens de cana-de-
acucar (valores médios dos tratamentos) em fung¢do dos tempos de
abertura dos silos.

Com relagdo aos teores de PB das silagens, houve interagdo
significativa (P<0,01) entre inoculantes e tempos de abertura dos silos. O teor de
Pb da silagem controle ndo variou com o periodo de fermentacdo, registrando
valores médios de 3,4. Para as silagens inoculadas, foram observadas maiores
variagdes nos teores protéicos; no entanto, ao final do processo, as silagens
submetidas aos trés tratamentos apresentaram o mesmo teor de PB, mas

levemente superiores a cana fresca (Figura 2).
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FIGURA 2 . Representagdo grafica, equacdes de regressdo e coeficientes de
determinacdo dos teores de PB das silagens de cana-de-acucar
sem inoculante (Y;) e com inoculantes experimental (Y,) e
comercial (Y3) em fun¢do dos tempos de abertura dos silos.

Com relagdo aos componentes da parede celular, houve efeito da
interagdo inoculante x tempo de abertura dos silos para as variaveis FDA e HEM
(Tabela 8A e 9A). Ja o FDN foi afetado por inoculante e tempo de abertura dos
silos. Observa-se, na Tabela 3, que as silagens ndo inoculadas mostraram
menores valores de FDN do que as inoculadas, as quais ndo diferiram
estatisticamente entre si (P>0,05). Na Figura 3 encontra-se a variagdo de FDN
em funcdo do tempo de abertura dos silos. Os trés tratamentos mostraram
comportamento semelhante, com variagcdes mais intensas no inicio do processo,
com pequeno aumento até aproximadamente 15 dias, seguido de reducdo a

valores proximos ao valor obtido na silagem aos 90 dias (56,2%). O teores
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médios de FDN das silagens ao final do processo de fermentacdo (90 dias)

foram mais altos que os da forragem original (Figura 3).

TABELA 2 - Valores de FDN (%) das silagens de cana-de-agucar sem
inoculante e com inoculantes experimental e comercial

Silagens Médias
Sem inoculante 59,62 b
Experimental 61,62 a
Comercial 61,10 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05).

Com o decorrer do processo de fermentagao, as silagens sem inoculante
mostraram maiores variagdes nos teores de FDA do que as inoculadas com
inoculantes experimental ¢ comercial, que apresentaram comportamento
quadratico. Comparando a forragem original com a silagem resultante, nota-se
aumento nos teores de FDA com a fermentagdo, os quais, por sua vez, ndo
diferiram ao final do processo (Figura 4 e Tabela 2).

Foram observadas variagdes nos teores de HEM de todas as silagens ao
longo do processo. Os comportamentos das silagens inoculadas, apesar de
diferentes, mostraram tendéncia semelhante, com aumento nos primeiros 10 dias
de fermentagdo; em seguida, os valores tenderam a diminuir até o final do
processo (Figura 4 ). Os teores de HEM da silagem sem inoculante também
sofreram variagdes ao longo do processo e estas foram muti diferentes das
silagens inoculadas, com aumento de aproximadamente 40 dias, redugdo até aos
80 dias e novo aumento aos 90 dias (Figura 4).

No momento de abertura dos silos, com excegdo dos teores de HEM, os
teores de MS, PB, FDN e FDA foram semelhantes para as trés silagens,
mostrando que a adigdo de L. buchneri a cana-de-a¢ucar nio causou efeitos

significativos na composi¢ao quimica das silagens com 90 dias de fermentacao.
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FIGURA 3. Representacdo grafica, equacdo de regressdo e coeficiente de
determinacdo dos teores de FDN das silagens de cana-de-a¢ticar
em fung¢do dos tempos de abertura dos silos.

Comparando a composi¢do quimica da cana fresca (Tabela 1) com a da
silagem correspondente, notaram-se menores teores de MS e maiores teores de
FDN, FDA e PB com a fermentagdo. Este comportamento ¢ comum em silagens
de cana-de-actcar e também foi verificado em outros trabalhos. Freitas et al.
(2006) constataram redugdo de 8% e aumento de 28, 20 e 0,8% nos teores de
MS, FDN, FDA e PB, respectivamente, em silagens de cana-de-agucar com 45
dias de fermenta¢cdo. Comportamento semelhante foi verificado por Pedroso et
al. (2005), relatando redugao de 8,4% nos teores de MS e elevacdo de 21; 12,6 ¢
0,8% nos teores de FDN, FDA ¢ PB, respectivamente, para silagens de cana sem
aditivos aos 90 dias de fermentagdo. Ja no trabalho de Lopes (2005), a reducdo
do teor de MS foi de 7% e os aumentos respectivos dos constituintes FDN, FDA
e PB foram de 12,97; 8,81 ¢ 0,8% para silagem de cana pura com 180 dias de
fermentacdo. Por sua vez, Sousa (2006) verificou reducdo de 31 para 22% nos
teores de MS e aumentos de 48,7 para 68% nos teores de FDN e de 2,8 para

3,5% nos teores de PB em silagens de cana pura com 110 dias de fermentacao.
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FIGURAS 4. Representagao grafica, equagdes de regressdao e coeficientes de
determinacdo dos teores de FDA (A) e hemicelulose (B) das
silagens de cana-de-a¢tcar sem inoculante (Y;) € com inoculantes
experimental (Y,) e comercial (Y;) em fungdo dos tempos de
abertura dos silos.
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Em um estudo de fermentagdo de silagens de cana-de-agucar com
diferentes inoculantes, Sousa (2006) constatou aumentos de 47 para 67% e de
2,4 para 3,6% nos teores de FDN e de PB nas silagens controle e inoculada com
L. buchneri, ndo havendo diferenca no padrdo de fermentagdo ao longo do
processo (interagdo ndo significativa) para essas varidveis. Para os teores de MS,
o autor verificou modificagdes somente apos 7 dias de fermentagio, sendo que,
para as silagens inoculadas com L. buchneri (5 log ufc/g), as variagdes foram
mais intensas entre 7 e 15 dias, e para as silagens controle nas trés datas finais de
abertura, 15, 35 ¢ 110 dias. Como pode ser observado nos trabalhos citados, ¢é
comum a ocorréncia de aumento da fracdo fibrosa e¢ redugdo dos teores de MS
das silagens de cana em relagdo ao material original. O aumento da fragdo
fibrosa do material ensilado pode ocorrer devido a intensa formacgao de efluentes
durante o processo fermentativo, no qual os componentes soltiveis em dgua sdo
reduzidos proporcionalmente ao aumento da fragdo menos fermentavel insolavel
em agua, particularmente os constituintes da parede celular (Van Soest, 1994).
Pode, também, ocorrer por causa da perda de carboidratos soluveis, na forma de
gases, ou por meio da formagdo da chamada “4dgua de metabolismo”, formada
durante a sintese de etanol ou metabolismo de fermentacdo de agucares por

bactérias, o que também ¢é responsavel pela diminui¢ao no teor de MS.

Nos trabalhos realizados com cana estas modificacoes tém sido
associadas mais com perda de MS, na forma de gases, devido & fermentacgdo
alcodlica por leveduras, do que a perdas por efluentes. Nos trabalhos de Freitas
et al. (2006) e Pedroso et al. (2003) ndo houve producdo de efluente. Esses
autores concluiram que essas modificagcdes nos teores de MS, FDN e FDA
decorreram das perdas de carboidratos soluveis na forma de gases e da produgao

da agua de metabolismo.

O aumento na concentracdo de PB observado durante a ensilagem pode,

também, ser explicado pela redugdo nos teores de MS, o que,
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proporcionalmente, faz com que haja aumento no teor protéico. Neste trabalho, a
variagdo foi de apenas 0,8%, que estd dentro da faixa de variacdo de 1 a 2%
citada por Rotz & Muck (1994), em razdo do mesmo processo citado

anteriormente.

Com relagdo as modificagdes temporais ocorridas na composi¢ao
quimica da cana-de-actcar, houve influéncia significativa (P<0,01) dos
inoculantes para os teores de FDA, HEM e PB. Nestes, em geral, as silagens
com inoculantes comercial e experimental mostraram perfil parecido mas
diferente da testemunha.

As equagdes que se ajustaram as modificacdes dessas variaveis foram,
na maioria dos casos, polindmios de quarto grau. Assim, ndo foi possivel
estabelecer uma seqiiéncia logica das modificagdes dessas varidaveis ao longo do
processo. Este comportamento se deve ao fato de que, durante a fermentacao,
varios fatores estdo envolvidos, influenciando o comportamento dessas
variaveis, como ja mencionado anteriormente, e fazendo com que haja aumento
ou diminui¢do de alguns deles em determinado momento do processo. O
importante, neste estudo, foi avaliar o comportamento geral das silagens em
funcdo dos diferentes tratamentos e a composi¢do quimica das silagens
resultantes.

A andlise estatistica detectou interagdo significativa (P<0,01) (Tabela
9A) entre os fatores inoculante e tempo de abertura dos silos para as
concentragdes de CHOs das silagens. Cada uma das trés silagens mostrou
comportamento diferente, porém seguindo a mesma tendéncia. Para as trés
silagens, a equacdo que melhor se ajustou as modificagdes ocorridas ao longo da
fermentacdo foi um polindmio de quarto grau. Foi observada grande redugdo nos
primeiros 20 dias de fermentagdo e, a partir dai, variagdes menores até aos 90

dias (Figura 5).
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Ao final do processo de fermentagdo, as silagens sem inoculantes
apresentaram menor concentracdo de CHOs residuais (12,7 g/kg) do que as
inoculadas, entre as quais ndo houve diferenca estatistica (18,45 g/kg). Estes
resultados estdo de acordo com os relatados por Queiroz (2006), que mostrou
haver preserva¢do de CHOs em silagens de cana adicionadas de L. buchneri,

quando comparadas ao tratamento controle, 36,6 e 17,9 g/kg, respectivamente.

Freitas et al. (2006) também observaram intensa redugdo nos teores de
CHOs durante os primeiros 15 dias; porém, ao contrario do observado no
presente trabalho, os autores encontraram maiores concentragdes de CHOs
residuais nas silagens controle em relagdo a inoculada com L. buchneri, sendo
iguais a 64 e 48 g/Kg para silagens de cana pura e inoculada com L. buchneri,
respectivamente, aos 45 dias de fermentacao.

Concentra¢des de CHOs residuais mais altas indicam menores perdas de
MS durante a fermentacdo, constituindo vantagem. No entanto, quando essas
silagens sdo expostas ao ar, em geral tendem a deteriorar mais rapido, a ndo ser
que exista algum fator que aumente a sua estabilidade, o que constitui uma
desvantagem.

O pH foi influenciado pela interagdo entre inoculante x tempos de
abertura dos silos (Tabela 9A). A queda do pH ocorreu de forma mais rapida
para as silagens testemunha e inoculada com inoculante comercial, alcangando
valor mais baixo aproximadamente aos 15 dias (Figura 5). J4 na silagem
inoculada com inoculante experimental, a queda foi mais lenta, alcan¢ando
menor valor com aproximadamente 30 dias. Apesar da queda mais lenta, com
cerca 20 dias todas as silagens ja apresentavam valores de pH abaixo de 4,0, o
que ja ¢ um valor indicativo de boa fermentagdo, no qual a maioria dos
micorganismos que sdo intolerantes ao pH acido s@o inibidos. Néo foi detectada
a presencga de acido butirico, o que leva a concluir que ndo houve crescimento de

bactérias do género Clostridium.
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O pH ¢ um dos fatores de maior importdncia na inibicdo de
microrganismos  indesejaveis. As  enterobactérias sdo  prejudiciais,
principalmente na fase inicial de fermentag¢ao. O pH 6timo para seu crescimento
¢ de 6,0 a 7,0; assim, a maioria das cepas de Enterobacteriaceae nao cresce em
pH abaixo de 5,0 (Bolsen, 1995). As bactérias do género Listeria spp. podem
tolerar valores de pH de 3,8-4,2 por longos periodos se o oxigénio esta presente
mesmo que em baixos niveis; no entanto, sob condi¢cdes estritamente
anaerobicas aqueles microrganismos sao rapidamente mortos se os valores de
pH sdo baixos (Oude Elferink et al., 2000). Os clostrideos também sdo inibidos
por pH baixo no meio; no entanto, mais importante que o efeito do pH
isoladamente é o efeito conjunto deste com teores de MS mais altos, acima de

30% (Woolford, 1984).

Em geral, silagens inoculadas com L. buchneri apresentam pH mais alto
em face da maior producdo de acido acético (Driehuis et al., 1999; Oude
Elferink et al., 2001). No presente trabalho, entretanto, nao foi possivel explicar
a queda mais lenta do pH das silagens com inoculante experimental, uma vez
que as concentracdes de acido latico, acético e propionico desta silagem, no
inicio do processo, foram muito similares as das outras silagens. Uma outra
explicagdo poderia ser a conversdo do acido latico a acido acético e 1,2-
propanodiol sob condi¢des anaerdbias, levando a formagdo de maior quantidade
de 1,2-propanodiol. Este pode ser degradado a acido propidnico e 1-propanol,
resultando no acumulo de I-propanol na silagem inoculada. Esta explicagdo
seria plausivel, ja que a unica diferenca observada nas silagens inoculadas com
inoculante experimental, em relagdo as outras no inicio do processo de
fermentacdo, foi referente a produgdo de 4cido propionico que, nos primeiros 20
dias de fermentagdo, foi detectada somente naquelas silagens (Oude Elferink et

al., 2001).
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A concentracdo de NH; também foi influenciada pela intera¢ao (P<0,01)
entre inoculante e tempo de abertura dos silos (Tabela 9A). Foi observado
aumento mais rapido na concentracdo de NHj até cerca de 20 dias, sendo esse
mais expressivo para as silagem sem inoculante. Desse momento em diante,
houve menor aumento em todos os tratamentos. Ao final do processo, as
silagens apresentaram os mesmos valores (Figura 6).

Os teores de NH; encontrados nas silagens estdo dentro do limite
sugerido por Van Soest (1994) para silagem de boa qualidade. Segundo esse
autor, valores acima de 10% indicam que o processo de fermentacao resultou em
quebra excessiva de proteina em amoénia. Os valores de nitrogénio amoniacal
encontrados no presente trabalho foram muito superiores aos encontrados em
silagens de cana de outros trabalhos (Siqueira, 2005; Lima, 2002). Lopes (2005)
encontrou valores de pH de 3,7 e de nitrogénio amoniacal de 2,06% para
silagens de cana pura com 180 dias de fermentacao.

Freitas et al. (2006) também encontraram valores altos de NH; em
silagens de cana inoculadas com L. buchneri, que foram, em média, de 13,4%,
ndo verificando influéncia da inoculagdo com esse microrganismos sobre este
parametro.

Em geral existe uma correlagdo entre degradacdo protéica e producdo de
NH; em silagens. Esta degradagdo acontece quando a queda do pH ocorre de
forma lenta, causada por fermentacdo por enterobactérias, enzimas vegetais ou
por fermentagdo por bactérias do género Clostridium, reduzindo os teores de PB
e aumentando as concentragdes de NH; (Bolsen, 1995). No entanto, neste
trabalho, esta correlagdo nao foi observada (Figura 2 e 6), como também ndo
houve queda lenta do pH em todas as silagens e nem indicativos de fermentagio
clostrideal. Com tudo isso, ndo foi possivel explicar, com os dados disponiveis,

o perfil de produgdo de NH; ao longo do processo fermentativo.
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FIGURA 6. Representacdo grafica, equagdes de regressdo e coeficientes de
determinacdo dos teores de nitrogénio amoniacal como
porcentagem do N total (NH3) das silagens de cana-de-agucar
sem inoculante (Y;) e com inoculantes experimental (Y;) e
comercial (Y3) em func¢do dos tempos de abertura dos silos.

Como os aumentos nos constituintes FDN, FDA ¢ PB ¢ a redugdo nos
teores de MS das silagens estdo relacionados com perdas de MS, e como no
presente trabalho ndo houve diferenga entre essas alteragdes ocorridas durante a
fermentacdo, sugere-se que as perdas de MS para os trés tratamentos sejam
similares. Como j& mencionado, as perdas de MS estdo intimamente ligadas a
produgdo de etanol (48% de perda de MS). Nas silagens inoculadas, a producao
de etanol foi menor; entretanto, a produgdo de acido acético foi maior. Sabe-se
que na fermentacao heterolatica as perdas de MS por gases sdo maiores. Assim,
apesar da menor producdo de etanol, as silagens inoculadas produziram mais
acido acético, igualando as perdas de MS das silagens. Nesse contexto, apesar de

nao ter sido feita a avalicao de perdas de MS no presente trabalho, sugere-se que
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a adigdo de L. buchneri ndo influenciou as perdas de MS das silagens; no

entanto, esses dados devem ser estudados com maior profundidade.

3.3 Avaliacéo da populacéo de BAL, levedura e fungo filamentoso

A adigdo de inoculantes as silagens de cana-de-agucar influenciou
significativamente (P<0,01) a populacdo de BAL e leveduras durante o processo
fermentativo (interagdo significativa entre inoculantes e tempo de abertura dos

silos) (Tabela 10A).

TABELA 3 - Valores médios da populagdo epifitica do capim-mombagca e das
silagens resultantes sem inoculantes e com inoculantes
experimental e comercial

Silagem FF Lev BAL FF Lev BAL
Forragem Silagem
(log ufc/g)
Sem inoculante 5,4a 5,8a 3,6b Oa 7,17a 8,5b
Experimental 5,4a 6,3a 8,2a Oa 0b 9,9a
Comercial 5,4a 6,1a 8,2a Oa 0b 9,6a

! FF= fungos filamentosos; Lev=leveduras e BAL= bactérias do 4cido latico. Médias seguidas de mesma letra
na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

No tempo 0, a forragem sem inoculante apresentou populacdo mais
baixa de BAL (3,6 log ufc/g de forragem) do que as silagens inoculadas, o que
era esperado ja que estas foram inoculadas com 10° ufc/g de forragem com
L.buchneri no momento da ensilagem, alcangando populacao de 8,2 log ufc/g
(Tabela 4). A populagdo de leveduras encontrada na cana fresca foi alta (Tabela
4) em comparacao com outros trabalhos. Sousa (2006) observou populagdo
inicial de leveduras muito préxima a encontrada neste trabalho, 7,78 log ufc/g; ja

no trabalho de Freitas et al. (2006) a contagem foi menor 5,05 log ufc/g.

Com 3 dias de fermentacdo ocorreu aumento na populacdo de BAL.
Nesse periodo, a populacdo de BAL nas silagens sem inoculante aumentou tao

intensamente que se igualou a das silagens inoculadas. Esse fato ¢ comum e foi
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observado em outros trabalhos. Pedroso (2003) também observou um pico na
populacdo de BAL em silagem de cana sem inoculante, que inicialmente era de
4,58 log ufc/g de forragem e elevou-se para 7,8 log ufc/g de silagem com 3 dias
de fermentacdo. Por outro lado, naquele trabalho a populacdo de BAL reduziu
mais intensamente, chegando a 3,6 log da ufc/g de forragem, e se manteve
estavel até a abertura dos silos aos 180 dias.

Do terceiro ao décimo dia de fermentagdo ocorreu nova queda na
populagdo de BAL, sendo esta mais acentuada para a silagem sem inoculante. A
partir dai, a populagdo permaneceu constante até aos 90 dias, com a populagdo
de BAL na silagem controle sendo menor (em torno de 8 log ufc/g de silagem)
que das inoculadas (em torno de 10 log ufc/g de silagem) durante todo o

processo de fermentagdo (Figura 7).

Resultados semelhantes foram encontrados por Bravo-Martins (2005),
com médias respectivas de 8,5; 6,5; 8,5 e 6,8 log da ufc/g de silagem para
silagens de cana-de-agticar com 10, 20, 30 ¢ 40 dias de fermentagdo. Em alguns
trabalhos revisados foi verificada reducdo na populacdo de BAL com o decorrer
do processo fermentativo (Pedroso, 2003). Segundo Hammes et al. (1992), na
silagem ocorre uma sucessdo de BAL. No estadio inicial, as bactérias
pertencentes ao gé€nero Estreptococcus dominam o processo, sendo substituidas
por Leuconostoc, depois por Lactobacillus e Pediococcus, que s3o mais
resistentes as condi¢des acidas. Com o decorrer do processo até as BAL
pertencentes ao género Lactobacillus vdo perdendo a viabilidade e alguns
microrganismos especializados, tais como Lactobacillus buchner, continuam
ativos em um baixo nivel (Oude Elferink et al., 2000). Isso explica o fato de a
populagdo de BAL nas silagens inoculadas se manter mais alta que a da silagem
sem inoculante do décimo dia de fermentagdo até a abertura dos silos. Sousa
(2006) também observou uma alta populacdo de BAL ao final do processo de

fermentacdo de cana-de-agucar sem aditivo. Neste trabalho, a populago inicial
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foi de 8,5 log ufc/g de silagem, caindo para 6,49log ufc/g com 3 dias e voltando
a subir para 8,12 log ufc/g de silagem aos 110 dias.

A silagem sem inoculante apresentou populacdo de leveduras pouco
variavel ao longo do processo fermentativo, sendo que, ao final do processo, a
contagem de leveduras foi proxima daquela no tempo 0, ou seja, em torno de 8
log ufc/g de silagem (Figura 7). Nessa, a populacao de leveduras foi alta durante
todo o processo de fermentagdo, ndo havendo inibi¢ao por anerobiose ou acidez
(Figura 7), uma vez que elas sobrevivem numa faixa muito ampla de pH e
também em anaerobiose. Para a maioria das espécies existentes nas silagens o
pH 6timo encontra-se entre 3,5 ¢ 6,5, sendo que algumas espécies sdo capazes de
sobreviver em pH igual ou inferior a 2,0 (McDonald et al., 1991).

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam o intenso crescimento de
leveduras em silagens de cana-aglicar sem aditivos (Figura 7). O
desenvolvimento de leveduras durante a ensilagem de cana-de-agiicar também
foi observado por Bravo-Martins et al. (2006). Estes autores verificaram
populacdo de 5,15 a 7,37 log ufc/g e 12 diferentes espécies de fungos
leveduriformes (Bravo-Martins, 2005). A populagdo final de leveduras
encontrada por Lopes (2005) foi de 5,6 log ufc/g de silagem aos 180 dias de
fermentacdo, porém neste trabalho ndo foi avaliada a populacdo inicial. Sousa
(2006) observou pequena redugdo na populacdo de leveduras ao longo do perfil,
para todas as silagens, com populagdes variando de 5,6 a 7,7 log ufc/g de
silagem.

Nao houve diferenca entre os dois inoculantes sobre o crescimento de
leveduras. A avaliagdo temporal da contagem de leveduras nas silagens
inoculadas resultou em decréscimo linear (P<0,01) de 0,09 log ufc/g por dia no
decorrer do processo até aos 90 dias de fermentacdo, quando a populagéo esteve

abaixo do nivel detectavel (< 2,0 log ufc/g) (Figura 7).
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FIGURA 7. Representagdo grafica do nimero de bactérias do acido latico (A) e
leveduras (B) das silagens de cana-de-actcar sem inoculante (Y)
e com inoculantes experimental (Y;) e comercial (Y;) em fungéo
dos tempos de abertura dos silos.
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Essa reducgdo na populagdo de leveduras nas silagens inoculadas com L.
buchneri também foi quantificada em outros trabalhos com cana-de-aglicar €
outras forrageiras, porém nao de forma tdo intensa. Freitas et al. (2006)
observaram reducdo nas contagens de leveduras de 5,05 log ufc/g na forragem
para 3,98 log ufc/g na silagem de cana pura.

Na maioria dos trabalhos com inocula¢do de L. buchneri ocorreu
inibicdo do crescimento de leveduras, o qual é explicado pelo aumento da
concentragdo de acido acético. Segundo Danner et al. (2003), a atividade
antimicrobiana do acetato ¢ causada por moléculas acidas ndo dissociadas
lipofilicas que penetram na célula da levedura. A dissociagdo dessas moléculas
dentro da célula promove liberagdo de prétons, acidifica o citoplasma e
prejudica o crescimento microbiano. A caracteristica de protecdo através da
presenca do acido acético ocorre ndo pela morte dos microrganismos, mas pela
inibicdo do seu crescimento.

No presente estudo, durante todo o processo as silagens inoculadas
continham maiores concentragdes de acidos acético, propidnico e latico e,
portanto, de acidos graxos volateis totais. As relagdes entre as produgdes de
acidos organicos e o etanol e o crescimento de leveduras serdo discutidas

posteriormente.

Fungos filamentosos foram observados na forragem original, com valor
médio de 5,4 log ufc/g de forragem (Tabela 4). Ao longo do processo de
fermentacdo a populagdo de fungos filamentosos esteve abaixo do nivel
detectavel (2,0 log ufc/g). Bravo-Martins (2005) também ndo observou
crecimento de fungos filamentosos em silagens de cinco variedades diferentes de
cana sem aditivos durante 40 dias de fermentagdo. Fungos filamentosos sdo
microrganismos aerobios e, em geral, ndo toleram pH baixo. Isso explica o fato
de ndo ter sido detectado crescimento de fungos nas silagens de cana-de-acucar.

Apesar de nao ter sido detectado crescimento, os fungos podem sobreviver na

137



forma de esporos, e assim que a silagem entra em contato com o ar, 0s mesmos
se desenvolvem. Na maioria dos trabalhos revisados sobre pefil de fermentagao
de cana-de-agucar, a populacao de fungos filamentosos ao longo do processo
nao foi avaliada, sugerindo que 0os mesmos ndo representam grandes problemas

para silagem de cana.

3.4 Producao de 4cidos graxos volateis, acido latico e etanol

Houve interag@o significativa entre inoculantes e tempo de abertura dos
silos para é4cido acético, propidnico e latico e etanol durante o processo de
fermentacdo das silagens (Tabela 11A). Nao ocorreu produgdo de 4cido butirico
durante a fermentacdo.

Até o 10° dia de fermentagdo, a producdo de acido acético em todas as
silagens foi semelhante, estando em torno de 3,0 g/100g de MS (Figura 8).
Desse ponto em diante, observou-se queda na concentragdo de acido acético na
silagen sem inoculante. A produgdo de acido acético nas silagens inoculadas
mostrou perfil semelhante, porém diferente da testemunha. As equagdes que
melhor se ajustaram as variacdes temporais da producdo deste acido nessas
silagens foram polinomiais de terceiro grau. Deste modo, foi observado um pico
de producdo de aproximadamente 5 g/100 g de MS aos 30 dias, para os dois
inoculantes, seguido de redugdo até aproximadamente 70 dias, quando a
concentragdo de acido acético foi em torno de 2,5 e 3,5 g/100 g de MS para as
silagens com inoculantes experimental e comercial, respectivamente. A partir
deste ponto, observou-se tendéncia de novo aumento até aos 90 dias, quando os
silos foram abertos. Para a silagem tetemunha o perfil de produgdo de acido
acético foi similar, porém com resultados inferiores e tendéncia de estabilizagdo

na producdo apods 60 dias (Figura 8).
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Ao final do processo as silagens inoculadas apresentaram maior
concentragdo de 4cido acético (4,3g/100g de MS) do que a silagem controle
(1,7g/100g de MS) (Figura 8).

A producdo de acido propionico na silagem sem aditivo aumentou
linearmente (P<0,01) com o decorrer do processo de fermentacdo; no entanto,
este aumento ocorreu a uma taxa muito baixa, de apenas 0,004 g/100 g de MS
por dia, chegando a um concentragdo de apenas 0,47g/100 g de MS no momento
de abertura dos silos (Figura 8). Nas silagens com inoculante experimental a
concentragdo de acido propidnico aumentou desde o momento de fechamento
dos silos até um valor maximo de 1,66 g/100 g, aos 60 dias, reduzindo
novamente até a concentracao de 1,44 g/100 g de MS ao final do processo. Com
aproximadamente 60 dias também foi observado um pico na concentracdo de
acido propidnico de cerca de 2,5 g/100 g de MS na silagem inoculada com
inoculante comercial. E importante destacar que para esta silagem ndo houve
produgdo significativa de acido propionico antes dos primeiros 20 dias de
fermentacdo e que, ao final do processo, a concentragio deste acido foi 0 (Figura
8).

A produgdo de acido latico ajustou-se a modelos quadraticos (Figura 9).
Nas silagens inoculadas, concentragdes maximas de acido latico foram
observadas em torno de 30 dias, sendo de 4 e 3 g/100 g de MS para as silagens
com inoculantes comercial e experimental, respectivamente. Nas silagens sem
inoculante, o pico de producdo se deu antes, com cerca de 20 dias e com
concentragdo menor, em torno de 2,5 g/100 g de MS, reduzindo gradativamente
até os 60 dias de fermentacdo. Apos este periodo foram detectados somente

tracos de acido latico na silagem de cana-de-acucar sem inoculante (Figura 9).
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FIGURA 8. Representacdo grafica, equagdes de regressdo e coeficientes de
determinagdo da concentragao dos acidos acético (A) e propidnico
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Ao longo do processo de fermentacdo foram observadas maiores
concentragdes dos acidos acético, propidnico e latico nas silagens inoculadas em
relagdo aquela sem inoculante, mostrando a influéncia da adi¢do de L. buchneri
sobre os teores destes acidos. Por ser uma bacteria heterolatica, a espécie L.
buchneri, além de produzir acido latico, produz também uma maior quantidade
de acido acético do que bactérias homolaticas. Além disso, a adicdo desta
bactéria pode levar a formacdo de maior quantidade de 1,2-propanodiol, que
pode ser degradado a acido propioénico e 1- propanol (Oude Elferink et al. 2001).

Para a produgdo de etanol, observou-se também interagdo significativa
(P<0,01) entre os inoculantes e os tempos de abertura dos silos (Tabela 11A).
Em geral, a maior producdo de etanol foi observada no terco inicial do processo
de fermentacdo em todas as silagens (Figura 9). A silagem sem inoculante foi a
que apresentou a maior concentragdo de etanol durante todo o processo, seguida
pela inoculada com inoculante comercial e pela inoculada com inoculante
experimental. Na silagem sem inoculante foi observado um pico de produgao de
cerca de 7 g/100 g deMS de etanol em torno de 25 dias de fermentagio, seguido
de redugdo até ao redor de 70 dias, quando, novamente, houve um aumento na
produgdo, resultando em silagem com 6,14 g/100 g de MS de etanol (Figura 9).
Esse valor foi significativamente mais alto do que os das silagens inoculadas
com inoculante comercial (2,85 g/100 g de MS) e experimental (2,11 g/100 g de
MS) (Figura 9 e Tabela 5).

Na silagem controle, apesar do pico mais alto de produgdo de etanol,
houve reducdo com o decorrer da fermentacdo para valores proximos das
silagens inoculadas, alcancando os menores teores ao redor dos 70 dias. Essa
queda na producdo de etanol pode ser decorrente da inibicdo da populagdo de
leveduras pelo proprio produto (“feedback™), ou seja, inibi¢ao de leveduras pelo
etanol produzido, associada a uma menor concentragdo de substrato, ou também

por volatilizac¢do do etanol, ndo sendo possivel sua deteccao.
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FIGURA 9. Representagdo grafica, equagdes de regressdo e coeficientes de
determinacdo da concentracdo de acido latico (A) e etanol (B) das
silagens de cana-de-acticar sem inoculante (Y;) e com inoculantes
experimental (Y;) e comercial (Y;) em fun¢do dos tempos de
abertura dos silos.
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Pedroso (2003) verificou intensa producdo de alcool no inicio do
processo de fermentacdo, que foi reduzindo até a abertura dos silos. Segundo o
autor, as perdas de MS ocorridas nas silagens de cana-de-agucar pura
decorreram da producdo de etanol. Como essas perdas ndo cessaram e a
concentragdo de etanol diminuiu, o autor concluiu que o etanol foi perdido por
volatilizacdo. A quantidade de etanol determinada representa o resultado entre a
produgdo, subtraidas as perdas por volatilizagdo. O momento no qual o etanol
deixa de acumular na MS da silagem deve ser o ponto em que a taxa de perda
supera a de sintese, mas ndo representa, necessariamente, o término do processo
de produgao do alcool.

O grande problema da ensilagem de cana-de-acicar ¢ a intensa
fermentacdo alcodlica por leveduras, acarretando perdas de aproximadamente
49% de MS (McDonald, 1991). Trabalhos realizados recentemente tém
encontrado alta correlacdo negativa (r > 0,9) entre producdo de etanol e perdas
de MS durante a ensilagem (Sousa, 2006; Queiroz, 2006).

Durante o processo fermentativo foi observada menor producdo de
etanol nas silagens inoculadas com inoculante experimental, seguidas pela
silagem contendo inoculante comercial. Estas silagens também exibiram maiores
produgdes de acidos latico, acético e propidnico durante o processo. Segundo
Danner et al. (2003), durante o processo de fermentagdo varios compostos sao
produzidos, sendo dificil a avaliagdio do potencial de cada composto,
separadamente, em inibir microrganismos deterioradores da silagem. No
entanto, o acido acético tem sido classificado como mais eficiente inibidor do
crescimento de leveduras, que sdo as principais responsaveis pela producdo de
etanol nas silagens de cana.

Algumas leveduras normalmente sdo controladas por concentragdes de
acido acético acima de 5,6 g/litro do meio de cultura (94 mmol/litro) (Woolford,

1984). Uma concentragdo de 2% de acido acético na MS, equivalente a 6,7 g do
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acido por litro da fase liquida de uma forragem com 25% de MS, ja seria
suficiente para o controle de leveduras. No presente trabalho, a concentragdo de
acido acético nas silagens inoculadas esteve acima de 4% até abertura dos silos,
o que explica a redugdo significativa na popula¢do de leveduras ao longo do
processo.

Pedroso (2003) verificou que a inoculagdo com L. buchneri na
concentragdo 3log ufc/g resultou em redugdo de cerca de 50% no teor de etanol
(1,9 contra 4,05%) e menor contagem de leveduras (6,14 contra 6,37 log da
ufc/g de silagem) em relag@o ao controle. Porém, em alguns trabalhos este efeito
nao foi tdo pronunciado.

O que se espera com a adi¢do de L. buchneri a silagem de cana é o
aumento da produgdo de acido acético, reduzindo a populaciao de leveduras e,
consequentemente, a produgdo de etanol e as perdas de MS nas silagens. No
entanto, o que se observa ¢ uma grande variagdo nos resultados. Em alguns ha
aumento na producdo de acido acético, reducdo no crescimento de leveduras e
na produgdo de etanol, com conseqiiente reducdo das perdas de MS. Em outros
verifica-se aumento na produgdo de acido acético sem, contudo, haver redugéo
no crescimento de leveduras e na produgao de etanol

Os teores de acido acético encontrados no trabalho de Sousa (2006)
foram superiores aos valores minimos de 200 mmol/l indicados para redugdo em
50% no crescimento de leveduras. No entanto, o autor verificou inibi¢do muito
fraca do crescimento de leveduras, sugerindo que, talvez, sejam necessarias
maiores quantidades desse acido para inibi¢do da fermentagdo, no caso da cana-
de-agucar, pois o mecanismo de controle de crescimento de leveduras envolve
perda de energia. Como em silagens de cana-de-aglcar existem altos teores de
acucares soluveis, observam-se rapidos acumulos de energia pelas leveduras e,
talvez, ocorram controles bem mais precisos no uso dessa energia na extruso

dos acidos orgénicos para fora da célula, monitorando o pH intracelular e
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podendo, talvez, garantir a permanéncia das leveduras no ambiente (McDonald
et al., 1991).Considerando esta explicagdo como plausivel, maiores teores de
acido acético no fim do processo fermentativo, quando a concentragdo de
carboidratos soluveis ¢ mais baixa, podem ser mais eficientes em inibir o
crescimento de leveduras. E o que pode ter ocorrido no presente experimento,
pois a partir de 70 dias de fermentag@o iniciou-se outro pico de producdo dos
acido acético e propidnico.

Os efeitos mais positivos da inoculagdo com L. buchneri sdo verificados
durante a fase de pos-abertura do silo, ou seja, em geral os resultados que
normalmente justificam a utilizagdo do L. buchneri ndo estio relacionados com a
dindmica fermentativa. No entanto, o perfil fermentativo vai influenciar
diretamente nas modificacdes que irdo ocorrer apos a abertura dos silos, como as
concentragdes dos acidos produzidos, dos carboidratos soliveis residuais e os

valores de pH.

3.5 Estabilidade aerdbia das silagens de cana-de-agucar
3.5.1 Avaliacao das populacdes de BAL, leveduras e fungos filamentosos

Foi detectada interacdo significativa entre os inoculantes e os tempos de
avaliacdo das silagens (Tabela 13A), significando que os aditivos utilizados no
momento da ensilagem influenciaram também a populacdo microbiana das
mesmas nessa fase. No momento de abertura dos silos, as silagens inoculadas
apresentavam populagdo mais alta de BAL. Apos dois dias, houve redugdo
desses microrganismos nas silagens com inoculante comercial ¢ aumento nas
silagens com inoculante experimental, que foi superior aos outros dois
tratamentos. Essa situag@o persistiu até quatro dias e com seis dias a populagio
de BAL foi semelhante nos trés tratamentos (Figura 10). Em geral, as

populacdes de BAL nas trés silagens variaram de 8,5 a 11 log da ufc/g de
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silagem. Essas populagdes sio consideradas altas. E importante esclarecer que o
meio de cultura utilizado para plaqueamento e contagem foi o meio MRS
(Tabela 15A), no qual crescem também outros tipos de bactérias ndo
pertencentes so grupo das BAL. Como o ambiente foi aerobio, pode ter ocorrido
contaminagdo com outros microrganismos ¢ a contagem de BAL ter sido
superestimada.

O perfil de crescimento de leveduras nas silagens sem inoculante
aumentou de forma linear, com aumento de 0,04 log ufc/g por dia. As silagens
submetidas aos dois inoculantes mostrou comportamento quadratico apds a
abertura dos silos (Figura 10). No momento da abertura, a contagem de
leveduras nas silagens inoculadas esteve abaixo do nivel minimo de detecgdo
(2,0 log ufc/g), porém estas aumentaram rapidamente até uma populagdo
maxima de 8,5log ufc/g de silagem aos quatro dias de exposicdo ao ar.
Entretanto, essa populacdo ndo alcancou a contagem de leveduras da silagem
controle que, inicialmente, ja era alta (7,2 log ufc/g), aumentando ainda mais até
populagdo maxima de 9,5 log ufc/g de silagem (Figura 10).

A populagado de fungos filamentosos durante os 6 dias de exposi¢do ao ar
das silagens de cana esteve abaixo do nivel minimo detectavel (2,0 log ufc/g de
silagem). Em nenhuma das silagens estudadas durante esse periodo foi

observado, visualmente, o crescimento destes microrganismos.
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FIGURA 10. Representagdo grafica, equagdes de regressdo e coeficiente de
determina¢do do numero de bactérias do acido latico (A) e
leveduras (B) das silagens de cana-de-agtcar sem inoculante (Y)
e com inoculantes experimental (Y;) e comercial (Y3) apos a
abertura dos silos.
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3.5.2 Produgéo de &cidos graxos volateis, acido latico e etanol

Na abertura dos silos ndo foi detectado o acido butirico e nas silagens,
apenas tracos de acido latico (Tabela 1). O 4cido propidnico foi detectado
somente na abertura dos silos (tempo zero de avaliagdo da estabilidade aerdbia)
nas silagens sem inoculante e inoculada com inoculante experimental, sendo as

médias de 0,47 e 1,44 g/100 g de MS da silagem, respectivamente (Tabelal).

TABELA 4 — Concentragdo de acidos acético, propidnico e latico e etanol nas
silagens de cana-de-agucar sem inoculante ¢ com inoculantes
experimental e comercial no momento de abertura dos silos

Silagens Acético Propidnico Latico Etanol
Sem inoculante 1,74c 0,47b 0,002a 6,14c
Experimental 4,07b 1,44a 0,000a 2,11a
Comercial 431a 0,00c 0,002a 2,85b

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05).

Para as concentragdes de acido acético e etanol foi observada interag¢do
significativa entre os inoculantes e os tempos de avaliagdo (Tabela 14A). A
inoculagdo das silagens com L. buchneri influenciou nos perfis de acido acético
e etanol das silagens apds a abertura dos silos. Com relagdo ao acido acético,
verificou-se reducdo na sua concentragdo ap6s a abertura dos silos nos trés
tratamentos (Figura 11). Nas silagens sem inoculante foi detectado acido acético
até aproximadamente 4 dias de exposicao ao ar. Para as silagens com inoculante
experimental, esta reducdo se deu de forma linear, sendo de 0,7 g/100 g de MS
por dia. Ja para as silagens com inoculante comercial observou-se resposta
quadratica, com concentragdo maxima de acido acético de 4,72 g/100 g de MS

aos 1,35 dias, reduzindo até a concentracdo 0 aos 6 dias (Figura 11).

As concentragdes de etanol nas silagens sem inoculante e com

inoculantes experimental e comercial reduziram até valores minimos préximos
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de 0, respectivamente aos 4,4; 5,0 e 4,5 dias apds a abertura dos silos (Figura
11).
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FIGURA 11. Representacdo grafica, equagdes de regressdo e coeficientes de
determinacdo da concentracdo de acido acético (A) e etanol (B)
das silagens de cana-de-acicar sem inoculante (Y;) e com
inoculantes experimental (Y,) e comercial (Y3) apds abertura dos
silos.
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3.5.3 Estabilidade aerdbia com base nos valores de temperatura

A Figura 12 mostra o comportamento das temperaturas das silagens e da
temperatura limite, considerada como 2 °C acima da temperatura ambiente, para
que as silagens percam a estabilidade aerdbia. As silagens sem inoculante e com
inoculantes comercial e experimental ultrapassaram 2 graus acima da
temperatura ambiente, ou seja, ultrapassaram a curva limite com
aproximadamente 24, 33 e 60 horas, respectivamente. A temperatura maxima
alcangada pelas silagens, ao longo do processo de deterioragdo aerdbia, também
foi maior para a silagem controle, que atingiu cerca de 19°C, enquanto as
silagens inoculadas aqueceram até cerca de 8°C acima da temperatura ambiente
durante um periodo de 150 horas de avaliacdo (Figuras 12 e 13).

Os valores de estabilidade aerdbia encontrados no presente trabalho
foram inferiores aos do trabalho realizado por Pedroso (2003), cujos valores
foram de 65 e 75 horas para as silagens controle e inoculada com L. buchneri (5
log ufc/g) respectivamente, ou seja, aumento um de 11% no valor da
estabilidade com a inoculagdo. Por outro lado, os valores foram superiores aos
relatados por Domingues et al. (2006), que determinaram, para silagem de cana,
uma estabilidade aerobia de apenas 16 horas e a temperatura maxima alcangada
pelas silagens foi de 45°C apo6s 32 horas de exposicdo ao ar. Por sua vez,
Queiroz (2006) nao verificou influéncia da adigdo de L. buchneri (4log ufc/g)
sobre a estabilidade aerobia de silagens de cana-de-agucar, cujos valores médios
foram de 40 horas de estabilidade e 42°C de temperatura maxima. Considerando
o alto valor de CHOs residuais na silagem de cana, os valores de estabilidade

para o presente trabalho estdo dentro da faixa esperada.
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Em outros trabalhos, com outras forrageiras, a influéncia da inoculacao
com L. buchneri sobre a estabilidade foi maior. Driehuis et al. (1999), avaliando
a adicdo de microrganismos na dose de 6 log ufc/g, obtiveram silagem de milho
estavel por mais de 792 horas, sendo que a silagem controle permaneceu estavel
por apenas 43 horas. Driehuis et al. (2001) obtiveram silagens de capim-azevém
(Lolium perenne L.) emurchecido, com estabilidade superior a 480 horas com a
aplicagdo de L. buchneri em taxa de 5 log ufc/g.

Esses valores de estabilidade foram citados apenas para mostrar a
eficiéncia da adigdo de L. buchneri sobre a mesma, pois no ¢ conveniente fazer
comparagdes de dados de estabilidade aerobia entre forrageiras distintas. Deve-
se levar em conta diversos fatores, como os teores de MS e de carboidratos
soluveis residuais, a concentragdo dos acido acético e butirico e a contagem de
leveduras nas silagens (McDonald et al., 1991), além do fato de existirem
diferencas entre as metodologias utilizada nos experimentos.

As silagens inoculadas com L. buchneri apresentaram, no momento de
abertura dos silos, teores mais altos de acido acético; menor teor de etanol;
maior populagio de BAL e menor contagem de leveduras; além disso, na
silagem inoculada com o inoculante experimental foi observada uma maior
concentragdo de acido propionico. Com o aumento do tempo de exposi¢do da
silagem ao ar foi observada redugdo na concentracdo dos acidos acético e
propidnico e do etanol e aumento da populagdo de leveduras e nos valores de
pH.

Segundo Danner et al. (2003), varios compostos sdo produzidos durante
a fermentacdo, sendo dificil a avaliagdo do potencial de cada composto
separadamente em inibir microrganismos deterioradores de silagem em
experimentos. Entretanto, os autores verificaram que o acido acético foi o
composto mais efetivo em aumentar a estabilidade aerdbica de silagens.

Segundo Woolford, algumas leveduras s3o normalmente controladas por
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concentragoes de acido acético acima de 5,6 g/litro do meio de cultura (94
mmol/litro) (Woolford, 1984).

O crescimento de microrganismos pode ser evitado por acidos organicos
fracos, como os acidos férmico, acético e propidnico, que tém a capacidade de
se difundir pela membrana plasmatica na sua forma nao dissociada, 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 acucares do meio. Apds abertura do silo o pH tende a aumentar
e nessas condigdes, o acido acético € mais estavel que o latico, aumentando sua
eficiéncia em relagdo ao acido latico (Danner et al., 2003).

O efeito dos acidos acético e propidnico em inibir o crescimento das
leveduras foi observado no trabalho realizado por Moon (1983) com culturas in
vitro. A partir do estudo de sinergismo entre os compostos, o autor verificou que
altas concentracdes de acido latico e baixas de acido acético aumentaram
dramaticamente o crescimento das leveduras. Além disso, a mistura dos acidos
acético e propidnico (concentragdo acima de 10 mM) foi, dentre as misturas
estudadas, a mais eficiente em reduzir a taxa de crescimento das leveduras (50%
de inibigdo).

Com base no que foi mencionado, conclui-se que a inoculagdo das
silagens de cana com bactérias da espécie L. buchneri resultou em silagens com
maior estabilidade aerobia, sendo que o acido acético foi o principal responsavel
por tal fato. Dos tratamentos avaliados no presente estudo, a silagem inoculada
com inoculante experimental foi a que apresentou a maior estabilidade aerobia, o
que pode ser explicado pela maior concentragdo de acido propidnico no
momento da abertura dos silos, uma vez que o teor de acido acético ¢ a
contagem de leveduras foram semelhantes aos da silagem com inoculante
comercial. Hill (1989) isolou trés espécies de Lactobacillus plantarum de milho,

alfafa e sorgo que foram, posteriormente, utilizadas como inoculantes nas
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respectivas espécies forrageiras, verificando que a estirpe dominante em cada
silagem foi a natural de cada forrageira. O autor concluiu que a cepa de um

determinado inoculante cresce melhor na forrageira em que foi encontrada.

Talvez essa cepa de L. buchneri pertencente ao inoculante experimental
do presente estudo, que foi isolada da prdpria cana-de-acucar, apresente alguma
outra caracteristica que melhore a estabilidade aerdbia e que necessite ser
melhor ser estudada.

Para cada tratamento, substituindo os tempos em que as silagens
perderam a estabilidade nas equagdo de crescimento de leveduras (Figura 10),
obeteve-se populacdo de leveduras de 8,0; 8,4 e 8,5 log da ufc/g de silagem,
mostrando que as silagens perderam a estabilidade quando as populagdes
estavam proximas desses valores para as trés silagens. Estes dados confirmam a
afirmagdo feita por Bolsen (1995) de que uma vez que as leveduras ou bactérias
alcancem uma populagio de 10" a 10® ufc ou os fungos filamentosos alcancem
10° a 107 ufc/g, a silagem comegara a aquecer e componentes digestiveis como

acucares e produtos de fermentagao irdo ser rapidamente perdidos.

3.5.4 Variacdes na composicdo quimica durante a fase aerobica

Apos a abertura dos silos foram observadas variagdes significativas nos
teores de MS, PB, CHOs, NH; e pH (Tabelas 12 e 13A). Para os teores de MS,
PB, CHO ¢ pH nfo foi obsevada interacdo significativa entre inoculantes e
tempo de exposicdo ao ar (P>0,05). Portanto, os tratamentos mostraram o
mesmo comportamento ao longo do processo de fermentagao.

Apos a abertura dos silos, notou-se resposta quadratica (P<0,01) dos
teores de MS das silagens de cana-de-acticar em fungdo do tempo de exposigdo
ao ar, com aumento até o valor maximo de 33,5%, aos 4 dias, seguido de

reducdo até os 6 dias (Figura 14). Para os teores de PB foi observado um
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aumento linear (P<0,01) com o decorrer do tempo, com aumento de 0,2

unidades percentuais por dia (Figura 14).
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FIGURA 14. Representacdo grafica, equacdo de regressdo e coeficiente de
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das silagens de cana-de-agtlicar apds abertura dos silos.
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Com relagdo a concentragdo de CHOs, houve reducdo de 0,74 g/kg de
MS por dia ap6s a abertura dos silos até aos 6 dias de exposicdo ao ar (Figura
15). Na tabela 2, verifica-se que as silagens inoculadas apresentaram teores de

CHOs semelhantes (P>0,05) e superiores aos da silagem testemunha.

TABELA 5 - Teores de CHOs (g/kg de MS) das silagens de cana-de-agucar
submetidas sem inoculante e com inoculantes experimental e
comercial apos abertura dos silos.

Silagens Meédias
Sem inoculante 13,1855b
Experimental 18,4815 a
Comercial 19,1909 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05)

Com relacdo aos valores de pH, as trés silagens apresentaram
comportamentos semelhantes, com aumento linear de 0,4 por dia no periodo de
avaliacdo da estabilidade aerdbia (Figura 15).

O aumento nos valores de pH das silagens ap6s a abertura dos silos
ocorreu porque houve consumo dos acidos organicos por leveduras e/ou outros
microrganismos. Na silagens inoculadas a populagdo de leveduras foi menor;
porém, nestas possivelmente a populagdo de BAL da espécie L. buchneri foi
mais alta e estas podem metabolizar o acido latico a acido acético, provocando
aumento do pH. Além disso, outras bactérias que tém habilidade para
metabolizar o 4cido latico podem ter colonizado a silagem. Com aumento do pH,
surgem outros microrganismos que estavam inativos na silagem. No caso das
silagens inoculadas, o aumento do pH, resultante da reducdo dos dacidos

organicos, forneceu condi¢des para o desenvolvimento das leveduras.

Leveduras e alguns fungos filamentosos sdo 0s microrganismos mais
importantes envolvidos na deterioracdo aerdbica da silagem. Entretanto, outros

microrganismos, como bactérias do género Bacillus, BAL e bactérias acido
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acéticas, metabolizam componentes das silagens como CHOs, proteinas e
produtos do metabolismo (Jobim e Gongalves, 2003; McDonald, 1991; Oude
Elferink et al., 2000).
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FIGURA 15. Representagdo grafica, equacdo de regressdo e coeficiente de
determinacdo dos valores de carboidratos soliveis (A) e pH (B)
(média das silagens) das silagens de cana-de-aglicar apos abertura
dos silos.
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O aumento dos teores de MS resultou principalmente da desidratagdo do
material que ficou seis dias exposto ao ar. Com aproximadamente 4 dias, houve
tendéncia de reducdo, que pode ser explicada pelo consumo dos CHOs e pela

formacao da chamada 4agua de metabolismo (Woolford, 1984).

A elevagdo dos teores de PB ndo era esperada; porém, uma explicagdo
provavel seria sintese de proteina microbiana, ja que apds abertura dos silos o
crescimento microbiano foi intenso, ou o aumento do teor de MS, uma vez que

os teores protéicos sdo calculados com base nos teores de MS.

As variagdes nas concentracdes de NH; mostraram resposta quadratica
(P<0,01) em fungdo do tempo de abertura dos silos, com valores maximos de
12,4; 11,5 e 10,8% aos 0, 6; 1,3 e 1,4 dias, respectivamente para as silagens
testemunha e inoculadas com inoculantes experimental e comercial (Figura 11).
Esperava-se que houvesse aumento nos teores de NHj nas silagens apds abertura
dos silos devido a degradagdo de compostos nitrogenados por microrganismos
de deterioracdo aerdbica, como leveduras e algumas bactérias. Isso realmente
pode ter ocorrido, porém esse comportamentos ndo foi detectado porque a
amonia ¢ um componente muito volatil, perdendo-se durante a exposi¢do ao ar.

Esta mesma explicagdo se aplica a reducao dos teores de etanol.

158



18 -
pi= 01040+ 02 123 B =89435 (0

va= 011260+ 030 1139 B2=95,54%(m)
16 Fim 01707+ 055+ 1122 FF = 99 2004 ()

17

13

NHS3 (%l - Toal)

FIGURA 25. Representagdo grafica, equagdes de regressao e coeficientes de
determinacdo dos teores de NH; das silagens de cana-de-agucar
sem inoculante (Y;) e com inoculantes experimental (Y;) e
comercial (Y3) apds a abertura dos silos.
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4, CONCLUSOES

A adigdo de L. buchneri as silagens de cana-de-agucar ¢ recomendavel,
pois resulta em maiores produgdes de acido acético e propidnico, reduzindo a
populagdo de leveduras e, assim, a produgdo de etanol ao longo do processo.

Nao foram observadas diferencas entre os inoculantes com relagdo a
estes efeitos na silagem durante o processo de fermentagao.

Os principais microrganismos envolvidos com a deterioragdo aerobia nas
silagens de cana foram as leveduras

Os dois inoculantes aumentaram a estabilidade aerdbia das silagens,
porém o inoculante comercial foi mais eficiente.

Esta cepa de L. buchneri pertencente ao inoculante experimental deve
ser mais bem avaliada para que possa ser recomendada como inoculante para

cana-de-agucar.
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TABELA 1A. Resumo das analises de variancia das varidveis MS, PB, FDN e
FDA das silagens de capim-mombaga

Fonte de GL Quadrado Médio
variagao MS PB FDN FDA
Tempo (T) 5 40,0767**  3,6042**  137,6014** 54,7917**
Silagem (Si) 2 4,3000%* 0,1903 4,5103 36,5291
T x Si 10 33,6627** 0,2809 2,8087 16,9706**
Erro 36 1,4717 0,23498 6,1540 3,9883
Total 53
Média Geral 27,62 6,97 75,91 45,47
CV (%) 4,39 6,95 3,27 4,39

(**) Significativo ao nivel de probabilidade de 1% pelo teste F.

TABELA 2A. Resumo das analises de variancia das variaveis HEM, CHO, pH ¢
NH; das silagens de capim-mombaga

Fonte de GL Quadrado Médio
variagao o HEM CHO pH NH;
Tempo (T) 5 33,5370** 584,8438**  1,6925**  2.087,7023%**

Silagem (Si) 2 17,4029 0,7080 0,3338**  121,0863**

T x Si 10 15,5559* 9,0783 % 0,0447 63,6299+
Erro 36 6,2762 1,9816 0,0230 0,4439
Total 53
Média Geral 30,44 7,32 4,79 25,81
CV (%) 8,23 19,23 3,17 2,58

(*), (**) Significativo aos niveis de probabilidade de 5% e 1%, respectivamente, pelo
teste F.

TABELA 3A. Resumo das analises de variancia das variaveis populacao de
BAL, LEV e FF das silagens de capim-mombaca

Fonte de variacao Quadrado Médio

G.L. BAL LEV FF
Tempo (T) 5 4,6839%* 10,9713+ 7,2093 %
Silagem (Si) 2 1,3438%*:* 11,3461%** 3,8265%
T x Si 10 1,4670%** 4,0189%* 5,2714%*
Erro 36 0,0642 0,0500 0,1535
Total 53
Média Geral 9,16 5,36 4,45
CV (%) 2,77 4,17 8,80

(**) Significativo ao nivel de probabilidade de 5% pelo teste F.
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TABELA 4A. Resumo das analises de variancia das variaveis acidos acético,
propidnico, butirico e latico das silagens de capim-mombaga

Fonte de Quadrado Médio
variacao " Acético Propibnico  Butirico Léatico
Tempo (T) 5 9,6036** 0,0145%* 10,4928** 4,4116%*
Silagem (Si) 2 1,5788** 0,0007 0,4918%*  5,5699**
Tx Si 10 0,3968** 0,0008* 1,1327*%*  0,5269**
Erro 36 0,1073 0,0003 0,6492 0,0750
Total 53
Média Geral 1,88 0,06 0,32 1,10
CV (%) 17,41 29,77 42,11 24,93

(*), (**) Significativo aos niveis de probabilidade de 5% e 1%, respectivamente, pelo
teste F.

TABELA 5A. Resumo das andlises de varidncia das variaveis MS, PB, pH,
CHOs das silagens de capim-mombaca ap6s abertura dos silos

Fonte de G.L Quadrado Médio
variacio o MS PB pH CHOs
Silagem(Si) 2 8,5679 0,2678 0,3919 2,5666%*
Erro a 6 4,0373 0,1647 0,2062 0,3002
Tempo (T) 3 19,4579** 0,5647 9,4736%* 0,6092
TxSi 6 10,3774** 0,2458 0,3129 3,6967**
Erro b 18 2,3481 0,3500 0,1518 0,3337
Total 35
Média Geral 30,06 6,72 5,39 3,79
CV, (%) 6,68 6,04 8,42 14,45
CV, (%) 5,10 8,80 7,23 15,24

(*), (**) Significativo aos niveis de probabilidade de 5% e 1%, respectivamente, pelo
teste F.
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TABELA 6A. Resumo da Analise de Variancia das variaveis TEMP, FF, NHj,
LEV e BAL das silagens de capim-mombaga apds abertura dos

silos
Fonte de GL Quadrado Médio
variacéo TEMP FF NH; LEV BAL
Silagem 2 2,6806* 32,0257**% 206,2838%* 7, 1554%* 0,0075
(S1)
Erro a 6 0,4120 0,0396 0,7604 0,0731 0,0768
Tempo (T) 3 3,2861*%* 64,4398** 163,8775%* 33,5615%* 2,7722%%*
Tx Si 6 0,2250*  11,2952**  82,9442**  6,1860%*  (,3944**
Erro b 18 0,0787 0,1741 0,5716 0,0797 0,0612
Total 35
Média 2,91 20,23 2,91 34,16 5,92 9,02
Geral
CV,; (%) 6,84 3,14 6,34 2,55 4,57 3,07
CV, (%) 14,32 1,37 14,32 2,21 4,77 2,74

(*), (**) Significativo aos niveis de probabilidade de 5% e 1%, respectivamente, pelo

teste F.

TABELA 7A. Resumo das analises de varidncia das variaveis acido acético,
propiodnico, butirico, e latico das silagens de capim-mombagca

apos abertura dos silos

Quadrado Médio

Fonte de
variacao Acético  Propibnico  Butirico Latico
Silagem (Si) 2 0,4690* 0,0099* 0,9074** 2,1731%%*
Erro a 6 0,0849 0,0014 0,0365 0,0508
Tempo (T) 3 12,5581**  0,0128**  0,5857** 1,1977%*
Tx Si 6 0,4563* 0,0021* 0,0580 1,1866**
Erro b 18 0,1300 0,0005 0,0465 0,0264
Total 35
Média Geral 1,70 0,07 0,93 0,80
CV, (%) 17,14 54,36 20,62 28,19
CV, (%) 21,21 33,69 23,26 20,30

(*), (**) Significativo aos niveis de probabilidade de 5% e 1%, respectivamente, pelo

teste F.
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TABELA 8A. Resumo das analises de variancia das variaveis MS, PB, FDN e
FDA das silagens de cana-de-agucar

Fonte de GL Quadrado Médio
variacao T MS PB FDN FDA
Tempo (T) 5 8,9983%* 0,6784**  48,5852%*%  59,7419**
Silagem (Si) 2 0,6928 0,4520* 19,5706* 8,7917
Tx Si 10 1,0537 0,3920** 5,6634 9,7921*
Erro 36 1,5252 0,1391 5,7274 3,5256
Total 53
Média Geral 27,96 3,42 60,78 33,76
CV (%) 4,42 10,91 3,94 5,56

(*), (**) Significativo aos niveis de probabilidade de 5% e 1%, respectivamente, pelo
teste F.

TABELA 9A. Resumo das analises de variancia das varidveis HEM, CHO, pH e
NH; das silagens de cana-de-acticar

Fonte de GL Quadrado Médio

variagao HEM CHOs pH NH;

Tempo (T) 5 105,8231** 100055,4836**  6,4304**  88,4233**
Silagem (Si) 2 50,7788** 179,3177** 0,9284**  0,8087*

T x Si 10 23,6478+ 116,0354** 0,5764**  (0,9129%*
Erro 36 1,4166 7,8081 0,0022 0,1999
Total 53
Média Geral 27,01 88,44 4,06 8,36
CV (%) 441 3,16 1,17 5,34

(*), (**) Significativo aos niveis de probabilidade de 5% e 1%, respectivamente, pelo
teste F.

TABELA 10A. Resumo das andlises de variadncia das varidveis populagdes de
FF, LEV e BAL das silagens de cana-de-agucar

Fonte de GL Quadrado Médio do Erro
variacao T FF LEV BAL
Tempo (T) 5 NS 48,8792 15,1866**
Silagem (Si) 2 26,5746%* 14,7708+
TxTr 10 13,1804+ 2,5770%*
Erro 36 0,0837 0,0594
Total 53
Média Geral 5,19 9,05
CV (%) 5,57 2,69

(**) Significativo ao nivel de probabilidade de 1% pelo teste F.
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TABELA 11A. Resumo das analises de variancia das variaveis acidos acético,
propidnico e latico e etanol das silagens de cana-de-agucar

Fonte de GL Quadrado Médio
variacao " Acético Propibnico Latico Etanol
Tempo (T) 5 14,9471%* 3,6915%* 12,2318%* 25,9175%*
Silagem (Si) 2 7,0764%** 1,7727%* 2,5062%*  21,6644%*
Tx Si 10 1,5207** 1,1632%* 0,9774**  4,4140%*
Erro 36 0,0216 0,0129 0,0271 0,1222
Total 53
Média Geral 2,580 0,538 1,299 2,265
CV (%) 5,69 21,12 12,66 15,43

(**) Significativo ao nivel de probabilidade de 1% pelo teste F.

TABELA 12A. Resumo das analises de variancia das variaveis MS, PB, pH,
CHOs das silagens de cana-de-acucar ap6s abertura dos silos

Fonte de G.L Quadrado Médio
variagao T MS PB pH CH
Silagem (Si) 2 5,9648 1,0785 0,3854 129,2306*
Erro a 6 5,8443 0,2871 0,1879 19,7884
Tempo (T) 3 28,7806** 2,6646**  11,9233**  38,0304**
TxSi 6 1,3668 0,2872 0,0354 9,7615
Erro b 18 3,7742 0,4136 0,0612 6,6988
Total 35
Meédia Geral 31,93 4,50 4,58 16,95
CV, (%) 7,57 11,91 9,46 26,24
CV, (%) 6,08 14,30 5,40 15,27

(*), (**) Significativo aos niveis de probabilidade de 5% e 1%, respectivamente, pelo
teste F.
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TABELA 13A. Resumo das analises de variancia das variaveis TEMP, NHj,
LEv e BAL das silagens de cana-de-agucar apos abertura dos

silos
Fonte de GL Quadrado Médio
variacao o TEMP NH; LEV BAL
Silagem (Si) 2 202,9306** 0,6290 33,2653** 2,0172%*
Erro a 6 3,9676 0,2251 0,0719 0,0799
Tempo (T) 3 193,1444%*  28,5182**  78,0277** 0,8143%**
TxSi 6 44,7083** 5,5486** 8,2698** 0,5781**
Erro b 18 2,1454 0,1055 0,0762 0,1222
Total 35
Média Geral 26,22 10,48 6,70 9,65
CV, (%) 7,60 4,53 4,00 2,93
CV, (%) 5,59 3,10 4,12 2,62

(**) Significativo ao nivel de probabilidade de 1% pelo teste F.

TABELA 14A. Resumo das analises de varidncia das variaveis acido acético e
etanol das silagens de cana-de-aglicar apds abertura dos silos

Quadrado Médio

Fonte de variacéo
G.L. —

acetico etanol

Silagem (Si) 2 5,9648 1,0785
Erro a 6 5,8443 0,2871

Tempo (T) 3 28,7806%** 2,6646%**
T x Si 6 1,3668 0,2872
Erro b 18 3,7742 0,4136
Total 35

Média Geral 31,93 4,50
CV, (%) 7,57 11,91
CV, (%) 6,08 14,30

(**) Significativo ao nivel de probabilidade de 1% pelo teste F.
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TABELA 15A. Composi¢do quimica dos meios MRS, DRBC e YEPG
utilizados para contagens de microrganismos.

Quantidade (g/l de meio)

Ingredientes

MRS DRBC YEPG
Peptona bacteriologica 10 5,0
Peptona de soja 20
Extrato de carne 10
Extrato de levedura 5 10
Glicose 20 10 20
Sorbetano monooleato (Tween 80) 1,0
Fosfato de K dibasico 2,0 1,0
Acetato de so6dio-3H,O 5,0
Citrato de amonio 2,0
Sulfato de Mg-7 H,O 0,05 0,5
Sulfato de Mn 0,05
Rosa bengala 0,025
Dicloran (0,2%) 0,2
Cloranfenicol
Agar 16 15 16
pH 6,5 3,5
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