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ADITIVOSQUIMICOSE MICROBIANOSNO CONTROLE DE
PERDASE NA QUALIDADE DE SILAGEM DE
CANA-DE-ACUCAR (Saccharum officinarum L)

Autor: ANDRE DE FARIA PEDROSO
Orientador: Prof. Dr. LUIZ GUSTAVO NUSSIO

RESUMO

Edte projeto de pesquisa teve como objetivo principd avaiar aditivos quimicos e
microbianos no controle da producéo de etanol durante a enslagem da cana-de-agUcar,
com vigtas areducéo das perdas de matéria seca (MS) e de vaor nutritivo que ocorrem
durante 0 processn. Para tanto foram redizados trés experimentos utilizando slos
laboratoriais € um experimento de desempenho com bovinos em crescimento. As
avdiaghes em laboradrio foram redizadas com cana-de-agliicar colhida com
goroximadamente 12 meses de crescimento e ensilada em bades de plégtico de 20 litros,
adaptados com védvulas para diminacio de gases e subdrato para colhdta de efluentes:
Experimento I: Procurou-se caracterizar a dindmica da fermentaco, das perdas de MS e
de vdor nutritivo e 0 desenvolvimento da microflora epifita na dlagem. Amodragens
apos 1/2, 1, 2, 3, 7, 15, 45, 90, 120 e 180 dias de fermentacdo indicaram que a
populacéo de leveduras cresceu @é o segundo dia (5,1 log ufc/g massa verde - MV); o
teor de etlanal aingiu nivel maximo (6,4% da MS) aos 15 dias gpés a enslagem, quando
observou-se desgparecimento de 68% dos carboidratos sollveis (CHOs); aos 45 dias de
endlagem dingiu-se a maior perda tota de MS (29%), sendo esta composta por 16% de
perdas gasosas, houve pequena producéo de efluentes (20 kgt MV); o pH da slagem



Xiv

goresentou queda condante atingindo 3,47 aos 180 dias, a expressva producéo de
etanol, caracterizada por perda devada de CHOs e aumento no teor de fibra causou
reducdo da DVIVMS da forragem enslada, de 63 para 47%. Experimento 11: O objetivo
fo avdiar o €feto de urda (05 10, 1,5% da MV), NaOH (1, 2; 3% da MV),
propionao de cadcio-PROP (0,05; 0,1; 0,2% da MV), benzoato de sbdio-BENZ (0,05;
0,1, 0,2% da MV), sorbato de potéssio-SORB (0,015; 0,03; 0,045% da MV), L.
plantarum-BAL (1 x 10 ufclg de MV), L. buchneri-BUCH (3,64 x 10° ufc/g de MV),
uréa (0,5 e 1,09 da MV) combinada com L. plantarum-Lact/Ur 0,5% e Lact/Ur 1,0%,
sobre o vdor nutritivo, as perdas de MS e a edabilidade aerdbica das dlagens. A
comparacdo das dlagens aditivadas com a dlagem controle, aos 90 e 180 dias de
fermentacéo, indicou que: os aditivos foram pouco eficentes em reduzir a concentracéo
de etanol (P>0,05) e que incdusve, os tratamentos PROP-0,1% e BAL causaram
aumento (P<0,05) no teor do acooal (4,8 e 12,5% vs 3,8% da MS); uréa, NaOH, SORB-
0,03%, BUCH, Lact/Ur 05% e Lact/Ur 1,0% causaram diminuicdo da perda totd de MS
(P<0,05); as slagens tratadas com uréia, NaOH, BENZ, e SORB-0,045% apresentaram
maior DVIVMS e os traamentos com BUCH, Lact/Ur 1,0%, uréia-1,5%, NaOH (1 e
2%) e BENZ-0,2% resultaram em slagens com maor estabilidade aerdbica (P<0,05).
Experimento I11: O objetivo foi comparar 0 efeito de aditivos, selecionados na fase I,
sobre a dinamica da fermentacZo e das perdas de MS, avdiando também a edtabilidade
aerdbica das dlagens. Os aditivos avdiados foram: uréia (0,5% da MV), benzoao de
sodio-BENZ (0,1% da MV), sorbato de potassio-SORB (0,03% da MV), L. plantarum:
BAL (1 x 10° ufdlg de MV) e L. buchneri-BUCH (364 x 10° ufclg de MV).
Comparando-= as dglagens aditivadas com a dlagem controle, aos 94 dias de
fermentaco, conduiu-se que a adicdo de uréa, BENZ, SORB e BUCH resultou em
slagens com menor teor de etanol e o tratamento BAL causou aumento na concentracéo
do dcoal (P<0,05); uréia e SORB causaram aumentos (P<0,05) na perdatotd de MS; a
golicacdo de urda resultou em aumento e a inoculagi com BAL em redugdo na
DVIVMS (P<0,05); o tratamento com BENZ resultou na slagem com maor (P<0,05)
concentracdo de carboidratos soliveis. As curvas da tendéncia temporad (amostragem
aos 2, 10, 31, 62, A e 144 dias gpds enslagem) indicaram que: a concentragdo de etanol



aingiu seu pico entre 60 e 90 dias de enslagem; aperda de gases se prolongou aém dos
90 dias e foi menor para o tratamento com uréa; o tratamento com BUCH resultou em
tendéncia de maior consumo de aglicares a0 longo do tempo; os tratamentos com uréia e
SORB gpresentaram as maiores perdas totas de MS e edimularam a producéo de
efluentes a DVIVMS das dlagens nos traamentos com uréa, BENZ e SORB
goresentou  tendéncia de decréscimo linear, provavemente como efeito da tendéncia de
producéo crescente de efluentes. Os aditivos BUCH e BENZ mehoraram a edtabilidede
aerobica das slagens, em rdacdo ao controle (78 e 72 h vs 48 h). Experimento 1V: Trinta
e duas novilhes holandesas (388 kg) foram docadas a 4 tratamentos, com 4 repeticoes,
em um ddineamento em blocos. Os tratamentos condgdtiram em 4 tipos de ragdes
completas contendo  gproximadamente 46% da MS na forma de dlagem de cana-de
aclcar, submetidas aos seguintes tratamentos: controle (sem aditivos); uréa (05% da
MV); benzoato de sadio-BENZ (0,1% da MV) e Lactobacillus buchneri (BUCH, 3,64 x
10° ufclg de MV). O ganho de peso médio diéio (GPD) mostrou aumento de 32% para
BUCH e de 21% para BENZ (P<0,05), em comparacdo ao controle (0,94 kg/dia); os
tratamentos com BENZ e BUCH resultaram em medhor conversio dimentar (GPD/kg
MS) em relacdo ao controle (7,6 e 7,7 vs 94); aingestd de MS (2,2% PV) néo diferiu
entre os traamentos (P>0,10); o tratamento contendo slagem de canade-aglcar
aditivada com uréia ndo diferiu (P>005) do controle, em nenhum dos parametros
avdiados A endlagem da cana-de-aglcar, sem aditivos, tem resultado em perdas
excessvas e reduzido vaor nutritivo da forragem. O presente trabaho identificou dguns
aditivos cgpazes de reduzir a producéo de etanol, diminuindo as perdas de matéria seca
nas slagens, promovendo mehor desempenho de animais com das dimentados



CHEMICAL ADDITIVESAND BACTERIAL INOCULANTSON
CONTROL OF LOSSESAND QUALITY OF
SUGAR CANE (Saccharum officinarum L.) SSLAGE

Author: ANDRE DE FARIA PEDROSO
Adviser: Prof. Dr. LUIZ GUSTAVO NUSSIO

SUMMARY

The objective of this project was to evduae chemica and microbid additives on
ethanal control in sugar cane slages, aming to decrease dry mater (DM) and nutritiond
losses during storage. Three laboratory slos trids were conducted to study fermentation
process and associated losses, and one additiona experiment was carried out to evauate
animd performance. For the laboratory trids sugar cane (12 months vegetative growth)
was ensled in 20 L plagtic buckets provided with vaves for gas release and a device for
effluent collection: Experiment |: Aimed to characterize fermentation, DM losses and
epiphytic microflora dynamics during englage. Slage sampling a 4, 2, 3, 7, 15, 45,
90, 120 and 180 days after seding indicated: intensve growth of yeast population until
day two of fermentation (5.1 log cfu g?); ethanol reached its highest content after 15
days from seding (6.4% in DM) when 68% of the water soluble carbohydrates (CHOs)
disappeared; totd DM (29%) and gases (16% of the DM) losses reached a plateau after
45 days of enslage efluent yidd was negligible (20 kg t1); silage pH was lowest after
180 days of dorage (3.47); ethanol production led to increased CHOs loss and higher
fiber content in the slage, which in tun were assodated with reduction in Slage's
IVDDM (63 to 47%). Experiment 11: The main objective was to evduate the addition of



wet bass): urea (0.5, 1.0,1.5%), NaOH (1, 2, 3%), cacium propionate-PROP (0.05, 0.1,
0.2%), sodium benzoate BENZ (0.05, 0.1, 0.2%), potassum sorbate SORB (0.015, 0.03,
0.045%), L. plantarumLAB (1 x 10° cfu g%, L. buchneri-BUCH (3.64x 10° cfug?l),
urea (0.5 e 1.0% fresh bags) plus L. plantarumLact/Ur 0.5% and Lact/Ur 1.0% on
dlage qudity, DM losses and aerobic dability. Comparison of trested dlages with
control after 90 and 180 days from seding indicated: none of the additives were
effective to decrease ethanol concentration in dlages and PROP-0.1% and LAB even
increased (P<0.05) dcohol leves (4.8 and 12.5% vs 3.8% in control DM); urea, NaOH,
SORB-0.03%, BUCH, Lact/Ur 0.5% and Lact/Ur 1.0% treated Slages showed lower
totd DM losses (P<0.05); higher IVDDM was achieved by adding urea, NaOH, BENZ
and SORB-0.045% (P<0.05); aerobic gability was improved with BUCH, Lact/Ur 1.0%,
urea-1.5%, NaOH (1 and 2%) and BENZ-0.2% treatments (P<0.05). Experiment 111: The
objective was to compare the effects of additives screened in experiment 11 based on
dlage fermentation trats, DM losses and aerobic dability. Treastments were (wet bass):
urea (0.5%), sodium benzoaie-BENZ (0.1%), potassum sorbate SORB (0.03%), L.
plantarum-LAB (1 x 1¢ cfu g% e L. buchneri-BUCH (3.64 x 10° cfu g*). Comparing
trested dlages with control after 94 days from seding indicated: urea, BENZ, SORB and
BUCH reaulted in dlages with less eanol, however LAB reaulted in higher ethanol
concentration (P<0.05); urea and SORB treatments decreased totd DM losses (P<0.05);
IVDDM was higher for urea and lower for LAB tregted slages (P<0.05); CHOs content
was higher in BENZ trested slage (P<0.05). Regresson dopes performed through 144
days after seding indicated: ethandl yidd was maximum between 60 and 90 days gases
losses were extended up to 90 days and was lower in urea trested Slagess BUCH
inoculated Slages showed a trend to loose more CHOs, trestment with urea and SORB
resulted in slages with increased totd DM and effluent losses, IVDDM reduced linearly
with time in chemicdly treted glages probably due to the increesed effluent yidd.
BUCH and BENZ improved Slages aerobic gability over control (78 and 72 h vs 48 h).
Experiment IV: Thirty two Holstein heifers (388 kg) were dlocated to 4 treatments, 4
replications eech, in a block desgn. The animds were fed totd mixed rations containing
46% sugar cane slage within the following treatments (wet baess): control  (without



additive), urea (0.5%), sodium benzoate-BENZ (0.1%) e Lactobacillus buchneri-BUCH
(364 x 10° cfu gl). Average daly gan (ADG) showed 21% incresse (P<0.05) for
BENZ and 32% for BUCH over control (09 kg d*'); better feed conversions
(DMI/ADG) were observed for BENZ and BUCH (7.6 and 7.7 vs 9.4); DM intake (2.2%

BW) did not differ (P>0.10) across trestments. Urea treeted Slage was Smilar to control
indl traits (P>0.05).



1 INTRODUCAO

A cultura da cana-de-agicar no Brasl recebeu grande incentivo aravés do
programa Prodcool, 0 que resultou em avango nas técnicas de cultivo e no lancamento
de vaiedades com maor potencid de producdo de biomassa e aglcar.
Consequentemente, houve também a expansio da cultura para regides tradicionais de
pecuaria e de producéo de gréos, criando a oportunidade c seu uso em confinamentos
de bovinos de corte.

A dimentacdo de bovinos goresentase também como detino dterndivo para a
cana-de-aclicar quando ocorrem redugdes nos precos do aclicar e do acool, exigindo que
0s produtores diminuam a oferta de cana para as udnas e que glebas sgam liberadas
paa 0 edabdecimento de outro tipo de cultura, evitando-se assm que sobras
permanecam no campo, tornando-se canas "bisadas’, de baixa qudidade e sujetas ao
“acamamento’, o que dificultaa colhata

A utlizagdo da cana-de-aglicar, colhida diariamente e fornecida fresca aos
animas, é tradicona e de amplo conhecimento dos pecuaridas, porém, 0 mango
indugtrid de canavias exige que o corte dos tdhdes sga redizado de forma
concentrada, para aumentar a eficiéncia dos tratos culturais. Além disso, o corte di&io
torna-se probleméico em gtuagbes onde s desga utilizar a cana como forragem
durante o ano todo, devido adificuldade de colheita em dias de chuva e aperda no seu
vaor nutritivo durante o verdo. Canaviais que tenham sido submetidos a queima, ou que
tenham <ofrido fortes geadas, também precisam ser utilizados rapidamente para néo
serem perdidos.

A endlagem da cana-de-aglicar apresenta-se como solucdo para tais problemas,
permitindo a colheita de grandes &eas num curto espaco de tempo, na época em que a



forragera goresenta seu mehor vaor nutritivo, 0 que coincide com 0 periodo mas
propicio aos trabahos no campo, ou sga, durante a seca. Porém, o dto teor de
carboidratos sollveis e a grande populacdo de leveduras epifitas levam a fermentacéo
acodlica quando a cana-de-acicar é endlada, causando perdas excessvas de maéria
seca e de vdor nutritivo da forragem.

Aditivos quimicos e inoculantes microbianos tém ddo utilizados com o intuito
de melhorar o padréo de fermentacéo e consarvacdo das slagens, promovendo o
desenvolvimento dos microrganismos benéficos, como as bectérias produtoras de acido
|&tico, e ainibicdo dosindesgaveis, como asleveduras e dodridia.

Apesar da crescente demanda de informagbes sobre a enslagem da cana-de
acucar, observa-se reduzido desenvolvimento cientifico em rdacdo ao uso de aditivos
paa o0 controle da producdo de etanol e aumento da estabilidade aerdbica destas
slagens, que 2o aspectos fundamentals nesta forma de preservacéo da forragem.

Com base na hipétese de que, 0 uD edratégico de aditivos pode inibir o
desenvolvimento de leveduras, reduzindo consequentemente a producéo de etanol, as
perdas de matéria seca e de vador nutritivo durante a enslagem da cana-de-agUcar,
desenvolvewrse 0 presente estudo, que teve o0s seguintes objetivos. estudar a dinamica
da fermentacdo, das perdas de matéria seca e das dteragbes no vaor nutritivo da cana
de-aglicar endlada sem aditivos, estabelecendo ainda o padréo de crescimento da
microflora epifita (capitulo 3); determinar 0 efeito de inoculantes microbianos e aditivos
quimicos, em diversas doses, sobre a fermentacéo, as perdas de matéria seca, a qudidade
e a edabilidade aerdbica de slagens de cana-de-aclicar (capitulo 4); caracterizar o €feto
de aditivos quimicos e microbianos sobre a dindmica da fermentacZo, das perdas de MS
e das mudancas no vaor nutritivo em slagens de cana-de-aclcar (capitulo 5); avdiar o
desempenho de bovinos em crescimento dimentados com ragBes contendo Slagens de
cana-de-aglcar aditivadas (capitulo 6).



2REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cana-de-aclcar fresca e endlada na alimentacdo de ruminantes

A canade-aclcar (Saccharum officinarum L.) € utilizada ha muito tempo como
cultura forrageira pelos pecuaristas no Bradl. Levantamentos redlizados na década de 50
relaaram que 75% dos estabelecimentos produtores de late utilizavam eda forragem na
dimentacdo dos rebanhos Recentemente, a cana-de-agicar vem assumindo  pape
fundamentd nos corfinamentos para terminacdo de bovinos de corte, pois gpresenta
uma sfrie de caracteridticas desgavels, como: grande producéo de forragem por unidade
de &ea (80 a 150 t/ha); baixo custo de producéo por tondlada de matéria seca (MS);
manutencdo do vaor nutritivo por aé 6 meses gpds a mauracdo; época de colheita
coincidente com o periodo de escassez de forragem nas pastagens (Silva, 1993).

Entre as divasss vattagens da utilizacdo da cana-de-aclicar na dimentacéo
animd, resdta-se o fato de ser esta espécie forrageira a de maior potencia de producéo
de MS e enargia, por unidade de &ea, em um Unico corte, atingindo producdes entre 15
a 20 t de nutrientes digedtiveis totais (NDT) por hectare, em comparacdo com o milho, o
sorgo e amandioca que produzem cercade 8 t de NDT/ha (Lima e Mattas, 1993).

Quando utilizada como dimento exdudvo para ruminantes, a cana-de-aclcar
possui limitagBes importantes do ponto de vida nutriciond, devido ao desequilibrio de
nutrientes, gpresentando teores muito baixos de proteina bruta e da maioria dos minerais,
princpamente de fédforo. A ingetéo voluntaria de MS e a utilizacdo da energia
digerida da cana-de-aglicar sfo baixas, apesar da digegtibilidade ser condderada como
de vdor intermediario (54 a65% daMS) (Boin e Tedeschi, 1993).



E de conhecimento gerd que 0 desempenho dos animais pode ser satisfatorio
guando a cana-de-aclcar € corrigida, quanto aos teores de proteina e minerais. A adicéo
de 05 a 1,0% da midura uréidsulfao de ambnio (9:1) a forragem, juntamente com o
fornecimento suplementar de fardos, como fonte de proteina e carboidratos de menor
solubilidede, tornou-se uma  técnica bedtante difundida e permite a obtencdo de
resultados stisfatorios de consumo e ganho de peso. Hernandez (1998) obteve taxas de
ganho de peso variando entre 1,53 e 1,81 kg por dia, para bovinos de corte dimentados
com raghes contendo cana-de-agicar como volumoso Unico (48% da MS),
suplementados com misturas concentradas compodtas por milho, fardo de soja, uréa e
mineras, sendo que as ragdes goresentaram digedtibilidade da matéria organica entre
67,3 e 72,2%. Em recente teste de variedades de cana-de-aclcar, Rodrigues e d. (2002)
obtiveram taxas de ganho de peso entre 0,89 e 0,65 kg/dia, para novilhas da raca
Canchim aimentades com cana-de-aclcar suplementada com 1,3 kg/cabeca/dia de
concentrado.

A cgpacidade da cana-de-aglicar em manter sau vaor nutritivo durante um longo
periodo de tempo, sendo este periodo coincidente com a época de baixa disponibilidade
de forragem nos pastos, ou periodo da seca, permite que em pequenas propriedades, a
cana sga colhida diariamente e fornecida fresca aos animais, em um sstema que, gpesar
de exigir disciplina didria, garante a utilizacgo de forragem de qudidade adeguada aos
anmas. No entanto, nos confinamentos indudtrias de gado de corte e nas grandes
fazendas produtoras de leite, a colheita diaia da cana dificulta os tratos culturais nas
aress de cultivo e a reforma dos canavias, que terdo sempre plantas em diversos estagios
de desenvolvimento.

A utilizacdo da cana-de-acUcar na dimentacéo animal, fora do periodo da safra,
também sofre redtrigBes, porque a forragem apresenta menor vaor nutritivo, devido ao
baixo teor de sacarose (Matsuoca e Hoffmann, 1993), e durante a época das chuvas a
movimentacdo de maquines no campo € dificll, causando a morte de plantas e
prejudicando a manutencéo do "stand” nos talhdes.

Por estes motivos, tem Sdo grande a demanda por informagOes sobre a enslagem

da cana-de-aclcar, técnica que permite que grandes &reas sgam cortadas em um curto



epago de tempo, na época em que a cana goresenta seu melhor vaor nutritivo e que € a
edacdo do ano mas propicia a movimentacdo de maquinas no campo. Nos casos de
incéndio acidental dos canavials, e na ocorréncia de geadas, a endlagem da cana pode
ser andaa unicaformade evitar aperdatotd daforragem.

Apesy da exasxz de peguisa naciond nesta &ea, dguns trabahos
demondraram que Slagens produzides exdusvamente com cana-de-aglicar s30 de baixa
qualidede, levando a reducdo no consumo volunt&io, na taxa de ganho de peso e na
convesso dimentar dos animas com eas dimentados, em comparacdp aps mesImos
indices de animas dimentados com cana fresca Mesmo assm, a endlagem desta
forragem tem ddo redizada em nosso pais, sem a devida preocupacdo com os problemas
que apresenta.

A cana-de-aglcar, quando ensllada sem aditivos, goresenta fermentacéo dcodlica
e perda no vaor nutritivo, como foi condtatado por Preston et d. (1976) que verificaram
reducdo de gproximadamente 30% no contetido tota dos aglicares para a cana endlada
em relacdo a cana fresca, e teor dcodlico de 55% da MS da slagem. Na Republica
Dominicana, Gonzdez & MaclLeod (1976) observaram gue a cana endlada sem aditivos
gpresentou reducdo acentuada no pH (de 4,2 para 2,9), reducdo no vaor de graus brix
(de 13,8 para 9,0) e producéo sgnificativa de &cido acético (0,96% da MS), ressatando
que houve o desenvolvimento de leveduras e consegliente producéo de acool (1,4% da
MS).

Edudando a fermentacdo de cana-de-agicar em slos laboratorias, Alli et d.
(1982) observaram teor de etanol de 8,86% na MS da silagem, com reducéo de 90% no
teor de carboidratos solUveis em agua, aumento no teor de FDA (de 29,9 para 43,1% da
MS) e 5,2% de perdas gasosas, no periodo de gpenas dez dias gpds a endlagem. Os
autores sdientaram que a producdo de adcool deve ter correspondido ao consumo de
goroximadamente 50% da sacarose presente na cana fresca, sendo as leveduras as
responsavels por este tipo de fermentacdo, e que o restante das perdas seria devido
principdmente a0 consumo de aclcares durante a fase aerdbica, pela respiracéo da

planta, e em menor quantidade pela producéo de &cidos pelas bactérias anaerdbicas.



Kung J. & Stanley (1982) condataram producéo crescente de dcool em slagens
de cana-de-aclicar endlladas com seis, nove e 12 meses de crescimento (7,5 9,5 e 15,5%
da MS, respectivamente), com conseqiiente diminuicdo no vaor energético da forragem,
evidenciando que, 0 processo de endlagem pode neutrdizar o efeito benéfico do
amadurecimento sobre o vaor nutritivo desta espécie forragera (Boin & Tedeschi,
1993).

A diminuicdo do vador nutritivo da cana-de-acicar com a endlagem, foi rdaada
por Alcantara et d. (1989) que observaram reducéo na digedtibilidade "in vivo' da MS
(66,4 vs 55,3%) e menor consumo volunt&io (7,1 vs 5,7% PV %) em carneiros machos
dimentados com slagem, em rdacéo aos que receberam a forragem fresca, tendo sSdo
as dietas suplementadas com uréaemineras.

Alguns trabadhos de pesquisa tém ddo redizados no Brasl, no campo da
endlagem da cana-de-aclicar, que demonstram a producéo excessiva de etanol e a perda
de vdor nutritivo das Slagens Bernardes et d. (2002), congataram teor de 6,87% de
gtanol na MS da slagem, para cana-de-aglicar ensilada aos 12 meses de crescimento.
Coan e d. (2002) avdiando a composicéo quimica da cana-de-aglicar madura (12 meses
de rebrota) endlada em microdlos de PVC, durante 55 dias, rdaaram diminuicdo no
teor de MS (27,3 \s 20,9%), aumento nos condtituintes da parede cdular, com maiores
concentragdes de FDN (42,1 vs 54,95%), de FDA (34,9 vs 43,8%,) e de lignina (6,8 vs
7,2%), paraasilagem em relacéo acanafresca

O padréo de fermentacéo de silagens de cana-de-agUcar, enslada gpds 12 meses
de crescimento (primeiro corte) em microsilos de PVC, foi estudado por Modlina ¢ 4d.
(2002), aravés da amostragem de slagens com 1, 3, 5, 7, 14, 28 e 56 dias de
conservacaon. Detectourse reducdo no teor de MS da silagem, entre o primeiro e o Ultimo
dia condgderados, de 27,94 para 21,58%, porém ndo houve diferenca para os vaores de
pH (3,43 vs 3,43) e PB (2,30 vs 2,70% daMS).



2.2 Aditivos quimicos na enslagem de cana-de-acuicar

Os primeiros testes com aditivos para controle do desenvolvimento de leveduras
em dlagens de cana, foram baseados nos resultados promissores de experimentos
pioneros que avdiaam o uso de aditivos (NHs-solucdo) para o controle de leveduras e
mofos em slagens de milho (Britt e d., 1975). Desde entéo, diversos aditivos tém sdo
avdiados visando melhorar 0 padréo de fermentacdo, o controle do desenvolvimento de
leveduras e a conservagao da cana- de-aclicar naformade slagem.

Preston e d. (1976) avdiando 0 uso de amonia aquosa e amdnia com melago,
como forma de favorecer a multiplicacdo das leveduras em detrimento da producéo de
dcool, rdataram reducdo na perda de aclcares sollvels e diminacdo totd da producéo
de etanol nas dlagens Alvarez & Preston (1976) testaram solugbes contendo amonia
aguosa e melago, em comparacdo com outra contendo uréia e meago, tendo detectado
que ambas solugdes goresentaram efeito podtivo sobre a presarvacdo das Slagens,
porém com efeito superior da amdnia, que resultou em menor perda de aclicares
llves

O desempenho de bovinos dimentados com dietas contendo Slagens de cana-de-
aclcar tratada com solugBes contendo uréia elou amdnia, foi avdiado por Silvedre et d.
(1976) e Alvarez et d. (1977). Nesses trabahos congtatouse que, 0 consumo de silagem
tratada com 1% de uréia, foi 39% superior a0 da Slagem sem aditivo e semdhante a0 da
cana fresca. Houve uma tendéncia da slagem de cana tratada com 2% de uma solucéo
de meaco com ambnia sr 16% superior, e a Slagem de cana sem aditivos 17% inferior,
em relacdo acanafresca, para ganho de peso e conversto dimentar.

Alli & d. (1983) avdiaram o0 padréo de fermentacdo de slagem de cana-de
acUcar aditivada (16,9 kg NHs/t de MS), congtatando reducéo na populacéo inicid de
leveduras e mofos, menor producéo de etarol, reducdo nas perdas de MS em 67,5% e de
carboidratos sollveis em 47%, aumento no teor de &cido |&ico e reducdo no teor de
FDA. Ocorreu, no entanto, producéo de &cido butirico na slagem tratada. Num segundo
experimento, utilizando menor concentragdo do aditivo (342 kg NHst de MS), os
mesmos pesquisadores detectaram mehor quaidade na slagem tratada, sem a producéo



de &cido butirico, no entanto esta apresentou maiores perdas de MS e de carboidratos
sollveis, dém da maor concentracdo de etanol. Estes resultados sugeriram que, a
concentracéo de amdnia que resultaria em boa preservacdo da Slagem, sem a producéo
excessva de &cido butirico, deveria Stuar-se entre as duas concentragdes utilizadas.

Trabahos de pesquisa publicados recentemente no Bradl, rdaaran que slagens
de cana-de-aglcar tratadas com niveis entre 0,5 e 1,5% de uréia, propiciaram bom
padréo de fermentacdo e melhor composicdo bromatoldgica, como teor mais eevado de
MS e teores mais baixos de FDA e FDN, em comparagdo a slagem de cana exdusva
(Limaet d., 2002; Molinaet d., 2002).

A capacidade de subgtancias dcdinizantes em modificar o processo fermentativo
de slagens foi demonsrado primeiramente por Tufino et d., citados por Castrillén et
a. (1978), que obtiveram reducdo na fermentacép dcodlica em slagem de cana-de
acucar com a adicdo de 4% de NaOH. Cadrillon e d. (1978) estudaram o vaor
dimenticio e o padréo de fermentacdo rumind para ovinos dimentados com dlagem de
cana-de-aclcar tratada com 4% de NaOH (% da MS), observando mehoria na
composcdo bromaoldgica, reducdo acentuada na producio de etanol  (de
goroximadamente 52 para 0,88% da MS), maor teor de &cido |&ico, aumento no
consumo e no ganho de peso dos animas, em rdacdo a slagem sem aditivo.  Alcantara
et a. (1989) estudando o efeito da adicdo de 3% de NaOH (% da MS) na ensllagem de
cana-de-aglicar, observaram maior fluxo totd de nitrogénio e maior eficiéncia na sintese
de proteina microbiana no rimen dos animais dimentados com a slagem tratada, 0 que
possibilitou consumo volunt&io e digestibilidade da MS maiores do que os obtidos com
dlagem de cana sem aditivo e iguais ao da canafreca

Alguns outros produtos quimicos, gpresentam potencid como aditivos na
endlagem da cana-de-aclcar, quando o objetivo é o controle do desenvolvimento das
leveduras, embora ndo tenham ddo anteriormente testados com este fim. Os &cidos

graxos saturados, contendo até 12 carbonos, gpresentam atividade anti-microbiana, ea
S ecto de la adicion de hidroxido de sodio a ensilar cana

de azucar em su composicion. Resimenes de la 22 Reunion Internacional de La Cafla De Azucar em la
Alimentacion Animal, Oaxtepec, Morelos, Méx.1978.



aividade aumenta com o aumento no tamanho da cadeia carbonica dos &cidos, e com a
diminuicdo do pH, como foi reaado por Woolford (1975). Segundo esse autor, oS
&cidos butirico, vaérico e caordico, goesr de serem dicientes na inibicdo do
desenvolvimento de leveduras, ed@0 associados a Slagens que gpresentam fermentacéo
butiica e podem ocesonar rgecdo do dimento pdos animas, por terem odor
desagradavel. Afirmou ainda que, os &cidos de cadeia carbbnica mais longa modtraram
s efeivos contra bactérias e fungos, em menores concentragbes do que os de cadeia
curta, mas apresentam custo elevado, e que em pH 5 e 6, os &idos formico, acético e
propionico inibiram clodridia e bacilos mas do que a outros grupos de microrganismas,
entretanto em pH 4 e 3 o efdto inibitdrio sobre mofos e leveduras foi aumentado. O
efeito dos &cidos, neste caso, aumentou com o tamanho da cadea, sendo o &cido
propidnico 0 mas eficiente,

A acdo dos acidos graxos de cadeia curta sobre as leveduras foi demonstrada em
experimentos que avdiaram a edabilidade aerdbica de slagens, ja que os fungos sfo
responsavels por grande parte das perdes de materid digerivel quando as silagens sfo
expodtas a0 a. Ohyama et d. (1975), rdlataram que a adicdo de 0,5% de propionato de
sodio melhorou a edtabilidade aerdbica de Slagens de azevém, mas que em adguns casos
as slagens foram ind&veis mesmo com dtas concentragBes do &cido. Britt e d (1975)
condataram que a adicdo de &cido propidnico, &cido férmico e &cido acético, puros ou
conjugados, retardou 0 aguecimento e aumentou 0 tempo aé o aparecimento de fungos
visivels em slagens de milho expodtas a0 ar, sendo que as Slagens tratadas com mais de
1% de &cido propiénico (puro ou em mistura) Ndo apresentaram aumento no NUMero de
colénias de fungos, durante todo o tempo de avaiacéo.

Mamn & McDondd (1976) avdiaran o efdto dos acidos férmico, acético e
propidnico, separadamente e conjugados entre § e com formdina, sobre slagem de
Lolium multiflorum, em dlos laboratoriais, numa taxa de gplicacéo constante de 4,5 g/kg
de forragem fresca As miduras dos &cidos férmico/acético, formico/propidnico,
acatico/propionico e formico/acético/propionico, resultaram em  dlagens com  menor
contagem de leveduras. Quanto a edtabilidade aerdbica, os mdhores resultados foram
obtidos para os tratamentos com &cido férmico, formainalformico/acetico, acido



1C

acetico, acidos formico/acético/propionico e acido propidnico, nesta ordem, sendo que a
combinacdo &cidos formico/acético/propionico foi a que resultou em slagem com menor
perda de carboidratos solive's.

Moon (1983), citando Gershon & Shanks® afirmou que, apesar de todos os &cidos
graxos inibirem o crescimento da maioria das bactérias e leveduras, sua acéo depende do
pH, com maor efeito abaixo do pK, dos écidos (4,73 p/ acetato; 4,87 p/ propionato; 3,86
p/ lactato), e que dgumas linhagens de Saccharomyces sp, Geotrichum s,
Endomycopsis sp e Hansenula sp podem utilizar acetato e lactato para seu crescimento,
em condigdes aerdbicas, sendo no entanto inibidas por maiores concentragBes destes
acidos e por baixas concentragdes de propionato. No entanto, Ranjit & Kung, J. (2000)
ndo condataram efeito da aplicacdo de um produto comercid contendo acido propidnico
tamponado, entre outros aditivos, sobre a fermentacdo e edabilidade aerdbica de
dlagens de milho, sobre a populacdo de leveduras e a concentracdo de etanol na
forragem.

Segundo McDondd et d. (1991) o uso do &cido acético tem sido evitado por
muitos pesquisadores porque sua presenca, em dtas concentragdes, nas slagens tem sido
associada com baixo desempenho animd, resultante de baixo consumo voluntaio de
matéria seca. Observaram estes autores, no entanto, que adguns estudos mostraram que o
acetato induz gpenas a uma reducdo peguena do consumo (em ovinos) e que oS
problemas devem advir do processo de producéo do acetato na silagem, e ndo do efeito
direto do &cido.

Alguns agentes germicidas, utilizados como consavaites na  indidria
dimenticia, tém sdo testados como aditivos para silagem. Os &cidos sorbico e benzdico,
foram avaiados em laborat6rio por Woolford (1975). Nesse trabaho, o acido sorbico na
forma de sorbeto de potassio, mostrou poder inibidor sobre clogtridia, leveduras e mofaos.
O &ido benzico, na forma de benzoato de sodio foi dtamente eficiente contra
clogtridia, porém precisou ser gplicado em dtas concentragdes para ser efetivo contra

“ GERSHON, H.; SHANKS, L. Antifungd activity of fatty acids and derivatives: structure activity
relationships. In: Kabara, A (ed). The pharmacological effect of lipids. Champaign: The American Oil
Chemists' Society, 1978. p. 51-62.
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leveduras (55 mM a pH 5, eguivdente a 7,2 kght). Létemde & Lingvdl (1996)
condtaaram efeto pogtivo sobre a consarvacdo de slagens de cgpim emurchecido, com
a adicdo de benzoao e nitrito de sbdio, combinados a hexaming, que causaram reducéo
no nimero de leveduras e diminuicdo na perda de carboidratos soliveis das sSlagens,

guando estas foram expostas ao a.

2.3 Aditivos microbianos para slagens

A devacdo atificdd do ndmero inicid de bactérias produtoras de &cido 1&ico, na
forragem endlada, pode reduzir o pH find, aumentar o contelido de &acido I&ico,
diminuir a produco de efluentes e a perda de matéria seca no slo, mehorando o
desempenho e a producdo de late dos animas dimentados com a Slagem tratada
(McDondd e d., 1991). Segundo Muck (1993), que compilou os dados de 250
experimentos redizados entre 1985 e 1992, 0 uso de inoculantes contendo bectérias
homoldticas causou mehora sgnificativa, na fermentacdo des slagens em 75% dos
edudos com dfafa, em 77% dos esudos com graminess, mas em gpenas 40% dos
estudos com milho.

Os inoculantes comercias contém, normadmente,  linhagens de  bactérias
homofermentativas produtoras de &cido léico como, Lactobacillus plantarum,
Pediococcus acidilactici, Sreptococus faecium, Enterococcus faecium e Lactococcus
lactis. Recentemente inoculantes contendo bectérias heterofermentativas, produtoras de
&ido acético e propidnico, como Lactobacillus buchneri, Pediococus cerevisiae,
Propionibacterium shermani e Propionibacterium acidipropionici, tém sdo avdiados
buscando mehorar a edtabilidade aerdbica das slagens, o que implica no controle da
populacdo de leveduras e, no caso de serem eficientes, indicaria bom potencid de uso na
endlagem da cana-de-aglcar, mas 0s redultados neta &ea tém dSdo vaiaves
Higginbotham et d. (1998), comparando inoculantes contendo bactérias produtoras de
acido propiénico (P. acidipropionici), bactérias homofermentativas produtoras de écido
l&ico (L. plantarume P. cerevisiae) e inoculantes contendo a combinacdo dos dois tipos
de bactérias, ndo detectaram efeito da inoculagcdo sobre a composicdo das Slagens mas
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observaram maiores perdas de matéria seca, em rdacdo a slagem sem inoculante. A
golicacdo dos inoculartes contendo bactérias produtoras de &cido propidnico nédo afetou
0 nimero de leveduras, mofos e lactobacilos, antes ou depois da abertura dos slos e a
temperatura das slagens devouse intensamente, quando edtas foram expodtas ao 4.
Segundo os autores, a adicdo das bactérias produtoras de &cido propiénico ndo dterou o
processo fermentativo das dlagens, devido a incgpecidade dedtas bectérias em s
desenvolverem nas condigBes de acidez encontradas nos dlos, e 0 aumento nas perdas
de matéria seca foi devido ao teor excessvo de umidade das slagens, favorecendo a
intensa fermentacdo das Slagens inoculadas. No entanto, Driehuis & Wiksdaar (2000)
relataram que, para slagens de cgpim azevém (L. perenne) emurchecido (48% de MYS), a
aplicacéo de bactérias homoldicas L. plantarum e E. faecium resultou na diminuico da
producéo de etanol (1,3 vs 6,3% da MS) e das perdas de MS (2,6 vs 7,4%), embora néo
tenham gSdo identificados os microrganismos responsvels pela fermentacdo dcodlica
nes glagens.

Aditivos cortendo bactérias heterol&icas que produzem é&cido acético, dém do
acido l&ico, tém agoresentado bom potencid como forma de mehorar a edtabilidade
aerdbica das dlagens, devido a0 maior poder daguele &cido de inibir o crescimento de
leveduras e mofos.

O eanol pode ser gerado durante a fermentacéo heterolética, dependendo do
subgtrato utilizado e da espécie de bactéria envolvida no processo. Neste tipo de
fermentacdo, a glicose e a frutose S0 degradadas pela via 6-fosfogluconato aé
glicerddeido-3-fodato e acdilfosfato. O glicerddeido € oxidado a piruvato, que €
reduzido a lactaio na via homofermentativa O acetilfodao age como receptor de
hidrogénio e é reduzido a etanol ou acetato. A proporcdo de etanol e acetato depende do
potencid oxi-redutor do Sstema, se receptores adicionais de hidrogénio, como o
oXxigénio e a frutose estiverem digoonivels, ndo ha a formagdo de etanol, o oxigénio é
reduzido a peréxido de hidrogénio e a frutose € reduzida a manitol (McDondd et d.,
1991). As reacfes mencionades podem ser resumidas como segue
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Glicose+ ADP+ P ® Lactato + Etanol + CO, + 2ATP + H,O
3 Frutose + 2ADP + 2P ® Lactato + Acetato + 2 Manitol + CO,+ 2 ATP + H,O
Glicose + 2 Frutose + 2ADP + 2P ® Lactato + Acetato + 2 Manitol + CO, + 2 ATP + H,O

As bactérias L. buchneri, no entanto, ndo produzem eand na fermentacéo
anerébica da glucose, porque ndo possuem a enzima acetddeido desidrogenase. A
glucose srd fermentada a acetato se houver um receptor de hidrogénio, como a frutose,
gue sxa entéo reduzida a manitol (McDondd et d., 1991). Segundo Driehuis et d.
(1999), as bactérias L. buchneri sfo capazes de metabolizar o &cido l&tico a acido acético
e 1,2-propanodiol, de forma que em slagens de milho inoculadas com estas badérias
ocorre 0 acimulo de &cido acético & expensas do &cido |&ico. Confirmando estes fatos,
Ranjit & Kung, J. (2000), em experimento onde avdiaram inoculantes contendo edtas
bectérias na engllagem do milho, observaram aumento na producéo do &cido actico, que
resultou em aumento Sgnificativo na edtabilidade aerdbica e reducdo na populacéo de
leveduras das dlagens tratades. Taylor & Kung, J. (2002) testando niveis de gplicacéo
de L. buchneri em concentragBes na ordem de 10° a 10° unidades formadoras de colonia
(ufc)lg de forragem, constaaram que niveis iguais ou superiores a 5 x 10° ufdlg foram
efidentes no controle do desenvolvimento de leveduras e no aumento da estabilidede
aerdbica, de dlagens de gréos Umidos de milho, observando no entanto, que houve
aumento na concentracdo de etanol (de 0,43 para 0,91% em média).

Exigem outros aditivos para slagem que ndo seréo agui consderados, por néo
serem indicados como inibidores de leveduras, por goresentarem problemas quanto ao
vaor nutritivo das slagens com des tratadas €ou ainda, por resultarem em cudo de

aplicacdo devado.

2.4 Edtabilidade aer dbica de slagens

Drichuis e d. (1999) gntetizaram 0s aspectos envolvidos na conservecéo e
deterioracdo das slagens, ressdtando que os fatores basicos para a preservacéo sfo a
anaerobiose e o pH baixo, obtido com a fermentacdo predominantemente homol&ica
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No entanto, durante o periodo de estocagem agum oxigénio penetra por difusfo ou por
dano fidco do materid usado na cobertura do silos, sendo que apds a abertura a
exposcéo da slagem ao oxigénio € inevitive e causa 0 crescimento de microrganismos
agrobicos facultativos que eventudmente causam a deterioracdo da dlagem. Esses
autores frisaram que 0 processo de deterioracéo aerdbica € iniciado por leveduras acido-
tolerantes e em slagens de milho, ocasondmente por bactérias produtoras de é&cido
acdtico, sendo que, a medida que ocorre 0 processo de oxidacdo dos produtos da
fermentacdo da slagem, o pH se deva e outros microrganismos comegam a proliferar.
Os autores concluiram, chamando a aencéo para o fato de que este processo resulta néo
0 em perdas de componentes nutritivos da slagem, mas pode também comprometer sua
qudidade higiénica, devido a0 desenvolvi mento de microrganisSmaos patogénicos.

Ranjit & Kung, J (2000) estudaram a deterioracéo aerébica em sllagem de milho
e observaram, até o terceiro dia de exposicéo ao ar, perdas de 5,3% da MS e 60% dos
carboidratos sollvels (34 vs 1,4% da MS) exigentes no dia da abertura do silo. No
mesmo periodo, o pH aumentou de 39 para 5,0 e os teores de &cido lético e acético
foram reduzidos de 7,52 para 1,35% e de 1,88 para 0,08% da MS, respectivamente.
Eges pexquisadores notaram anda que, 0 nimeo de leveduras aumentou de
goroximadamente 10° para mais de 10° ufc/g de slagem dentro de um dia e meio de
exposicio ao ar.

A edabilidade das dlagens varia em fungdo de diversos fatores, tendo sdo
rlatado efeito significativo dos teores de MS, dos &cido acético e butirico e da contagem
de leveduras, que gpresentaram coeficientes de corrdlacéo de - 047 044 0,36 e -
0,58, respectivamente (McDondd et d., 1991).

2.5 Microflora epifita e qualidade de silagens

Os microrganiamos naurdmente presentes nas plantas forrageiras, chamados de
microflora epifita, sBo responsaveis pda fermentacéo das Slagens, afetando também a
Ua edabilidede aerdbica e a eficéncia dos inoculantes microbianos . O nimero de
microrganismos epifitas € variavel, sendo afetado pEo tipo de forragem, peo estadio de



meaturidede das plantas, peo cima, pdo corte e condicionamento as forrageras (Lin et
d., 1992). Gedmete, 0s microrganiamos exidentes em maor nimero nas plantas
forrageras S0 as enterobactérias, as leveduras e os fungos, que competem com 0s
lactobacilos pelos aclcares durante a endlagem, sendo condderados indesgévels
(Bolsen et d., 1992). Além disso, a presenca de leveduras é condderada prgudicid ao
processo de endlagem, porque eses microrganismos néo  contribuem paa a
acidificacén, e estd0 associados com a deterioracdo aerdbica das slagens (Driehuis e d.,
1999).

Na endlagem da cana-de-aclicar ocorre extensa atividade de leveduras, podendo
estar presentes na ordem de 10° ufclg de forragem, que convertem os carboidraios
sollvels da forragem a etanol, CO, e agua, levando a perdas excessivas de MS, a baixos
teores de &cidos l&ico e acético e aumento no teor de FDA das slagens (Alli et 4.,
1983). Apesar de potencidmente aproveitivel como subdrato energético para 0s
bovinos, aravés da conversio a aceteto no rimen (Chdupa e a., 1964), grande parte do
etanol produzido nas silagens € perdido durante a estocagem nos slos (Alli e d., 1982).
A producdo deste dcool acarreta ainda, perda de gproximadamente 49% de MS dos
subgtratos, sendo que a reecdo bioquimica da sua Sintese, cadisada peda via
fermentativa de leveduras, pode ser descrita da seguinte forma (McDondd et d., 1991):

Glicoxe+ 2 ADP+2P O 2Etanol + 2CO, + 2ATP+ 2 H,0

A producéo de etanol resulta portanto em grande perda de MS da slagem, antes
gue edta sga fornecida aos animais e, embora tenham Sdo rdatadas mudancas benéficas
no padréo de fermentacdo rumind, o vaor nutritivo do etanol para ruminantes ndo eta
bem estabelecido. Chdupa e d. (1964), tetando a dose de 9,7 mL de etanol/kg MS,
consguiram devacéo de 6,6% na digedtibilidede da cdulose em estudos in vitro, tendo
sdo consdderado que igto foi devido ap aumento da energia prontamente disponivel aos
microrganismos, e aumento na concentragdo de &cido acético no rimen de vacas
fiduladas. Pradhan & Hemken (1970) verificaram aumento na concentracdo dos &cidos

graxos Rvaérico e cgproico, e reducéo do acido propidnico, no liquido rumind de vacas
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fidulades suplementadas com 1300 a 1500 mL de etandl/dia via infusfo continua no
rimen (gproximadamente 120 mL/kg de MS da digta), juntamente com aumento no teor
de gordura do leite, mas ndo detectaram efeito sobre 0 consumo de MS, a producéo e o
teor de sdlidos ndo gordurosos do leite. Gould et d., (2001), embora tenham detectado
amento na DVIVMS em edudos in vitro, rdaaam que ndo houve efeto da
suplementacdo com etanol, na dose de 6% da MS da dieta ingerida, sobre 0 consumo de
MS e o0 ganho de peso de ovinos jovens. Nos trés trabahos dos pesquisadores
mencionados neste paragrafo, foram citadas pesquises anteriores onde a suplementacéo
com etanol levou a resultados postivos sobre 0 ganho de peso de bovinos, mas as fontes
N&o puderam ser acessadas.

O desenvolvimeto das leveduras pode ser prolongado, e seu controle é
dificultado, por néo serem inibidas peo pH normamente encontrado nas Slagens. Para a
maioria das epécies 0 pH 6timo encontra-se entre 3,5 e 6,5, sendo que agumeas epécies
S80 cgpazes de sobreviver em pH igud ou inferior a2 (McDondd et d., 1991).

Deve-se findmente consderar que, sempre que houver pendracdo de a nas
slagens, as leveduras e os mofos, dém de causarem a deterioracéo aerdbica e perdas no
vador nutritivo da forragem, promovem a eevacdo do pH, aumentando o0 risco de
desenvolvimento de microrganismos patogénicos, como a Listeria monocytogenes (Rotz
& Muck, 1994).

Poucos trabdhos determinram o efeito de aditivos sobre a contagem de
leveduras em slagens de cana-de-agUcar, podendo ser citados os de Gonzdez e MclLeod
(1976) e Alli et d. (1983) e raros SB0 0s que procuraram caracterizar a populacéo epifita
da cana, como o de LOpez et d. (1988). Estudos neste sentido S80 necessarios para que
hga maor entendimento do modo de acdo dos aditivos, que por sua vez, devem ser
fundamentais para a obtencdo de dlagens de cana-de-aglicar de mehor qudidade.



3. DINAMICA DA FERMENTAGCAO, DASPERDASDE MATERIA SECA E
DESENVOLVIMENTO DA MICROFLORA EPIFITA EM
SILAGEM DE CANA-DE-ACUCAR

Resumo

O objetivo degte trabdho foi estudar a dindmica da fermentac@o, das perdas de
matéria seca (MS) e de vdor nutritivo e do desenvolvimento da microflora epifita, na
enslagem da canade-aglcar. A cana-de-aglicar (RB83-5486) foi colhida manudmente
aos 12 meses de crescimento (23° brix), picada sem a retirada da paha em uma picadora
de forragens modelo estacion&io, e ensilada em bades de plégtico de 20 litros adgptados
com vdvulas paa diminacdo de gases e subdrato para colheita de efluentes Os
minislos foram mantidos sob temperatura ambiente e amodrados apos 1/2, 1, 2, 3, 7,
15, 45, 90, 120 e 180 dias de fermentacéo. As perdas de MS tota, de efluentes e gases,
foram avdiadas por gravimetria O teor de eandl aingiu nived maximo (64% da MS)
aos 15 dias apds a endlagem, correspondendo ao consumo de 68% dos carboidratos
livels (CHOs) da forragem, e foi acompanhado pelo intenso desenvolvimento de
leveduras (5,05 log ufc/g). Aos 45 dias de endlagem dingiu-se a maior perda tota de
MS (29,2% da MS) e de perdas gasosas (15,8% da MS). Houve pequena producéo de
efluentes durante todo o periodo, totdizando 20,1 kg/t MV. O pH da slagem gpresentou
queda congtante atingindo 3,47 aos 180 dias. O teor de MS da forragem foi reduzido de
aproximadamente 35%, na endlagem, para 26% na amostragem do 45° dia. A expressva
producdo de etanol, caracterizada por perda elevada de CHOs e aumento no teor de
fibra, levou a reducéo de 25% da DVIVMS da forragem endlada (63 para 47%).
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FERMENTATION AND EPIPHYTIC M ICROFLORA DYNAMICS
IN SUGAR CANE SLAGE

ummary

The man objective of this trid was to dudy the fermentation pettern with focus
on dry mater (DM) and nutritiond losses and epiphytic microflora dynamics during
endlage of sugar cane. Mature sugar cane variety RB83-5486 (12 months of vegetative
growths) was hand harvested, processed in a Sationary chopper and ensled in 20 L
plagic buckets provided with vaves for geses rdease and a device for effluent
collection. Laboratory dlos were kept under anbient temperature and sampled  a 14,
2, 3,7, 15, 45, 90, 120 and 180 days after seding. Totd DM, gases and effluent losses
were evduaed through gravimelry. Ethanol yidd was maximum after 15 days from
seding (6.4% in DM), followed by 68% soluble carbohydrates (CHOSs) disappearance
and intengve growth of yeasts. Gases (16% of DM) and totd DM (29%) losses reached
a plateau 45 days after endlage. Effluent yiedd was negligible (20 kght). Slage pH was
lowest on day 180 (3,47). Slage DM content decreased (35 to 26%) from day O to day
45 from s=ing. The increase in the ethanol yidd showed na opposte trend to the
lowering on the CHOs pool and decreased IVDDM due to the increase in the fiber
fraction content in the slage.

3.1 Introducéo

A cana-de-aclcar é espécie forrageira de maior potencia de producéo de MS e
energia por unidade de area, produzindo em um Unico corte de 15 a 20t de NDT, sendo
tradicionalmente fornecida fresca aos rebanhos bovinos, pois tem a cgpacidade de manter
su vdor nutritivo durante os v&ios meses do periodo da seca, época quando €
normamente utilizada. Atudmente no entanto, tem-se redizado a enslagem dedta planta
forragera, na tentativa de mdhorar a diciéncia da colheita, de fadlitar 0 mango dos
canaviais e como forma de vidbilizar 0 uso da cana-de-acUcar fora do periodo da safra,

ou ainda na ocorréncia de fogo e geadas, para evitar a perda daforragem.
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Entretanto, a endlagem da cana-de-aglcar sem aditivos, leva a fermentacéo
acodlica, com perdas acentuadas no vaor nutritivo e de maéia seca das slagens. Em
trabahos pioneiros na década de 1970 j& se congtatou perda de vaor nutritivo da cana
enslada, com grande reducéo no contetido total dos aglicares e teor acodlico de 5,5% da
MS (Preston et d., 1976). Eudos da dinamica da fermentaco em slagens de cana-de-
aclcar indicaram que, durante os 10 primeros dias gp0s o fechamento dos slos, a
dlagem pode perder aé 90% dos carboidratos solUveis origindmente presentes na cana
fresca, gpresentar elevacdo de 44% no teor de fibra em detergente &cido e dingir teor de
etanol de 8,9% na MS (Alli et d., 1982). O efeito benéfico do amadurecimento, sobre o
vaor nutritivo da cana-de-aglicar (Boin & Tedeschi, 1993), pode ser neutralizado com a
endlagem. Kung, . & Stanley (1982) condtataram producéo crescente de dcool em
slagens de cana-de-aglicar endladas com sais, nove e 12 meses de crescimento (7,5 9,5
e 155% de etanol na MS, respectivamente), com conseqliente diminuicdo da energia
bruta da forragem.

S80 poucos os trabahos de pesquisa redizados no Brasil que forneceram dados
paa a caracterizacdo do processo fermentativo e de perdas em dlagens de cana-de-
acUcar. Andrade et d. (2001) rdaaram 7,8% de etanol e coeficiente de digedtibilidade
gparente de 54% da MS, para slagens produzidas com cana-de-aglicar colhida aos sete
meses de crescimento. Coan et d. (2002) avdiando a composicéo quimica de cana-de-
aclcar madura (12 meses de rebrota) enslada em microsilos de PVC, durante 55 dias,
rdlataram diminuicdo no teor de MS, aumento nos condituintes da parede celular, com
maiores concentraces de FDN, FDA e lignina, e aumento no teor de PB da slagem em
relacdo a cana fresca O padréo de fermentacdo de sSlagens de cana-de-aglicar, enslada
apbs 12 meses de crescimento (primeiro corte) em microsilos de PVC, foi esudado por
Molina et d. (2002), através da amostragem das silagenscom 1, 3, 5, 7, 14, 28 e 56 dias
de consarvagéon. Detectou-se reducéo no teor de MS da slagem entre o primeiro e o
dltimo dia condderados, porém néo houve diferenca para os vadores de pH e PB.
Bernardes et d. (2002) condataram teor de 6,9% de etanol na MS da slagem, para cana-

de-aglicar endllada aos 12 meses de crescimento.
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O obetivo dete edudo foi fornecer um conjunto mas dorangete de
informagbes sobre as mudangas que ocorrem com a forragem durante a endlagem da
cana-de-aglicar, estudando a dindmica da fermentacéo e das perdas na enslagem de uma
vaiedade de cana de uso agricola e indudrid, estabdecendo a variacédo temporad da
concentracdo dos componentes quimicos, da digedtibilidede verdadeira “in vitro®, das
perdas de M S e de desenvolvimento da microflora epifita

3.2Material e Méodos

O corte e a enslagem da cana-de-acUcar foram redizados no dia 20 de agosto de
2000, apds gproximadamente 12 meses de crescimento (1° corte). O vaor do grau brix
da forragdira foi determinado através de um refratdmetro de campo (marca TOKYO?,
moddo 032) indicando vaor médio de 231°. A cana foi colhida manudmente e picada,
sem a reirada da paha, aravés de uma picadora de forragens moddo estaciondio,
regulada para corte com tamanho de particula médio de 20mm.

A vaiedade indudrid de cana-de-aclUcar (RB83-5486), foi fornecida pda
Faculdade de Agronomia da Universdade Federd de S0 Carlos (UFSCAR), Campus
de Araras, SP, onde foi processada e enslada em slos laboratoriais. ApGs a ensilagem,
0s microglos foram trangportados paa 0 Setor de Ruminantes do Depatamento de
Zootecnia da ESALQ, em Piracicaba, SP, onde permaneceram em local coberto, sob
temperatura ambiente, aé 0 momento da abertura.

3.2.1 Silosexperimentais e producdo das slagens

Como dlos experimentais (unidades experimentas) foram utilizados bddes de
pléagico de 20 litros (minislos), com tampas proprias a vedacdo e adaptadas com
vavulas do tipo Bunsen, para que fose possive 0 escgpe de gases e a avdiacéo das
perdas gasosas durante a endlagem. No fundo de cada bdde foram colocados dois
quilos de ardla seca, separados da slagem por tela fina de plagtico e duas camadas de
tecido fino de dgodéo, com vida aavadiacZo quantitativa de efluentes.
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A endlagem foi redizada, compactando-se com os pés camadas de 5 a 10 cm de
egpesaura da cana-de-aglcar picada, buscando atingir a maior quantidade possivel de
forragem em cada bade, para uniformizacdo da densdade das sSlagens entre os slos.
Aproximadamente 9 kg de forragem foram enslados em cada bdde, resultando em
densidade aproximada de 500 kg/nT na silagem, levando-se em conta o volume do bade
quefoi preenchido com area

Apbs 0 enchimento, os minislos foram fechados com as tampas goropriades e
pesados. ApGs a pesagem as tampas foram vedadas com fita plagtica auto-adesiva, para
impedimento daentradade ar.

3.2.2 Avaliacao das perdas e amostragem das silagens

Os bades foram pesados antes da endlagem, com a tampa e contendo o0 aparato
para colhata de efluentes, para que fosse possivel o cdculo do peso liquido da forragem
contidaem cada slo experimentd e, posteriormente, dos efluentes.

As dlagens foram amodradas, e os minislos foram novamente pesados, aos 1/2,
1,2, 3,7, 15, 45, 90, 120 e 180 dias apo6s 0 enchimento dos silos, sendo que, as datas de
abertura foram estabelecidas de forma que fosse possivel determinar a variacdo tempord
dos parametros avaiados nas slagens.

Em cada dia de amogragem procedeu-se aretirada das fitas adesivas e pesagem
dos minisilos antes da abertura, ap0s 0 que redizava-se a tomada de amostras de
dlagem, retirada da forragem dos bades e pesagem dos mesmos contendo apenas o
gparato de recepcao de efluentes.

Cada amodira de slagem foi compogta por duas a trés porgdes retiradas da parte
centrd da messa de forragem contida em cada dlo. As amodras dedtinades a
determinagd0 do pH, dos teores de etanol e carboidratos solivels em &gua, foram
colocadas em sacos de plégtico e edocadas em congdador (-5°C) e as amodtras
utilizadas para as demais andises bromatoldgicas foram colocadas em sacos de papd e
secas em estufa com ventilagdo forgada a 60°C por 48 h.
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A perda de matéria seca na forma de gases foi cdculada pela diferenca entre o
peso bruto inicid e find dos minislos e a quantidade de efluentes pea diferenca entre o
peso inicid e find dos bades contendo apenas a areig, a tda plédtica e o tecido de
dgodéon. A perda totd de matéria seca das dlagens, foi caculada pela diferenca entre o
peso da maéria seca da forragem iniciamente colocada em cada minislo e o peso da
meatéria seca da slagem no diada abertura

3.2.3 Analises quimico-bromatoldgicas

As amodras secas de dlagem foram moidas contra peneira de maha de 1 mm e
podeiormente andisadas pdo mélodo da espectroscopia  de  reflectancia de
infraveemeho  proxima (NIRS) (Berzaghi & d., 1997; Cozzolino & d., 2001)
utilizando-se um  espectrofotdmetro modelo NIRS 5000° (NIRSystems, Silver Spring,
MD, USA). A andise utilizou comprimentos de onda entre 700 e 2100 nm e 0S epectros
das amodras “escaneadas’ foram amazenados em curvas log (U/R) em intervaos de
2nm. O méodo de sdecdo exigente no “software’ do equipamento identificou as
amodras digantes mas de 3 H (digéncia padronizada de Mahdanobis) da média,
“outliers’, que foram exduides. Adotando-se uma digéncia minima de 06 H entre
amodras (Shenk & Wedterhaus, 1991), foram sdecionadas as que deverian ser
andisadas pelos méodos da bromatologia convenciond. De posse dos resultados destas
andises, 0 programa do equipamento NIRS foi capaz de inferir a composicdo quimica e
bromatol dgica das demais amostras.
As andises das amodras sdecionadas pelo méodo NIRS foram redizadas como
s|gue
- matériasecaem estufaa 105 °C por 8 horas.
- a matéria minerd (cinzas) foi obtida pela incineracdo das amodras em mufla a
600 °C por 3 horas.

- 0s teores de fibra em detergente neutro (FDN) e a digedtibilidade verdedeira “in
vitro’ matéria seca (DVIVMS) foram determinados aravés do método ANKON©
Fiber Andyser (ANKON Technology Corporation, Fairport, NY).
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- 0s teores de fibra em detergente &cido (FDA) e de lignina (LIG) foram
avaliados ®gundo os méodos propostos por Van Soest e d. (1985) e a proteina bruta
(PB) segundo AOAC (1990).

- 0 teor de PB para o tratamento com uréa foi determinado pelo méodo macro
Kjddahl (AOAC, 1990), em amodras Umidas de slagem que haviam sdo mantidas
congdadas (- 5°C).

Os teores de etanol e de CHOs foram determinados em extratos aquosos das
amodiras de slagem, obtidos segundo méodo descrito por Kung, J. (1996). Para isto,
25 g de amodra Umida foram processados com 225 mL de &gua dedilada, em
liquidificador, durante um minuto. Em seguida, o materid foi filtrado em papd de filtro
Whaman® 54, adidificado com H,SO,; a 50% e centrifugado, sendo o extrato liquido
armazenado em congelador € 5°C) aé o momento das andises. O pH foi determinado
nos extraios, antes da filtragem, dravés de um potenciometro digitd da marca
Digmed®, moddo DM 20. As andises do teor de etanol foram redizadas nos
laboratdrios do Setor de Aclicar e Alcool do Departamento de Agroindistria Alimentos
e Nutricdo da ESALQ/USP de Piracicaba, por meio de cromatografo a gases com
detector de ionizacdo de chama, marca Gregdrio e Cioli®, moddo CG-37D. As
determinagfes dos teores de CHOs foram redizadas peo méodo colorimérico de
Dubois et d. (1956), diluindo-se 0s extratos aguosos das amodtras de slagens, na
proporcdo de 1ImL de extrato para 20 mL de gua destilada.

3.24 Caracterizacdo da microflora epifita

Amodras da cana-de-aglicar foram tomadas antes da enslagem, e das Slagens
nos dias de abertura dos slos experimentais, para contagem de bactérias produtoras de
&cido laico e leveduras presentes na forragem. As amodras (goroximadamente 25 Q)
foram colocadas em sacos de plégtico e mantidas refriadas em caixas de poliegtireno
(“isopor”) contendo bolsas de gelo, sendo em seguida encaminhades para andlise, no
Laboratorio de Genética de Leveduras do Departamento de Genética da ESALQ/USP de

Piracicaba, onde foram processadas no mesmo dia
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O isdlaneto e a contagem dos microrganigmos foi redizada utilizando-se
"plagueamento” em meio sdetivo, segundo méodo descrito por Lin e d. (1992).
Amodras das forragens (50 g) foram pesadas em recipientes edterilizados contendo 450
mL de fodfao de potésso dibasco 0,7 mM (tampdo, pH 7,0) e homogeneizadas por 40
S. Diluigdes em <&ie (x 10) foram redizades com a s0lucdo tamponada e os
microrganismos foram isolados poderiormente com 0 uso dos respectivos meios de
cultura seletivos (Sede et d., 1986), como segue:

- Bactérias produtoras de &cido lactico. Rogosa SL agar (Difco Laboratories,
Detroit, MI) foi utilizado para contagem do grupo contendo Lactobacilos, Pediococos e
Leuconostocs. Streptococos foram contados em meo Sanetz and Bartley (Oxoid Ltd.,
Hampshire, England). As contagens foram redizadas gpds incubacdo das placas por dois
diasa35°C.

- Leveduras Mdt agar (Difco) com adicio de ampicdlina (200 ngmL) e
tetraciclina (200 ng/mL) paa inibicdo do creximento de bactérias. A contegem foi
redlizada gpds dois dias de incubacéo a 25°C.

3.25 Andlise estatistica

O ddineamento expeimenta utilizado foi o interamente casudizado, com
quatro repeticdes e as seguintes datas de abertura: 1/2, 1, 2, 3, 7, 15, 45, 90, 120 e 180
dias.

O moddo propogto foi andisado pdo PROC GLM do programa SAS (SAS,
1988) e as comparagbes das médias obtidas nas datas de abertura foram redizadas
utilizandose 0 méodo dos quadrados minimos (LSMEANS). Foram declaradas
sgnificativas as diferencas entre médias a partir de P<0,05.

Com o objetivo de identificar as relagbes funcionas entre as variaves, recorreu
s a0 PROC CORR do programa SAS (SAS, 1998), com vidas aandise de correacdo
amples.



3.3 Resultados e Discussao

A cana-de-aglcar utilizada para a endlagem gpresentou teores devados de MS e
de carboidratos sollvels (Tabdla 1) em rdacdo a média dos vaores rdaados em
trabahos de pesquisa sobre enslagem no Bradsil, onde foram encontrados vadores ao
redor de 27% de MS e 17,8% de CHOs (Coan et a., 2002; Bernardes et d., 2002).
Alguns trabahos redizados no exterior indicam vaores mas atos, como 52% de CHOs
na MS para cana-de-aglicar colhida aos 7,5 meses de crescimento (Alli & Baker, 1982)
ou 34% de CHOs para cana colhida aos 16,5 meses, contendo 37% de MS (Alli et d.,
1983). Os teores medios de FDN, FDA, lignina e PB obtidos no presente experimento,
est80 dentro da amplitude apresentada pel os dados da literatura na &rea de interesse.

A slagem goresentou tendéncia de aumento numérico, porém ndo dgnificativo
(P>0,05), na concentracdo de etanol, até o 3 dia de endlagem (Tabela 1). A partir desse
ponto a concentracdo do dcool aumentou de forma condante aé o 15° dia, quando
aingiu o nivd de mas dto (P<005). A concentracédo do acool manteve-se entdo
congtante do 15° ao 120° dia, mas sofreu redugdo de 50% (P< 0,05) entre este ponto e o
180° dia de estocagem, o que deve ter ocorrido devido a perda por volatilizacéo, ja que
os minisilos foram equipados com vévulas para escape de gases.

A tendéncia de variacdo da concentracdo de carboidratos soliveis (CHOs) na
slagem, evidencia o comportamento oposto da concentragdo dos aglicares em reacéo a
do etanol (Figura 1). Houve o consumo intenso dos aglicares até o 15° dia de enslagem,
totaizando 0 desgparecimento de agproximadamente 68% dos carboidratos presentes no
inicio da ensilagem, sendo que a partir desse ponto a concentracdo de CHOs manteve-se
congtante até os 180 dias de estocagem (P<0,05) (Tabela l).

Com base na concentracdo de nutrientes contidos na slagem (Tabda 1) pode-se
inferir que, para cada 100 g de forragem enslada exidiam goroximadamente 24g de
CHOs (24% - média dos dois primeiros dias) e que, aos 15 dias de estocagem foram
recuperados 9,0g desses nutrientes (9,02% da MS) e 6,4g de etanol (6,39% da MS).
Congderando-se que para cada mol de hexose fermentada (180 g/mol) sfo produzidos 2
moles de etanol (46 g/mol), ou sga a messa de eanol produzida durante a
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fermentacdo acodlica pelas leveduras corresponde a 50% da massa dos aglicares
consumidos no processo, sendo o restante transformado en CO, e &gua (McDondd et
d., 1991), condui-= que, a quantidade de etanol exisente aos 15 dias de endlagem
corepondeu a0 consumo  de  goroximadamente 85% da quantidade de CHOs
desaparecidos durante o periodo de conservacéo (15g). Devendo-se ressdtar que fol
condderada nos clculos, gpenas a via de producdo de etanol na fermentacdo por
leveduras, sem levar em contaa possivel producéo de dcool por bactérias heterol ticas.

A dlagem nesde experimento gpresentou fermentacdo acodlica menes intensa do
que a reportada por Alli & Baker (1982). Esses autores, a0 edtudar a dindmica da
fermentacdo, em slagem de cana contendo inicidmente 28% de MS com 52% de CHOs,
verificaran edabilizacdo no teor de eanol em 9% da MS no sexto dia de endlagem,
quando a slagem apresentou 23% de MS com 5% de CHOs, aproximadamente. A
concentracéo de etanol (Tabela 1), no entanto, aingiu vaor proximo ao relatado por
Bernardes et d. (2002) que detectaram concentracdo gproximada de etanol de 7% na
MS, gpbs 55 dias de ensilagem de cana-de-aclicar, colhida aos 12 meses de crescimento
e contendo 20% MS.

Resultados semdhantes aos deste trabaho foram relatados Alli et d. (1983) que,
utilizando cana-de-aglcar com caracterigticas mas proximas & da cana utilizada neste
expeaimento (37% de MS e 34% de CHOs), endlada em tambores de 205 litros,
obtiveram aumento na concentragco de etanol e desgparecimento de CHOs até o 21° dia
de enslagem, quando a concentrag@o de etanol se estabilizou em vaores proximos a 9%
eade CHOs em 1,3% daMS, parasilagem com 33% de MS.

A perda de MS na forma de gases ocorreu até os 45 dias de estocagem da
slagem, sendo que entre 0 45° e 0 180° dia ndo houve acréscimo (P<0,05), com 0s
vaores maximos indicando perdas gasosas correspondentes a 15% da MS. A perda tota
de MS também edtahilizourse a partir dos 45 dias, aingindo em média 30% da MS



Tabela 1. Composic¢do bromatol 6gica e perdas de M S da silagem de cana- de- agUcar, nos diversos periodos apds aensilagem.

Variavel Dias apds ensilagem Média EPM Efeito
0 1/2 1 2 3 7 15 45 90 120 180

Etanol (% ms) nd 1,18° 068° 0,77°¢ 1,33° 313" 639° 792° 681° 612° 352° 360 048 **

CHOs (% MS) nd 230%* 2612 238% 226° 167°¢ 9,02¢ 683° 625 598¢ 6417 150 119 **

Perdagasesms 000" 053¢ 064° 125° 237¢ 806° 135" 1582 150% 1522 1502 815 033 **
Efluente kgitmv) 0,00° 1,409 1269% 1409 1559 2,099 362¢ 741° 133° 157° 20,12 6,13 084 **
Perdatotal wms 0,007 1,76" 2507 442° 517° 146° 252° 292%* 3122 281" 31,4° 16,18 09 **
DVIVMS (%Ms) 62,92 61,22 60,9° 604° 599 550°¢ 495¢ 47,1° 472° 470 454 540 054 **
MS (%) 3452 340?% 3382 332" 330" 304° 2729 26,1° 254° 2669 255° 29,8 031 **
FDN (% Ms) 496°¢ 523°% 5319 5439 546° 60,6° 589" 70,72*70,3% 70,6 72,92 619 084 **
FDA (% MS) 325° 338° 343°% 353% 356¢ 39,0° 434° 4502 446 44,7 4582 396 046 **
Lignina (sms) 457 459¢ 468° 477°¢ 477¢ 538° 603" 6622 663% 663% 675 560 008 **

PB (% MS) 204° 180° 1629 1559 168¢ 213° 252° 282° 289" 307 3367 230 013 **
Cinzas (% Ms) 244° 304° 283" 250° 278" 305" 4,012 4152 4192 4232 4242 343 013 **
pH nd 528% 457° 408°¢ 390° 3,78° 3,73° 360" 353" 350 3479 396 004 **

** (P<0,01); Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05).
nd = ndo determinado;PB = proteinabruta; FDN = fibraem detergente neutro; FDA =fibraem detergente &cido; CHOs = carboidratos sol iveisem agua; DVIVMS=
digestibilidade verdadeirain vitroda MS; MS = matéria seca; MV = massa verde

LC
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totd da slagem, e mantendo-se congtante aé os 180 dias gpds aenslagem (Tabela 1).

A quantidede de efluente produzida foi pequena (Tabela 1) e compativd com o
teor médio de matéria seca da silagem durante todo o periodo, que foi de 26% (média
ponderada), de acordo com dados de McDonad et d. (1991). A quantidede de efluente
foi crescente até os 180 dias de conservacéo (P<0,05), no entanto, a taxa de acimulo do
efluente, que s manteve praticamente congtante nos primeiros 90 dias da endlagem em
vaores médios de 0,14 kg/t/dia, reduziu-se para 0,07 kg/t/dia, entre 90 e 180 dias de
consvacéo daSlagem.

Ao condderar que a perda total de MS e a perda por gases néo sofreram mudanca
entre 0 45° e 0 180° dia, conclukse que, gpesar da perda continua de &gua pelo efluente,
a perda de MS nesta forma foi inggnificante gods os 45 dias de conservacéo da slagem
(Figura 2). Ao adotar-se o teor médio de MS no efluente como 5% (McDondd et d.,
1991) pode-se inferir que, os 7,41 kg de efluentes produzidos para cada tondada de
forragem endlada, aé o 45° dia carearam 0,37 kg de MS por tondlada de forragem,
correspondendo a 0,12% da MS origindmente presente na forragem (345kg/t), o que
caracterizaa reduzida importancia dessa fonte de perda, neste caso.

Levando-se em conta a perda totd de MS e a producéo de efluentes descritas na
Tabela 1 pode-se cdcular que, para cada quilograma de forragem fresca endlada, seriam
encontrados aos 45 dias gpo0s a endlagem 2443 g de MS e 6480 g de &ua,
condderando-se 5% de MS no efluente (vaor hipotético), o que resultaia em uma
dlagem com 27,4% de MS. Levando-se em conta que o teor de MS red da slagem foi
de 26,1%, deduz-se que houve a geracéo de 43,7 g de &ua para cada kg de forragem
endlada, advinda do metabolismo de compostos nutritivos pdos  microrganismos,
correspondendo a0 consumo de 12,7% da MS origind da forragem. Pode-se assm
concluir que, do totd da perda de MS no periodo de 45 dias (29,2%), 15,8 unidades
percentuais foram devido a perda por gases, 12,7 unidades devido a geracdo de &ua
durante a fermentac@o e 0,1 unidades devido a lixiviacdo via efluente. A diferenca de
0,6%, necessiria para totalizar o vaor de 29,2% de perdas de MS encontrado, podendo
Ser aribuida aos peguenos eros inerentes & avdiagbes das amodras e aos desvios
causados pel os va ores hipotéticos assumidos.
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31

Na Tabda 1 obsarva-se que no s&imo dia apds o fechamento dos slos o pH
aingiu nivd auficientemente baxo para inibir o desnvolvimento becteriano (Rotz &
Muck, 1994), sendo possivdl assumir que a perda de MS aé o 45° dia ocorreu
principdmente devido a acdo das leveduras que, N0 casn das espécies mas comuns em
slagens, tém pH dGtimo para desenvolvimento entre 35 e 65 (McDondd et d., 1991). A
partir de 45 dias de estocagem, a auséncia de perdas por gases indica que, a populacéo
de microrganiamos presentes na Slagem deve ta aingido taxas minimas de
crescimento, OU MesMO gue O Crestimento Ccessou.

Consderase como um dos principios basicos da endlagem, que a inibicdo do
desenvolvimento dos microrganismos da dSlagem ocorre pdo daixamento do pH ou
exaustdo dos subdratos (Rotz & Muck, 1994). Levando-se em conta que o pH da
dlagem neste experimento ndo foi baxo o suficiente para inibicgo de leveduras, e que
ndo houve exaustéo dos CHOs (subdtrato), pode-se levantar a hipdtese de que o etanol
tenha sdo o responsvel pea “edtabilizacdo” da dlagem, levando-se em conta que as
leveduras podem ser inibidas pedo aumento da concentracdo de eanol, que aea a
aividade de enzimas glicoliticas, como a descarboxilase pirlvica (Guierrez et d, 1991).
Exisem evidéncias de que a concentragdo de etanol neste caso, que aingiu 2,3% na fase
liquida da dlagem aos 45 dias de estocagem, pode s suficiente para a inibicdo do
desenvolvimento das leveduras. Driehuis & Wiksdaar (2000) avaliaram a concentrag@o
de etanol em um grande nimeo de slagens de cgoim emurchecido, totdizando 21
dlagens produzides em laboratério e 36 dlagens produzides em fazendas, tendo
condatado que 19% das dlagens de laboradrio e 29% das Slagens das fazendas
goresentaram predominio da producdo de eanol  (média de 6,0% da MS) sobre a
producéo de &cido léctico (média de 0,6%). Esses pesquisadores concluiram, com base
em informagbes da literatura, que a concentracdo de etanol na fase liquida da slagem
(entre 14 e 52%) foi dta o suficente para afetar 0 desenvolvimento microbiano e
contribuir para a preservacdo das slagens. Hipdtese que dtera 0 conceito exidente, de
que o eandl tem pouca influéncia no processo fermentativo, advindo do fato de que as
slagens normamente gpresentam baixos teores deste dcoal.



32

As leveduras dingiram sua maior populacéo no 2° dia gpds a endlagem (5,05 log
ufc/g MV) a partir de quando seu nimero comecgou a declinar, sendo que aos 15 dias de
endlagem a populagdo chegou a 4,50 log ufc/g de MV, coincidindo com o ponto onde
néo fol mas observado acréscimo na concentragdo de etanol na dlagem (Figura 3),
indicando que, gpesar de estarem presentes, a partir deste ponto as leveduras tiveram seu
metabolismo inibido. Dos 45 aos 120 dias gods a enslagem a populacéo de leveduras
permaneceu edtave em goroximadamente 2 log ufc/g MV. O nimero de leveduras das
amodras de dlagem retiradas aos 180 dias de estocagem e da cana-de-aglcar fresca,
edtiveram abaixo do nivel de deteccéo.

Al & Baker (1983) avdiaram o desewvolvimento microbiano em dlagem de
cana-de-aclicar, rdaando que a populacéo inicid de 6,15 log ufc/g MV de leveduras e
fungos aumentou no primeiro dia da enslagem, aé goroximadamente 7 log ufcdlg, e a
partir deste ponto  decresceu de forma constante durante todo o periodo de conservacéo,
aingindo 3,3 log ufc/g aos 21 dias. Ndo houve producdo sgnificativa de etanol gpds o
simo dia de enslagem, quando a populacdo de leveduras e mofos Stuouse em
goroximadamente 51 log ufdlg. Levandose em conta que a contagem dos
microrganismos no trabaho desses pesquisadores dorangeu leveduras e mofos, pode-se
condderar que a populacéo de leveduras e a dindmica de seu desenvolvimento durante a
endlagem, foram seme hantes a0 obtido neste experimento.

Ashbdl e d. (1987) redizaan um edudo da dindmica da fermentacdo de
slagem de bagaco de laranja, que se caracteriza por apresentar dto teor de aglcares e
intensa fermentacéo acodlica, condatando que o nimero de leveduras atingiu seu pico
no segundo dia da ensilagem, quando passou a decrescer a@é goroximadamente 30 dias,
permanecendo entdo condante, em agproximadamente 1,2 ufc/g MV, aé os 60 dias de
estocagem. A producdo de etanol atingiu concentracéo estével de 16% na MS no 5° da
deenslagem.

Em ambos experimentos citados (Alli & Baker, 1983; Ashbdl & d. (1987), o
periodo de avdiacdo ndo foi suficientemente para detectar 0 comportamento a longo
prazo da populacio de leveduras. Desta forma ndo é possivel estabelecer s 0
desgparecimento das leveduras gpos 120 dias de endlagem, observado no presente
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trabdho, foi um evento casud, devido a problemas de amodragem, ou se pode s
caracterizado como tendéncia normd.

Para slagens de cana-de-aclicar, os dados sd0 escassos. Bernardes et d. (2002)
relataram populacéo de leveduras de 185 ufc/g MS, equivdente a 38,7 ufc/g MV, aos 55
dias de consarvacdo de uma silagem contendo 21% de MS. O vaor esta bem abaixo da
populagéo detectada no presente trabaho, que foi de 159,5 ufc/g MV (1,91 log ufc/g),
no 45° e 90° dia de amostragem.

Pode-se observar que a populacéo de bactérias (Figura 4), apresentou padréo de
desnvolvimento semdhante a0 das leveduras. Patindo de uma populagdo inicid de
458 log ufc/lg MV apresentou rgpido desenvolvimento aé o 3 dia de enslagem, quando
aingiu 7,47 log ufc/g. A patir dese ponto a populacéo bacteriana sofreu reducéo
acentuada e condante aé dingir uma contagem de 3,60 log ufc/g aos 45 dias de
conservacan, quando a populacéo praticamente estabilizou, gpresentando contagem de
347 log ufc/lg na amogragem referente a 180 dias de endlagem. Uma curva semehante
de desenvolvimento de lactobacilos foi obtida no trabaho, anteriormente mencionado,
de Alli & d. (1983) onde a populacéo inicid de lactobecilos, de 6,2 log ufc/g, dingiu
goroximadamente 83 log ufcd/g no primero dia da endlagem, a patir de quando
gpresentou reducdo congtante até a Ultima observaco aos 21 dias.

A vaiacédo do pH evidencia que, o periodo de acidificacdo mais acentuada da
slagem correspondeu a0 periodo de maior desenvolvimento das bactérias laticas, ou
sga, 0s 3 primeros dias gpds a endlagem (Figura 4). No 3 dia foi atingido pH
auficientemente baixo (3,9) para inibir o desenvolvimento da maioria das egpécies de
bectérias normamente presentes nas dlagens, e portanto a populagdo comegou a
diminuir. Desta forma, a patir do 3 dia, 0 pH sofreu redugbes peguenas, porém
condderadas sgnificativas (P<0,05), aé o find do periodo de amostragem (Tabda 1).
Em outros trabdhos de pesquisa no entanto, a reducdo do pH tem sdo mais rdpida,
como em Bernardes et d. (2002) onde o pH atingiu 349 aos 55 dias, e seu vdor find
mais baixo, como em Lima & d. (2002) onde o pH foi de 3,39, aos 60 dias gpds a
endlagem da cana-de-aglcar.
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Apesar de sr admitido que as leveduras ndo sfo inibidas pelo pH normamente
encontrado nas slagens (McDondd e d., 1991), a coincidéncia do momento em que o
pH aingiu o vaor de 39 (3° dia com o momento onde a populacdo de leveduras
comegou a declinar (Figura 4), sem que tenha havido esgotamento do subdraio, nem
concentrac2o de etanol suficientemente dta para inibi-las, sugere que esse nivel de pH
fo auficdente paa causxy dgum efdto negdivo sobre a populacio  desses
microrganismos.

A DVIVMS inicd da cana-de-aclcar, que era semehante a de variedades que
tém ddo recomendadas para dimentacdo de bovinos (Rodrigues e d., 2001), sofreu
reducéo de 25% até o0 45° dia de estocagem, sendo que apds esse periodo a slagem
sofreu reducio na usa digestibilidade de apenas 3,6%, aé o 180° dia (Tabda 1). O
padréo de reducéo nos vaores da digedtibilidade refletiu 0 aumento da concentragéo de
FDN e FDA na MS da dlagem, que gpresentaram aumento em Suas concentragdes de
425 e 38,5%, respectivamente, até o 45° dia e tendéncia de estabilidade desse ponto aé
o Ultimo dia de amostragem. Na Fgura 1 pode-se notar que os primeiros 15 dias de
endlagem corresponderam a0 periodo onde a forragem perdeu mas intensamente seu
vaor nutritivo (21,3%), 0 que coincidiu com o periodo de producdo de etanol e de
perdas de CHOs. Nesse periodo, uma reducéo gproximada de 13,9 pontos percentuais na
concentracdo de CHOs resultou na perda de 13,4 pontos percentuais na DVIVMS da MS
daforragem enslada(Tabeal).

Congdera-se que o teor de FDN apresenta estreita rlagdo com 0 consumo das
forragens e consegquentemente com o desempenho dos animais (Van Soest, 1994). O
vaor da rdacéo entre os teores de FDN e de sacarose (FDN/sacarose) tem sdo utilizada
na avdiacdo da qudidade nutritiva da cana-de-aglicar, sendo que Rodrigues et d.
(2001), condderaram o vaor 30 como sendo indicativo de que a FDN nédo seria
limitante a0 consumo de MS, e consequentemente, de aglcares, que fornecem a maior
pate da energia digerivd para 0s animas dimentados com edta forragem. Utilizando-se
os dados da Tabela 1, pode-se cdcular que a rdacdo FDN/CHOs da cana foi aumentada,
de gproximadamente 2,0 para 6,5 apos 15 dias de ensilagem, indicando portanto, perda
acentuada de vaor nutritivo durante 0 processo.



A Tabda 1 mogtra que as fragdes lignina e cinzas da slagem, bem como a FDN e
a FDA, tornaramse mas concentradas na MS da slagem com o passar do tempo. 1s0
fol decorrente da perda de nutrientes na forma de gases e peo efluente, durante a
enslagem. O teor de proteina bruta também gpresentou maior concentragdo na MS a
patir do 15° dia de endlagem (P<0,05), devido ab mesmo motivo, no entanto pode-se
notar que houve diminuicdo na concentracdo deste nutriente aé o terceiro dia gpds o
fechamento do slo. Td fao podendo ser creditado a perda de ambnia produzida pea
acdo proteolitica das enzimas das cdulas da forragem, pelas enterobactérias e clodridia,
gue auam enquanto o pH da slagem ndo é aufidentemente baixo para inibicdo do
processo (McDondd et d., 1991). Quando o pH da slagem apresentouse inferior a 4,0
a protedlise foi interrompida e as proteinas comegcaram a se concentrar na MS, devido
principdmente a perda de CHOs na forma de CO, e &ua, pdo metabolismo das
leveduras.

Tabda 2. Codficientes de corrdacdo (1) entre as varidves quditativas e os parametros
referentes & perdas em slagens de cana- de-acUcar

Etanol CHOs Perdadegases Perdatota MS DVIVMS FDN

Etanal (% MS)

CHOs (%M - 0,863

Perda de gases(% MS) 0903 - 0,962

Perdatotal MS (%) 0833 -0958 0,986

DVIVMS (%) -0879 0964 -0979 - 0,988

FDN @ M9 0878 - 0,966 0973 0934 - 0997
Efluente (kg/t MV) 0565 -0,788 0,767 0803 -0822 0802

PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro, CHOs = carboidratos solivels em agua, DVIVMS = digesiibilidade
verdadeirain vitro daMS; MS = matéria seca; MV'= massa verde.

A concentracéo de etanol esteve inversamente relacionada com o teor de CHOs
redduas (r = - 0,863) e a digedibilidede da dlagem (r = - 0,879), indicando que a
producdo de etanol consumiu aglicares da slagem, causando diminuicdo do seu vaor
nutritivo (Tabela 2). Para a Slagem de cana-de-aclicar produzida sem aditivos, a perda
de MS na forma de gases gpresentou relagéo direta com a concentragéo de etanol (r =
0,903), com a perda total de MS (r = 0,986) e com a concentragéo de fibra (FDN) (r =
0,973), e rdacéo inversa com a concentracdo de CHOs (r = - 0,962) e com aDVIVMS
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(r = - 0,979). Dessa forma, a producéo de gases revelouse como um bom indicativo da
qudidade que se pode esperar das dlagens, ou sga, pode-se sugeir que dSlagens de
cana-de-aglicar que produzam mas gases edardo mas susceptiveis a goresentar maior
concentragdo de etanol, maor perda totad de MS, e consequentemente menor vaor
nutritivo.

A producdo de efluentes, nas condigbes deste experimento, apresentou relacéo
direta com os outros indicaivos de perdas e rdacdo inversa com a concentracgo de
CHOs e com a digedibilidade da slagem (Tabda 2). No entanto, esse fao deve ser
considerado com cautela, tendo em vista que apds o 45° dia de ensilagem néo houve
acrécimos ggnificativos na perda total de MS, goesar da producdo condante de
efluentes aé o fim do periodo de amostragem, indicando que a perda de efluentes pode
néo ter Sdo uma fonte sgnificativa de perdas de MS e de qudidade da slagem, como j&
foi discutido.

3.4 Conclusdes

A edlagem da cana-deaglicar foi caracterizada pela intensa fermentac@o
doodlica nos primeiros 15 dias gods o0 fechamento dos minislos, 0 que resultou em
perdas excessvas de MS e CHOs, principadmente na forma de gases, causando acimulo
dos componentes da parede cdular e perda de 25% na DVIVMS da forragem. Os
resultados indicam que méodos de controle da fermentacdo dcodlica devem ser
desenvolvidos, para a vidbilizacdo do uso de slagens de cana, e que igo implica na
necessdade de inibicko do desenvolvimento das leveduras dexde a fae inicdd da
endlagem.



4 ADITIVOS QUIMICOS E INOCULANTES MICROBIANOS EM
SILAGENSDE CANA-DE-ACUCAR: EFEITOS SOBRE A COMPOSICAO,
ASPERDASDE MATERIA SECA E A ESTABILIDADE AEROBICA

Resumo

O objetivo deste edtudo foi avdiar a eficacia de aditivos quimicos e inoculantes
microbianos na inibicdo da producdo de eanol, na diminuicdo das perdes de matéria
seca (MS) e no aumento da edtabilidade aerdbica em slagens de cana-de-aclcar colhida
ap0s doze meses de crecimento vegetdivo. A endlagem foi redizada em bddes de
plagico de 20 litros (minislos) adaptados com vévulas para diminacdo de gasss e
dispostivo para colheita de efluentes. Os aditivos aplicados foram (com base na massa
verde): uréia (0,5; 1,0; 1,5%); NaOH (1; 2; 3%); propionato de cacio-PROP (0,05; 0,1;
0,2%); benzoato de sddio-BENZ (0,05; 0,1; 0,2%); sorbato de potéssio-SORB (0,015;
0,03; 0,045%); L. plantarum-BAL (1 x 10° ufd/g); L. buchneri-BUCH (3,64 x 10° ufd/g);
uréa (05 e 1,09) combinada com L. plantarum-Lact/Ur 05% e Lact/Ur 1,0%. As
amostragens foram redizadas no dia da ensilagem e gods 90 e 180 dias de fermentacéo.
As perdas totais de MS, por gases e efluentes foram edimadas por gravimetria A perda
da estabilidade aerdbica foi etimada pelo controle da temperatura das Slagens expostas
a0 a. Nenhum dos aditivos foi capaz de reduzir (P>0,05) a concentragéo de etanol e os
tratamentos PROP-0,1% e BAL causaran aumento (P<0,05) no teor do dcool em
rdacdo a slagem controle (48 e 125% vs 3,8% da MS, respectivamente). Os
tratamentos com uréia, NaOH, SORB-0,03%, BUCH, Lact/Ur 05% e Lact/Ur 1,0%
causram diminuicdo da perda totd de MS das slagens (P<0,05) em rdacdo a slagem
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sem aditivos, que goresentou perda totd de 18,2% da MS. As dlagens tratadas com
uréa, NaOH, BENZ, e SORB-0,045% goresentaram maior digestibilidade do que a
dlagem controle (P<0,05), que goresentou DVIVMS de 454%. O tratamento das
dlagens com BUCH, Lact/Ur 1,0%, uréa-15%, NaOH (1 e 2%) e BENZO0,2%
relltar)am em dlagens com maor edabilidede aerdbica em rdacdo a slagem sem
aditivos, que foi estéve por 65 horas.

CHEMICAL AND MICROBIAL ADDITIVESIN SUGAR CANE SLAGES:
EFFECTSON SLAGE COMPOSTION, DRY MATTER LOSSES
AND AEROBIC STABILITY

ummary

The god of this trid was to evduae the effects of the following trestments (wet
bass): urea (0.5; 1.0; 1.5%), NaOH (1; 2; 3%), cacium propionate-PROP (0.05; 0.1;
0.2%), sodium benzoate-BENZ (0.05; 0.1; 0.2%), potassum sorbate SORB (0.015;
0.03; 0.045%), L. plantarumLAB (1 x 10° ufcd/g), L. buchneri-BUCH (3.64 x 10° ufc/g),
urea (0.5 e 1.0%) plus L. plantarumLact/Ur 0.5% and Lact/Ur 1.0% on dlage qudity,
dry metter (DM) losses and aerobic dtability. Sugar cane was endled in 20 L pladtic
buckets povided with vaves for gases rdease and a device for effluent collection. Tota
DM, gases and effluent losses were evauated through gravimetry. Aerobic sability was
edimated by monitoring temperaure evolution in Slage samples exposed to ar.
Comparison of additive trested dlages with control 90 and 180 days after seding
indicated: none of the additives were effective to reduce ethanol concentration in the
slages and PROR0.1% and LAB even increased (P<0.05) acohal levels (4.8 and 125%
vs 3.8% in control DM); urea, NaOH, SORB-0.03%, BUCH, Lact/Ur 0.5% and Lact/Ur
1.0% treated dlages showed lower totd DM losses (P<0.05); higher IVDDM was
achieved by adding urea, NaOH, BENZ and SORB-0,045% (P<0.05); aerobic dability
was improved with BUCH, Lact/Ur 1.0%, urea1.5%, NaOH (1 and 2%) and BENZ
0.2% treatments (P<0.05).
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4.1 Introducdo

O uso da cana-de-aglicar na dimentac@o de bovinos € amplamente difundido no
Brasl, sendo eda tradiciondmente fornecida fresca aos animas Exigéncias de mango
dos canavias, incéndios e a ocorréncia de geadas, tém levado os pecuaristas a buscarem
na endlagem uma forma dternativa de uso desta forragera Silagens de cana-de-agUicar
goresentam no entanto, intensa aividade de leveduras que convertem aclcares a etanal,
CO2 e &ua, causando redugdes de até 44% no teor de carboidratos solUveis, aumento
nos componentes da parede celular e das perdas de MS nas forragens assm conservadas
(Alli et d., 1983). Teores de etanol na ordem de 7,8% a 17,5% da MS tém sdo relatados
para cana-de-aclicar endllada sem o uso de aditivos, resultando em perdas de até 29% da
MS durante o processo (Kung Jr. & Stanley, 1982; Andrade et d., 2001; Silva, 2003).

As leveduras ndo sdo inibidas peo pH encontrado nes Slagens. Para a maoria
das expécies exigentes nas slagens o pH Gtimo encontrase entre 3,5 e 6,5, sendo que
agumas espécies s capazes de obreviver em pH igud ou inferior 2 (McDondd et 4d.,
1991). Altas contagens de leveduras causam também a deterioracéo aerdbica e perda no
vaor nutritivo de slagens expodtas a0 ar, durante a estocagem ou gods a abertura dos
dlos, promovendo a devacdo do pH e aumentando o risco de desenvolvimento de
microrganismos patogénicos como a Listeria monocytogenes (Rotz & Muck, 1994). Por
iso, aditivos quimicos e microbianos  tém ddo utilizados com o intuito de evitar o
desenvolvimento das leveduras, diminuindo as perda de MS das Slagens, embora muitos
néo tenham Sdo avdiados na endlagem da cana-de-aglcar, com vistas ao controle da
producéo de etanal.

O €feto da urda sobre a fermentac@o de silagens de cana-de-aglicar foi avaiado
em dguns experimentos, pois em contato com a forragem endlada esse aditivo s
tranforma em amdnia (NHs) que tem efeito inibidor sobre a populagdo de leveduras e
mofos, reduzindo a producdo de etanol, as perdas de MS e de carboidratos sollveis
(CHOs) da forragem endlada (Alli et d., 1983). Nives entre 05 e 15% de uréa
propiciaram bom padrédo de fermentacdo e mehor composicdo bromatoldgica, com
teores mais devados de MS associados a menores concentragdes de FDA e FDN nas
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dlagens tratadas, em comparacédo a slagens de cana exclusva (Lima e d., 2002
Molinaet d., 2002).

Subgténcias dcdinizantes também sfo cgpazes de modificar 0 processo de
fermentacdo das silagens. Silagens de cana-de-aglicar tratadas com 3 a 4% de NaOH
goresentaram mehor composicio  bromatoldgica, reducéo acentuada na producéo de
etanol (de gproximadamente 5,2% para 0,88% da MS), maior teor de &cido latico, maior
digedtibilidade da MS e resultaram em aumentos no consumo e no ganho de peso dos
animais com das dimentados em rdacdo a dlagens sem aditivos (Cagtrillon & 4.,
1978; Alcantaraet d., 1989).

O crexcimento de microrganismos pode ser evitado por acidos organicos fracos,
como os &idos formico, acético e propidnico, que tém a capacidade de se difundir pea
membrana plasméica na sua forma néo dissodada, diminuindo o pH do citoplasma e
aetando negativamente a glicdlise e o 9gema de trangporte divo das cdulas, em um
processo dependente do pH e da concentracdo de aglicares do meio (McDondd et d.,
1991; Lambert & Stratford, 1999). Apesar de ndo haver relatos da avdiacdo destes
&cidos na endlagem da cana-de-aclcar, seu uso mostrou-se eficiente no controle do
desenvolvimento de fungos e na mehoria da estabilidade aerdbica de dlagens de
azevém e milho (Ohyamaet d., 1975; Britt ¢ d., 1975).

Alguns produtos quimicos utilizados como consarvantes na indUdria dimenticia
tém ddo tetados como aditivos para slagem. Os &cidos sorbico e benzdico mostraram
poder inibir o crescimento de leveduras em testes de laboratdrio (Woolford, 1975) e o
benzoato de sodio combinado a hexamina melhorou a conservacdo de Slagens de capim
emurchecido, com reducdo no nimero de leveduras e diminuicdo na perda de CHOs das
dlagens quando estas foram expodas a0 a (Lé&teméae e Lingval, 1996).

A devacdo atificd, nes forragens endladas, do nimero de bactérias
homofermentativas produtoras de écido lético, pode reduzir o pH find, aumentar o
contelido de &cido l&ico, diminuir a producdo de efluentes e a perda de matéria seca
durante a conservacéo das slagens (McDondd et d., 1991), no entanto, os efeitos sobre
a populacdo de leveduras e a estabilidade aerdbica sfo varidvels (Higginbotham et d.,
1998, Driehuis & Wiksdaar, 2000). Por outro lado, inoculantes contendo a bactéria
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heterofermentativa L. buchneri, que produz &cido ac&tico dém do é&cido laico, tém
modrado eficiéncia condgente no controle do desenvolvimento de leveduras e no
aumento da estabilidade aerdbica das slagens (Ranjit & Kung, Jr., 2000).

O objetivo deste experimento foi avdiar novos aditivas, como o benzoato de
sodio, 0 sorbato de potésso e o propionato de cdcio e inoculantes microbianos
contendo L. plantarum e L. buchneri, comparando-os a outros j& utilizados (uréa e
hidroxido de s0dio) na endlagem da cana-de-aclcar. Foram avaliados os efeitos sobre o
controle da producéo de etanol, as perdas de MS, a quaidade e a estabilidade aerdbica
das slagens, sendo que os aditivos quimicos foram testados em diversas doses.

4.2 Material e M éodos

As slagens foram produzidas com a cana-de-aclcar RB785841, colhida madura
(primeiro corte, goroximadamente 13 meses de crescimento) com uma colhedora da
marca Mentamit® acoplada ao trator e regulada para corte com tamanho de particulas
médio entre 5 a 10 mm. Apds a endlagem, redizada no dia 18 de agosto de 2001, os
minislos foran mantidos em locd cobeto, sob temperaura ambiente, no Sator de
Ruminantes do Depatamento de Zootecnia da ESALQ/USP de PRracicaba A
determinacéo do grau brix da cana-de-aclcar foi redizada por meio de refratdmetro de
campo (marca TOKYO? , modelo 032) eindicou valor médio de 22,5°.

4.2.1 Slosexperimentais e producdo das slagens

Como dlos experimentais (unidades experimentas) foram utilizados bddes de
plagico de 20 litros (minislos), com tampas proprias a vedacdo e adaptadas com
vavulas do tipo Bunsen, para que fosse possivel a avdiagdo das perdas gasosas durante
a endlagem. No fundo de cada bdde foram colocados dois quilos de arela seca,
separados da silagem por tela fina de plégtico e duas camadas de tecido fino de dgodéo,
com vida aavdiacéo quantitativa de efluentes.
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A endlagem foi redizada, compactando-se com os pés camadas de 5 a 10 cm de
egpessura da cana-de-aclicar picada, buscando-se aingir a maior quantidade possivel de
forragem em cada bdde, para uniformizacdo da denddade das dlagens entre os slos
Aproximadamente 9 kg de forragem foram enslados em cada bdde, resultando em
densidade aproximada de 500 kg/nT na silagem, levando-se em conta o volume do bade
quefoi preenchido com areia

Apbs o0 enchimento os minislos foram fechados com as tampas goropriades e
pesados. ApGs a pesagem as tampas foram vedadas com fita pléstica ato-adesiva, para
Impedimento daentradade .

4.2.2 Tratamentos e aplicacdo dos aditivos

Os tratamentos condgtiram em nivels crescentes de cinco aditivos quimicos, dois
inoculantes microbianos e duas combinagdes entre estes. Os aditivos quimicos testados
foram: uréa na forma de fertilizante granulado contendo 45% de N; hidréxido de sodio
(NaOH) em solucdo aguosa 50% ; propionato de cacio em pd sollve; benzoato de
sodio granulado solivel e sorbato de potésso em pd solivel. Os inoculantes microbianos
utilizados foram: Eoosg,/lO (ECOSYL Products Limited - nimero de regitro na
Inglaterra 3155665), contendo bactérias homolaticas L. plantarum e um inoculante ndo
comercid contendo bactérias heterol&icas L. buchneri (cepa NCIMB 40788) fornecido
pela Biotal® Ltd (Cardiff, UK). Foram ainda testadas gplicacbes conjuntas de uréa (0,5
e1,0%) com L. plantarum (Lact/Ur 0,5% e Lact/Ur 1,0%).

Os aditivos quimicos foram gplicados a cana-de-aglcar picada antes do
enchimento dos bddes na forma de solugdes agquosas, por meio de pulverizadores
manuais de 5 litros (da marca Brudderf, Brudden Equipamentos Ltda) e os inoculantes
microbianos com 0 uso de pulverizadores manuais pequencs (do tipo utilizado em
pulverizagbes casdras) com capacidade para 500 mL, buscardo-se didribuicdo uniforme
dos produtos na massa a s endlada. Os aditivos quimicos foram utilizados nes seguintes
concentragBes (em relacéo a0 peso da forragem fresca): uréia => 0,5; 1,0 e 1,5%; NaOH
=>1; 2 e 3%; propionato de cdcio => 0,05; 0,1 e 0,2%; benzoato de sodio => 0,05; 0,1 e
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0,2%; sorbato de potasso => 0,015; 0,03 e 0,045%. Os inoculantes microbianos foram
aplicados, de acordo com a recomendaggo dos fabricantes, visando-se a adicdo de 1 x 1P
ufclg de forragem fresca, para o inoculante contendo L. plantarum, e 3,64 x 10° ufdg
para o inoculante contendo L. buchneri.

A uréa foi gplicada utilizando-se 35 litros solucdo/t de forragem e os aditivos
benzoato, propionato e sorbato, utilizando-se 10 e 12 litros de solugéol/t de forragem, para
as menores e maores concentraches respectivamente, para fadilitar a diluicdo dos
produtos. A solucdo de NaOH 50% foi utilizada sem diluicgo, nas quantidades de 20, 40
e 60 litros/t para obtencéo das trés concentragdes indicadas. Os inoculantes BAL e BUCH
foram aplicados em baixo volume, ou sga, 1,89 litros de solucdo/t de forragem.

4.2.3 Avaliacdo das perdas e amostragem das slagens

Os deitos dos tratamentos foram avadiados aos 90 e 180 dias gpds a endlagem,
quando 3 minislos de cada tratamento foram pesados e abertos para amostragem. Os
bades foram pesados também antes da enslagem, com a tampa e contendo o aparato de
recepcdo de efluentes, para que fose possivel 0 cdculo do peso liquido da forragem
contidaem cada minislo e, posteriormente, dos efluentes.

Em cada dia de amodragem procedeu-se aretirada das fitas adesivas e pesagem
dos minislos attes da abertura, gpiés 0 que redizava-se a tomada de amodtras de
dlagem, retirada da forragem dos bades e pessgem dos mesmos contendo gpenas 0
gparato de colheita de efluentes.

Cada amodtra de slagem foi composta por duas a trés porgles retiradas da parte
centrd da messa de forragem contida em cada slo. As amodras dedtinadas a
determinacdo dos teores de etanol foram colocadas em sacos de pléstico e estocadas em
congdlador (-5°C) e as amodtras Uutilizadas para as demais andises bromatoldgicas foram
colocadas em sacos de papel e secas em estufaa 60°C por 48 h.

A perda de matéria seca na forma de gases foi cdculada pea diferenca entre o
peso bruto inicdd e find dos slos experimentas e a quanttidade de efluentes pea
diferenca entre o peso inicid e find dos bades contendo gpenas a arela, a tela pladica e



0 tecido de dgoddo. A perda de matéria seca totd das dlagens, foi cdculada pea
diferenca entre o peso da matéria seca da forragem inicidmente colocada em cada
minisilo e o peso da matéria seca da Slagem no dia da abertura.

3.24 Analises quimico-bromatoldgicas

As amodras secas das slagens foram moidas contra peneira de maha de 1 mme
poseaiormente andisadas pdo mélodo da espectroscopia de  reflectancia de
infravermeho  proxima (NIRS) (Berzaghi & d., 1997; Cozzolino & d., 2001)
utilizando-se um espectrofotdmetro modelo NIRS 5000° (NIRSystems, Silver Spring,
MD, USA). A andise utilizou comprimentos de onda entre 700 e 2100 nm e 0s epectros
das amodras “escaneadas’ foram amazenados em curvas log (U/R) em intervaos de
2nm. O mélodo de sHecdo exigente no “software” do eguipamento identificou as
amodras digantes mas de 3 H (digéncia padronizada de Mahdanobis) da média,
“outliers’, que foram exduides. Adotando-se uma digéncia minima de 06 H entre
amodras (Shenk & Westerhaus, 1991), foran sdecionadas as que deverian ser
andisadas pdlos méodos da bromatologia convenciond. De posse dos resultados destas
andises, 0 programa do equipamento NIRS foi capaz de inferir a composcéo quimica e
bromatol dgica das demais amodtras.

As andises das amodras selecionadas pdo méodo NIRS foram redizadas como
s|gue

- matéria secaem estufaa 105 °C por 8 horas.

- amaéiaminerd (cinzas) foi obtida pelaincineracéo das amostras em muflaa
600 °C por 3 horas.
- 0s teores de fibra em detergente neutro (FDN) e a digedtibilidade verdadeira “in

vitro’ maéria seca (DVIVMS) foram determinados aravés do método ANKON®
Fiber Andyser (ANKON Technology Corporation, Fairport, NY).

- os teores de fibra em deegente &cido (FDA) e de lignina (LIG) foram
avdiados segundo 0s métodos propostos por Van Soest e d. (1985) e a proteina bruta
(PB) segundo AOAC (1990).



- 0 teor de PB para o tratamento com uréa foi determinado pelo méodo macro
Kjddahl (AOAC, 1990), em amodras Umidas de slagem que haviam sdo mantidas
congdadas (- 5°C).

Os teores de eanol foram determinados em extratos aquosos das amostras de
slagem, obtidos segundo método descrito por Kung, J. (1996). Para isto, 25 g de
amodra Umida foram processados com 225 mL de &gua dedilada, em liquidificador,
durante um minuto. Em sequida, o materid foi filtrado em papd de filtro Whatmar? 54,
addificado com H2SO4 a 50% e centrifugado, sendo o extrato liquido armazenado em
congelador (- 5°C) aé o momento das andlises. O pH foi determinado nos extratos, antes
da filtragem, aravés de um potencidmetro digitd da marca Digimedf, modelo DM 20.
As andises do teor de etanol foram redizadas nos laboratdrios do Setor de Aclicar e
Alcool do Departamento de Agroindistria Alimentos e Nutricgo da ESALQIUSP de
Riracicaba, por melo de cromatografo a gases com detector de ionizacdo de chama,
marca Gregdrio e Cidli®, modelo CG-37D.

4.25 Avaliacdo da estabilidade aer dbica

A estabilidade aerdbica das dlagens (expressa em horas) foi avdiada aravés do
controle da temperatura das slagens expodtas a0 ar, segundo método adaptado de Kung,
Jr. (2000). Amastras Unicas de gproximadamente 3,5 kg das slagens de cada tratamento,
foram colocadas sem compactacédo em bades de pléstico sem tampa, mantidos em locd
fechado para evita-se grandes variagbes na temperatura ambiente. As temperaiuras
foram tomadas 3 vezes ap dia (08:00, 15:00 e 20:00 h) por meio de termdmetros
posicionados no centro geométrico da massa de forragem de cada bade. Considerou-se
0 inicio da deterioracédo quando a temperatura das slagens aingiu 2°C acima da
temperatura ambiente, que apresentou média de 26,4 °C e vaiacdo entre 25 e 28 °C,
tendo 9do medida com um termdmetro locdizado proximo aos bddes. Também foi
considerado na avdiacéo da estabilidade aerdbica, o acimulo de cinco dias, da diferenca
média diaia entre a temperaura das sSlagens expodtas a0 & e a temperatura ambiente
(ADITE5; expressaem °C).
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426 Andlise estatistica

O ddineamento experimenta utilizado fol o interamente casudizado, com trés
repetiches, em exquema de parcdas subdividides (split-plot), sendo os fatores das
parcelas os tratamentos impostos e o fator atribuido a subparcea (90 e 180 dias). O teor
de MS inidd da canade-aglicar, de cada tratamento, foi tetado como covaridvel, e
diante da austncia de efeito foi removido do moddo origind.

O moddo proposto foi andisado pdo PROC GLM do programa SAS (SAS,
1988) e a comparagdo das médias foram redizades utilizandose o Méodo dos
Quadrados Minimos (LSMEANS). Foram declaradas dgnificaivas as diferencas entre
a médias a patir de P<0,05). Aplico-se 0 teste F para contraste, a partir do
desdobramento dos graus de liberdade. O objetivo foi comparar os parametros das

slagens nos diversos periodos de aberturados silos.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Efeito dos tratamentos sobre a qualidade e as perdasde M S das silagens

Os dados contidos na Tabda 3 modram que, a cana-de-aclcar utilizada para
endlagem no tratamento controle (sem aditivos) gpresentou niveis semedhantes de MS e
nivels superiores de FDN, FDA e LIG em rdacdo aos vaores médios relatados por
Andrade e d. (2002), que avdiaram 60 variedades de cana-de-aclcar para uso na
dimentacdo de ruminantes, colhidas aos 12 meses de idade, encontrando teores de MS
variando entre 24 e 37 %, de FDN entre 36 e 56%, de FDA entre 21 e 36% e de lignina
entre 3 e 7% da MS, goroximadamente. O vaor da DVIVMS fo intermediaio aos
gpresentados por dezoito variedades de cana-de-acUcar avdiadas por Rodrigues et d.
(2001) (58 a 69%). O teor de PB esteve proximo aos nivels goresentados na literatura
(Lima & Maitos, 1993; Kung, ¥. & Stanley, 1982). A concentracdo de PB da cana-de-
aclcar gpés a adicdio de uréa atingiu o vaores proximos aos esperados, ou sga,
goroximadamente 8, 10 e 20% de PB na MS da forragem para asinclusdesde 05 10e



47

15% de uréa, respectivamente. A maior DVIVMS e os menores teores de FDN das
canas tratadas com NaOH refletiram o rdpido efeito do aditivo sobre a forragem. Os

vaores dos demais nutrientes, das canas dos outros tratamentos, estiveram proximos aos

da cana-de-aglicar do tratamento controle, com excegdo da maior concentracdo de cinzas
nos tratamentos onde se utilizou uréia e NaOH. Os teores de MS inicid dos tratamentos

com benzoato e sorbato foram numericamente superiores ao controle, provavel mente

Tabela 3. Composicio bromatoldgica da cana-de-aglcar utilizada nos tratamentos, antes

daenslagem
Tratamento™ M.S. DVIVMS PB FDN FDA  LIG Cinzas
% % MS
Controle 298 53,2 4,05 573 B4 636 457
Uréia0,5% 289 50,5 779 577 397 724 6,04
Uréial,0% 279 499 9,97 579 404 7,54 6,42
Uréial5% 26,7 515 195 569 388 683 4,70
NaOH 1% 294 63,8 536 497 361 487 8,76
NaOH 2% 30,3 70,0 528 457 349 422 9,50
NaOH 3% 325 710 53 461 3B5 413 9,38
Benzoato 0,05% 30,1 559 367 534 362 603 3,93
Benzoato 0,1% 30,1 56,6 391 51,9 355 5,85 4,15
Benzoato 0,2% 30,5 55,8 368 533 368 614 4,08
Propionato 0,05% 27,3 554 427 53,0 361 612 4,46
Propionato 0,1% 29,1 57,2 381 51,9 353 567 427
Propionato 0,2% 29,7 56,1 3,88 535 361 570 434
Sorbato 0,015% 313 54,1 359 558 378 600 5,20
Sorbato 0,03% 313 53,0 413 577 390 629 5,36
Sorborbato 0,045% 30,0 56,4 508 526 356 552 3,18
L. buchneri 364 x 10° ufc/g MV 274 55,0 3,82 514 354 6,15 584
L. plantarum 1 x 16 ufc/g MV 28,1 53,1 393 567 383 65 451
Lact/Ur 0,5% 26,3 50,1 713 579 40,1 7,37 6,41
Lact/Ur 1,0% 285 48,1 103 61,3 420 767 6,22
Média 29,3 55,8 5,93 54,1 374 612 5,57
Méaximo 32,5 71,0 19,5 61,3 420 7,67 9,50
Minimo 26,3 48,1 3,59 45,7 349 4,13 3,18

9% hamassa verde

PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente &cido; LIG = lignina; DVIVMS = digestibilidade

verdadeirain vitro daMS; MS = matéria seca; MV = massa verde; ufc = unidades formadoras de col6nig;

Lact/Ur 0,5% = L. plantarum 1x 10° ufc/g MV + uréia0,5%; Lact/Ur 1,0% = L. plantarum 1x 10° ufc/g MV + uréia 1,05%.
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devido aperda de umidade sofrida pela forragem com o decorrer do tempo, ja que a cana
fol colhida e picada no inicio da manh& e o enchimento dos minislos, com dois
aditivos, foi redlizado no find datarde.

Na Tabela 4 pode-se ver que nenhum dos aditivos utilizados foi cgpaz de causar
reducdo na concentracdo de etanol das dlagens (P>0,05), em rdacdo a slagem controle,
no entanto, o propionato adicionado no nivel de 0,1% da MV e o inoculante contendo
L. plantarum levaram a niveis mais dtos deste dcool nas dlagens (P<0,05). O teor de
etanol observado para a slagem controle pode ser condderado baixo, uma vez que os
dados da literatura indicam vaores entre 5,5 a 15,5% deste dcool na MS de slagens de
cana-de-aclicar colhidas aos 12 meses de crescimento e endladas sem aditivos (Preston
et d., 1976, Kung, J. & Stanley, 1982).

Os caéncia de dados na literatura tornam dificil a avdiagdo dos vaores de
perdas de MS por gases e da perda total de MS das slagens deste experimento (Tabela
4). McDondd e d. (1991) dfirmaram que, em dlagens bem presarvadas, as perdas de
MS por oxidecéo, durante o enchimento do slo, e por fermentacéo, devem Stuar-se
entre 2 e 4% e citam referéncias onde as perdas totais de MS variaram de 0,8 a 71%
(média de 19,4%). Rotz & Muck, (1994), em um modelo de smulacdo de perdas durante
a endlagem, previram perdas totais de 17,7% da MS, para slagens onde houve producéo
de efluentes. A perda de MS na forma de gases da slagem controle neste experimento
aingiu vaor duas vezes maor do que agude rdaado por Alli e d. (1982) que, paa
uma silagem com 8,86% de etanol, obtiveram 5,2% de perdas gasosas num periodo de
10 dias. No entanto, consderando-se que estudo anterior mostrou que as perdas gasosas
podem aumentar (lineermente) até goroximadamente 15 dias da enslagem (cgpitulo 3
desta tese) é provaved que no experimento conduzido por Alli et d. (1982) néo tenha
Sdo possivel condatar uma maor intensdede das perdas gasosas, em decorréncia do
periodo curto de avdiagdo da Slagem. A perda tota de MS foi menor do que a obtida
por Kung, J. & Stanley, (1982) que obtiveram 29% de perdas da MS, para cana enslada
aos 15 meses de crescimento e conservada durante 60 dias. Porém, o teor de etanol da
dlagem obtido por estes attores foi goroximadamente quetro vezes maor, ou Sga,
13,7% daMS,
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Em dguns tratamentos, os vaores obtidos de perda totd de MS foram inferiores
audes etimados para perda por gases. Isto ocorreu quando as diferencas foram
pequenas e deve-se, provavelmente, a erros acumulativos de pesagem dos bades e das
amodtras.

N&o exigem dados sobre a perda de efluentes em slagens de cana. A producéo
de 151 kg/t de MV da slagem controle (Tabela 4) pode ser congderada norma para o
teor de MS da forragem. Apesar do teor de MS inicid ter Sdo suficiente para evitar uma
producdo dgnificativa de efluentes, com a intensa atividade microbiana (caracterizada
pela producéo de etanol e perdas de MS) houve consumo de nutrientes e producéo de
H,O metabdlica, reduzindo o teor de MS da dlagem aé o nivd de 25%, onde a
producéo de 20 litros de efluentes'tond ada seria esperada (McDondd et d., 1991).

A reducdo no teor de MS da slagem controle (Tabdas 3 e 5) foi de
goroximadamente 15%, edtando portanto abaixo dos nivels encontrados na literatura,
gue variam entre 19 e 31%, e o pH (Tabda 4) stuouse bagtante proximo ao vaor mais
ato encontrado, que foi de 3,6 (Alli et d., 1982, Kung J. & Stanley, 1982; Coan € 4d.,
2002).

Segundo Rotz & Muck (1994), slagens bem mangadas goresentam aumento nas
concentragdes de FDN e FDA, vaiando entre 1 e 6% em rdagdo aos teores
origindmente presentes na forragem, como consequéncia da perda de carboidratos
sollveis por respiracdo, 0 que provoca 0 aumento da participacdo percentud dagueles
nutrientes na MS da forragem. Segundo esses autores, 0 teor de proteina bruta  também
pode sofrer aumentos de 1 a 2% na MS devido a0 mesmo processo. Levando-se em
conta que, quando ocorre fermentacdo dcodlica a perda de carboidratos sollvels é
maior, pode-se assumir que deve ocorrer maor concertracdo dos componentes da
paede cdular na MS durante a endlagem da cana-de-aclcar. Os vaores de FDN
encontrados na slagem controle (Tabela 5) foram dtos em rdlacdo aos encontrados na
literatura, devendo-se considerar que o nivel de FDN encontrado na cana fresca também
foi eevado, no entanto o acréscimo no teor deste nutriente foi de 13% durante a0
periodo de estocagem podendo ser considerado baixo, sendo que Coan e d. (2002)
condataram aumento de 30% na FDN durante a endlagem da cana-de-acucar. A porcéo
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FDA apresentou teor normd na silagem, com acréscimo de 15% durante o periodo de
edocagem, que também pode s condderado inferior a média, uma vez que avaiando
dados da literatura constatourse aumentos na ordem de 26 a 44% para este componente
(Alli & d., 1982 Coan et d., 2002). A diminuicdto no vaor origind da DVIVMS,
durante a endlagem, no tratamento controle foi de aproximadamente 15%. Os indices
raivos & dlagens deste experimento foram caculados com base nos dados das
Tabelas1le3.

Avdiando o efeito dos aditivos (Tabdas 2 e 3) condaa e que a Slagem tratada
com L. plantarum gpresentou a maior concentracdo de etanol (P<0,05) e perda total de
MS dentro do nived mas eevado, sendo a perda por gases responsave por
goroximadamente 69% das perdas totais da MS. A producdo de efluentes também
gtuou-se entre os maiores valores obsarvados neste trabaho. O maior teor de etanol
desta slagem foi acompanhado pelo menor (P<0,05) vdor de DVIVMS, correspondente
aperda de 22,5% do vdor da digestibilidade origind da cana fresca. Os teores de FDN,
FDA e lignina foram mais eevados e o teor de MS foi 0 mas baxo entre todos os
tratamentos  (P<0,05), correspondendo a reducdo de 15,7% do vador origind da
forragem. A dta concentragdo de etanol indica que a adicdo de L. plantarum né&o
controlou 0 desenvolvimento das leveduras, confirmando a informacéo da literatura de
gue apenas 0 abaixamento do pH ndo é suficiente para impedir o desenvolvimento destes
microrganismos e que o &dido l&ico tem baixo poder fungicida (McDondd et d. 1991).
O resultado estd de acordo com o obtido em outros trabahos que mostraram que, a
golicacdo de inoculantes contendo bactérias homofermentativas  produtoras de  &cido
l&ico é incgpaz de reduzir a populacdo de leveduras em dlagens (Bolsen et d., 1992;
Ranjit & Kung J., 2000). Higginbothan & d. (1998) néo observaram feito sobre a
populacdo de leveduras em slagem de milho, com a gplicacZo de inoculante contendo L.
plantarum (1,5 x 10* ufc’t MV) e P. cerevisae (3 x 10° ufc/g), tendo constatado que a
dlagem inoculada apresentou teor de etanol duas vezes superior a0 do controle (2,14 vs
1,04% daM$).

Deve-se condderar que neste experimento obteve-se concentragdo de etanol

goroximadamente trés vezes maior para 0 tratamento contendo L. plantarum, em reacéo
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a0 controle (Tabela 4), sugerindo que estas bactérias dominaram 0 inicio do processo
fermentativo, restringindo assm o0 desenvolvimento das bactérias  heterofermentetivas
produtoras de &cido acético, aumentando aconcentracdo de &cido l&ico em reacéo ao
acido acdtico na slagem, favorecendo assm o desenvolvimento das leveduras, ja que o
acido latico possui menos da metade do poder fungicida do &cido acético (Moon, 1983)

Tabedla 4. Pardmetros de fermentacdo, de digedtibilidade e de avdiacdo das perdas

durante a enslagem da canade-aglicar, sob o efeto de inoculantes
microbianos e aditivos quimicos *

Tratamentos “ pH Etanol  Perdade Perdatotal DVIVMS Efluente
gases deMS
T MS % kg/lt MV

Controle 360F 382° 103 % 1827 454° 151°
Uréa0,5% 367%  420° 8,0 122 503%  285%
Uréa1,0% 372%  40° 856 ¢ 759¢ 50,2 P23
Uréa15% 3839 347¢ 119% 6,56 ¢ 493% 260
NaOH 1% 431°¢  244° 6,85 °° 8019 ,8° 6,53¢
NaOH 2% 508°  240° 478° 11,7 65,42 598¢
NaOH 3% 5782  244° 493° 121 6732 6,41 ¢
Benzoato 0,05% 360% 370° 9,60 *° 181 48,21 28°
Benzoato 0,1% 36%  252°¢ 983° 169° 48% 269
Benzoato 0,2% 3839 203°¢ 594 ¢ 14,0%¢ 51,8°¢ 258°
Propionato 0,05% 368% 8L 122 136" a57%  250°
Propionato 0,1% 3% 730" 121 201%® a4 B7®
Propionato 0,2% 371%  a477™ 103 158" 460%  231°
Sorbato 0,015% 368%  305° 27® 15,4°¢ 47,1% 148°
Sorbato 0,03% 371%  179°¢ 775 112 481%  114%
Sorbato 0,045% 350%  2g7°¢ 8,17 17,0° 5069 216"
L. buchneri 364 10° ufc/g MV 352° 19%5° 8w 8051 480%  28°
L. plantarum1x 10° ufc/gMV 358% 1252 1482 2152 22" 209%®
Lact/Ur 0,5% 374% 617" 137%® 127¢ 456% 263
Lact/Ur 1,0% 371% 620 101" 114 453° 148°
Média 3,88 4,23 9,58 13,6 49,7 20,8
EPM 0,06 0,53 0,90 0,68 0,54 1,22
Efeitos

Tr aI * * * % * % * % * % * %

Pa- nS * * % * % * % * %

Trat x per o ns * ** ns *E

* Média das observagtes aos 90 e 180 dias da ensifagem; © % namassa verde; ** (P<0,01); ns=P>0,05; EPM = erro padrao da
média; Letras diferentes na mesma colunaindicam diferenga significativa (P<0,05).

DVIVMS = digedtibilidade verdadeirain vitro daMS; MS = matéria seca; MV = massa verde; ufc = unidades formadoras de colbnig;
Lact/Ur 0,5% = L. plantarum 1x 10° ufc/g MV + uréia0,5%; Lact/Ur 1,0% = L. plantarum 1x 10° ufc/g MV + uréia 1,05%.
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No entanto, a gplicacéo de bactérias homoléticas L. plantarum e E. faecium foi
capaz de diminuir a producéo de etanol (1,3 vs 6,3% da MS) e as perdas de MS (2,6 vs
74%) em um experimento redlizado por Driehuis and Wiksdaar (2000) com sSlagens de
cgpim azevém (L. perenne) emurchecido (48% de MS), embora néo tenham sdo
identificados os microrganismos responsavels pea fermentacéo acodlica nas slagens.

O segundo maor vaor numéico para a concentragdo de etanol ocorreu na
dlagem tratada com 0,1% de propionato e foi também acompanhado por reducéo
acentuada (224%) na DVIVMS em reacdo a0 materid origind (444 vs 57,2) e
elevadas perdas de MS na forma de gases e efluentes (Tabelas 1 e 2). Os trés tratamentos
com propionato tiveram, em média, teor de etanol de 6,29%, reducéo na DVIVMS de
19,3% e perdas totais de MS de 14,5%, néo tendo apresentado diferenca entre 9 para
estes parametros (P>0,05). Kung, J. e d. (2000) obtiveram diminuicgo do teor de
etanol em slagem de milho tratada com 0,2% de acido propidnico tamponado, mas néo
detectaram efeito para doses de 0,1 e 0,3% do &cido. Ranjit & Kung, J. (2000) rdlataram
auséncia de efeito sobre a populacdo de leveduras, com a gplicacdo de 0,1% de um
produto comercid contendo &cido propidnico tamponado em slagens de milho, porém
néo foi avaliado o efaito sobre a producéo de etanal.

Os resultados deste experimento indicam que as concentragbes normamente
utilizadas de propionato sho insuficientes para 0 controle de leveduras, e estéo de acordo
com dados obtidos em testes de laboratdrio onde congtatou-se que a concentragdo de
&cido propibnico necessria para a inibicdo do desenvolvimento destes microrganismos
€ de goroximadamente 60 mmoal/litro meio de cultura, em pH 4 (Moon, 1983; Woolford,
1975), equivdente a 4,7 g/litro de meio de cultura Tendo em vida que a concentracéo
méaxima de propionato aqui avdiada (0,2%) corresponde a 2,7 g/litro de &gua contida na
forragem (condderando-se 25% de MS na dlagem) é compreensived que néo tenha
havido controle na producéo de etanol nas slagens. Por outro lado, 0 motivo do aumento
na producdo de etanol, advindo da aplicacdo da dose intermediaria do sd de &cido
propidnico (Tabda 4), ndo pode s explicado com os dados disponiveis. Pode-se
levantar a hipdtese de que a sub-dosagem do &cido possa ter controlado dguns tipos de
bactérias, que deixaram de competir com as leveduras favorecendo a producéo do
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dcool. 1s0 pode ter ocorrido porque os nivels utilizados do &cido edtiveram abaixo do
indicado (Woolford, 1975) para inibicio de leveduras mas ediverlam adma do
necessaio para o controle de cogridia e, quando gplicado na maior dosagem, de varias
epécies de bactérias heterol ticas.

Esperava-se que a inoculagdo com L. buchneri levasse areducdo dgnificiva na
producdo do &dcool pela inibicdo do deservolvimento das leveduras, que SO
normamente controladas por concentragbes de acido acético acima de 56 glitro do
meio de cultura (94 mmoal/litro) Woolford, 1975). A expectativa fol baseada no fato de
gue 2% de &cido acético na MS, equivdente a 6,7 g do acido por litro da fase liquida de
uma forragem com 25% de MS, ja seria sUficiente para o controle de leveduras, e que a
aplicacdo dettas bactérias tem resultado em silagens com 3,6 a 4,98% dese &cido na MS
(Ranjit and Kung, J., 2000; Driehuis & d, 2001, Taylor e d., 2002). Tendo em vida
gue o inoculante causou reducdo de aproximadamente 50% no vador numéico da
concentracdo  de etanol, em reacdo a slagem controle, pode-se consderar que a
auncia de diferenca sgnificativa (P>0,05) foi decorrente da variacdo reaivamente dta
encontrada na andise edatistica deste parametro (média = 4,23; EPM = 0,53) (Tabela4).

Na Tabela 4 podese constatar que a gplicacd do inoculante contendo L.
buchneri reduziu em 56% a perda totd de maéria seca da slagem em rdacéo asilagem
controle, embora a producéo de efluentes tenha sdo 51% maior (P<0,05). Utilizando-se
os dados da Tabelas 1 e 2, pode-se cacdar que a cana-de-aclcar inoculada com a
bectéria heteroldtica gpresentou reducdo menor na DVIVMS durante a enslagem,
guando comparada ao controle (12,7 vs 14,7%).

Pode-se condluir que, embora o nivel de aplicaci do inoculante (3,64 x 10° ufdg
MV) né tenha d9do suficiente para diminuir Sgnificativamente a producdo de etandl,
indicando que sau efeito sobre a populaco de leveduras foi redtrito, a dosagem foi capaz
de promover mehor consarvecido da Slagem. Devendo-se ressdtar que outros
pesquisadores SO obtiveram reducdo sobre a populacéo de leveduras com aplicacles de
L. buchneri naordem de 10° ufc/g (Driehuis et d., 1999; Ranjit & Kung, J., 2000).

Os niveis de perda de MS das slagens tratadas com uréia ficaram Stuados entre
0S mas baixos observados neste experimento, embora as concentragbes de etanol



tenham ddo semdhantes ao controle (P>0,05) e os nivels de producéo de efluentes
tenham estado entre os mais dtos observados (Tabda 4). Os teores de FDN e FDA
ofreram  acréscimos  indgnificantes durante a conservacdo das sSlagens e foram
gproximadamente 10% inferiores (P<0,05) aos da slagem controle (Tabdab). Deforma

Tabela 5. Par&metros quimicos das slagens de cana-de-aclcar, sob o efeito de aditivos

quimicos e inoculantes microbianos

Tratamentos MSFina PB FDN FDA Lignina  Cinza
% % MS

Controle 2540 4347 645" 243™ 786°  697°
Uréia0,5% 26,7°¢ 9g7¢ 57,7 39,7 ¢ 7039  607¢
Uréial,0% 2730 166° 58,2 ¢ 3994 7144 6,019
Uréial5% 264°¢ 27° 56,8¢ 406 ¢ 755  550%
NaOH 1% 2750 3891 5549 408¢ 7049 912°
NaOH 2% 273" 2879 473° %67° 534° 1102
NaOH 3% 2022 2829 a8 364¢ 501¢ 1122
Benzoato 0,05% 26,0 3017 609 © 48% 740 6139
Benzoato 0,1% 265¢ 3641 60,0 415 7229 5490
Benzoato 0,2% 275 336™ 57,1 ¢ 410 7109  528°
Propionato 0,05% 25149 443 637 438 792 gL
Propionato 0,1% 248¢ 4 658 453 g3 em™
Propionato 0,2% 264° 384™ 638" a1 798" 6g0™
Sorbato 0,015 % 280° 400°f 627" 431° 7519  695°
Sorbato 0,03 % 288 4194 61,6 428 738  683™
Sorbato 0,045% 26,1 364 % 505 40349 6u¢ 546
L. buchneri 3,64 x 10° ufc/g MV 265° 4009 60,6 ° 40 7389 59%®
L. plantarum 1.x 10° ufcig MV 237° 514 ° 6892 4872 919% 661%
Lact/Ur 05% 245 9% 109¢ 636 454° 8% 626"
Lact/Ur 1,0% 264° 154 °¢ 628" 457" 850" 665
Média 26,5 6,70 59,8 42,1 7,48 6,87
EPM 0,18 0,21 0,63 0,43 0,12 0,14
Efeitos

Trat * % * % * % * % * % * %

Pa- * % ns * % * % * % ns

Trat X per *x 0,06 ns ns ns ns

"Media das observacoes a0s 90 e 180 dias da ensilagem; - Y% namassa verde, ** (P<0,01); ns= P>0,05, EPM = erfo padrao_ da
média; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P<0,05).
PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detrgente &cido; M S = matéria seca; MV=messavate uic
= unidades formadoras de col6nia; Lact/Ur 0,5% = L. plantarum 1x 10° ufdlg MV + uréa0,5%; Lact/Ur 1,0% = L. plartarum1x 10°
ufc/g MV + uréia 1,05%.

coerente com 0 pequeno aumento observado na fracéo fibrosa da forragem, os vaores de
DVIVMS dedas slagens modraram reducbes entre 04 e 4,3%, em rdacdo a
digedtibilidade origind da cana (ciculo com base nos dados das Tabdas 1 e 2). Limaet



a. (2002) reataram redugbes de 49 e 37%, respectivamente para FDN e FDA de
slagenstratadas com 0,1 e 1,5% de uréia, em rdlacéo asilagem sem aditivo.

O tratamento com uréia resultou em dlagens com pH dentro de um patamar
adequado a consarvacdo (Tabda 4), uma vez que sSlagens de boa qudidade podem
goresentar pH variando entre 36 e 4,2 (McDondd et d., 1991), sendo que a slagem
tratada com 0,5% de uréa goresentou pH proximo a0 encontrado por Moalina et d.
(2002) em cana-de-aclcar endlada com a mesma dose do aditivo (3,6). O teor de PB das
dlagens (Tabeda 5) correspondeu a0 esperado com a adicdo dos diferentes nivels de
uréia, indicando recuperacdo eevada do nitrogénio gplicado.

A alicio de uréa juntamente com bactérias homolaticas, tratamentos Lact/Ur
05% e Lact/Ur 1,0%, resultou em producles de etanol e perdas totais de MS iguas
(P>0,05) aos das slagens tratadas com as doses correspondentes de uréia exclusiva,
indicando que ndo houve beneficio da acdo conjunta dos aditivos. A acdo das bactérias
homol&icas ndo reduziu o pH destas slagens a niveis mais baixos que os das Slagens
tratadas apenas com uréia (P>0,05) (Tabela 4). Os dados disponiveis ndo permitem
explicar a reducdo na producéo de efluentes observada para o tratamento Lact/Ur 1,0%
(Tabea 4), tendo em vida que o teor de MS da dlagem (Tabela 5) foi semehante a0 de
outros tratamentos onde houve maior producéo de efluentes.

Os traamentos com NaOH resultaram em dlagens com teores de etanol
semehantes ao controle (P>0,05) e perdas totas de MS dentro dos niveis mais baixos
observados neste trabaho, gpesar das silagens terem gpresentado pH acima do nivel
maximo condderado adequado a edtabilizacdo de forragens endladas. As produgdes de
efluentes foran as menores (P<0,05) obsavadas. As DVIVMS foram as maores
(P<0,05) entre todos os tratamentos utilizados, sendo que as doses de 2 e 3% do dcdi
produziram slagens com digestibilidade maior (P<0,05) do que a que recebeu dose de
1%, e foram em média 46% mais digegtiveis do que a slagem controle (Tabda 4). Com
base nos dados das Tabelas 1 e 2 pode-se estimar que, as doses de 1, 2 e 3% de NaOH
promoveram, respectivamente, redugdes de 14, 7 e 5%, nas DVIVMS das forragens
durante o periodo de endlagem. De forma coerente com a maior digestibilidede das
dlagens, os tratamentos com 2 e 3% de NaOH resultaram em dlagens com as menores
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(P<0,05) concentracbes de FDN, FDA e lignina (Tabela 5), sendo que a FDN néo
sofreu aumento e a FDA apresentou aumento gproximado 4%, em relacéo a cana tratada
antes da endlagem (Tabda 3). A capacidade do NaOH em romper a edrutura e
olubilizar componentes da parede cdular (Mattos, 1985), compensou em grande parte o
aumento que deveria ser observado, na concentracdo destes nutrientes, em decorréncia
do consumo de CHOs durante a fermentacéo.

Redugbes dgnificativas na concentragdo de etanol de sSlagens de cana-de-acUcar
tratadas com NaOH, em concentragbes variando entre 3 e 4% na MS, foram reaadas
por Cagrillon e d. (1978) e Alcantara et d. (1989), o que ndo foi obtido neste
experimento. No entanto, o efeito do dcai sobre os componentes da fibra da slagem foi
menor no trabdho de Alcantara @ d. (1989), que obtiveram vaores goroximados de
60% de FDN, 43% de FDA e 10% de lignina, para a slagem tratada com 3% de NaOH,
a patir de cana-de-aclcar contendo 50% de FDN, 35% de FDA e 7% de lignina,
goroximadamente. Deve-se levar em condderagdo no entanto que, gpesar dos efetos
positivos que seu emprego possa apresentar, 0 hidrdxido de sodio tem sofrido restricBes
de uso na endlagem devido aos riscos ingrentes a sua manipulagdo, a vida Util das
méguinas e ab meio ambiente.

Os tratamentos com benzoato de sidio ndo reduziram a concentracéo de etanol e
as perdas totais de MS das slagens em relacéo ao controle (P>0,05) (Tabela 4). A dose
maior do produto resultou no menor aumento da FDN em reacdo a forragem fresca
(7%). A menor reducdo no vaor da digedtibilidede (7,2%), em rdacdo a cana antes da
endlagem, ocorreu com o0 maor nived de indusfo do &ddo, refldindo o menor
acréscimo sofrido na FDN, indicando que deve ter ocorrido menor perda de nutrientes
sollves para este tratamento. As perdas por efluentes foram acentuadas (25,2 kg/t em
média) e maores que a do controle (P<0,05), gpesar do teor de MS find ter Sdo, em
média, mais devado nas slagens tratadas com benzoato.

S0 escassos os trabahos de pesquisa com aditivos contendo benzoato de sodio.
Latemde e Lingvdl (1996) obtiveram efeito postivo com a aplicacédo de 0,15% de
benzoato em sSlagens de cgpim emurchecido, aravés de um aditivo contendo também
nitrito de sbdio e hexamina Foi obsarvado efeito benéfico sobre a consarvagdo das
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dlagens, com maor teor de carboidratos sollvels (68 vs 11% da MS), resultando em
dlagens com MS mais devada (40 x 36%), em comparacéo com a slagem sem aditivo.

A agplicacdo do sorbato de potasso ndo foi capaz de reduzir o teor de etanol e de
mehorar a DVIVMS das slagens em rdagdo a slagem sem aditivo (P>0,05). A dose
intermedi&ia do produto, no entato, reduziu as perdas totas de MS em
goroximedamente 39% e resultou em menor perda no valor da DVIVMS durante o
periodo de conservacdo, (9,2 vs 14,7%), em relacdo ao controle. A producdo de
efluentes da dlagem degte tratamento foi semdhante ao controle, embora os teores de
MSfind daslagem tenhaSdo mais evado (P<0,05).

Tabela 6. Efeito do periodo de conservacéo sobre os valores médios dos parametros de
fermentac@o, de vaor nutritivo e de perdas de MS, em dlagens de cana-de-
aglcar tratades com aditivos quimicos', inoculanttes microbianos e

combinagdes entre des®
Parametro Dias apos aensilagem Media EPM Eferto
90 dias 180 dias

Etanol %6 MS) 447 398 473 0,17 =
Perdatotal de MS (%) 122 151 13,6 0,22 **
DVIVMS(%) 50,7 488 49,7 0,17 o
Perda de gases(% MS) 8,64 105 9,58 0,29 **
Efluente (kg/t MV) 15,6 258 20,8 0,39 *
pH 390 3,87 3,88 0,02 ns
MSfinal (%) 26,7 26,3 26,5 0,06 *x
FDN (% MS) 59,3 60,2 59,8 0,20 *%
FDA (%MS) 415 427 42,1 0,14 *
Lignina (% M9 7,25 7,71 7,48 0,04 **
Cinzas (% M9 6,87 6,88 6,87 0,04 ns
PB (% M9 6,72 6,67 6,70 0,07 ns

*gonificalivo (P<0,05); ** signifrcaiivo (P<0,0I); ns= P>0,05.

! uréia, NaOH, benzoato de sdio, propionato de célcio, sorbato de potéssio; % L. buchneri, L. plantarum,

3L. plantarumuréia+ 0,5 e 1,0%

MS = matéria seca; MV = massa verde; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente &cido; PB = proteina bruta
Apesar de as doses utilizadas do sorbato ndo terem Sdo capazes de diminar a

producéo de etanol ou reduzi-la em rdacéo a cana-deaclcar endlada pura, Weinberg et

al. (1989) congaaram reducéo de 47% no teor do dcool (8,30 vs 15,7% da MS) e

menor perda de carboidratos sollveis, em sllagem de polpa Umida de laranja tratada com

0,05% de sorbato de potésso. Esses pesquisadores comentaram que o aditivo néo
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causou reducéo sgnificativa na contagem de leveduras e que o efeito, portanto, deve ter
ddo goenas de inibicdo da aividade destes microrganismos, € ndo de diminacdo dos
mesmos

Na Tabela 6 pode-se observar que a concentracéo de etanal foi 11% menor aos
180 dias (P<0.05), sugerindo intensficacdo nas perdas por voldilizacéo do dcool. As
perdas geradas por gases e efluentes foram, respectivamente, 22 e 65% maiores aos 180
dias de consarvacdo, resultando em perda totd de MS 24% maior, em relacdo a perda
aos 90 dias (P<0,01). Nota-se que apesar da producéo de efluentes ter Sdo crescente aé
0s 180 dias de consarvacdo, a perda de MS por lixiviagdo foi pequena em relacdo &
perdas gasosas, que foram responsdvels por 70% da perda totd de MS em ambos os
periodos. A DVIVMS sofreu reducéo de gproximadamente 3,7% dos 90 aos 180 dias, 0
que esta de acordo com as observacles deste projeto de pesquisa (capitulo 3), onde
condatou-se que 0 consumo de carboidratos sollvels, e a perda no vaor nutritivo em
dlagem de cana-de-aglcar, ocorrem quase que totdmente antes dos 60 dias de
estocagem. Esse fato sugere que, uma porcéo dgnificativa das perdas gasosas ocorridas
p0s este periodo de estocagem deve ser devida a perdas por volatilizacdo do etanal,
com pouca influencia sobre a DVIVMS. O pH, a concentragéo de cinzas e de proteinas
ndo sofreram dteracdo (P>0,05) entre os dois periodos consderados e 0os componentes
da parede cdular sofreram acréscimos com 0 aumento do periodo de estocagem
(P<0,01) denotando as perdas de componentes sollveis. Deve-se levar em condderacéo
gue os vdores devados das médias dos teores de proteina bruta das slagens, nos dois
periodos, ocorreram em consequéncia das dtas concentraces obtidas nos tratamentos

com uréda

4.3.2 Efelto dostratamentos sobr e a estabilidade aer 6bica das silagens

Nas Figuras 1, 2 e 3 podese notar que o vdor de edtabilidade aerdbica
propriamente dita, estabelecido como o intervao de tempo decorrido entre 0 momento
da exposicéo das slagens ao a e o momento onde ocorreu uma diferenca minima de
2°C entre a temperatura da massa de slagem e a temperaiura ambiente (referéncia),
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sofreu grande influéncia do tipo de tratamento impodo a slagem. Da mesma forma,
houve diferencas marcantes entre os tratamentos parao ADITE-5 (vide item 4.2.5).

Na Figura 5 obsarva-se que a slagem controle gpresentou estabilidade aerdbica
de 65 horas e ADITE-5 de 36 °C. N&o foram encontrados dados rdativos a estabilidade
agrobica de slagens de cana-de-aclicar para que fosse possivel estabelecer comparacOes.
Para dlagens de milho, vaores como 27 horas (Ranjit & Kung, J., 2000) e 43 horas de
edabilidade (Driehuis e d., 1999), paa slagens contendo 3,7 e 6,9% de CHOs
resduals, repectivamente, tém ddo relatados. Condderando-se que estudos prévios
indicaram que o teor de CHOs residuas em slagem de cana-de-aglicar pode ser de 6,3%
da MS (capitulo 3), ndo seria errada a sugestéo de que a estabilidade aerdbica obtida
nete trabdho, paa a dglagem controle foi rddivamente devada Contudo, a
comparacdo de dados de edtabilidade aerdbica deve ser feta com catda em
decorréncia de variagbes entre experimentos de fatores como: temperatura de referéncia
adotada, tamanho da diquota tomada para teste, populacdo de leveduras exigente na
forragem e condigBes ambientais. Levando-se em conta que a etabilidade aerdbicavaria

120 1 [ Estabilidade (horas)

O ADITE-5 (°C)
100 T

80

79
72
65
60 1 55
45
38
] 36
4 29
24 25
20
0 - . . . .

Controle Lact Buch  Lact/Ur0,5 Lact/Ur 1,0

Tratamento

Fgura5 - Estabilidade aerdbica e ADITE-5 em slagens de cana-de-aclicar sob 0 efeito
da inoculagio com L. plantarum (Lact), L. buchneri (Buch) e das
combinagbes de L. plantarumcom uréia (Lact/Ur 0,5 e Lact/Ur 1,0)

* Actmulo da diferenca média, entre a temperatura ambiente e a temperatura das silagens, nos primeiros 5 dias de
exposi¢ado ao ar.
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em funcéo de diversos fatores, como os teores de MS, de carboidratos sollvels resduais,
da concentracdo dos &cido acético e butirico e da contagem de leveduras nas slagens
(McDondd e d., 1991), torna-<e difidl identificar 0 motivo do vaor rdaivamente dto
da estabilidade neste caso. Pode-se, no entanto, levantar a hipotese de que o etanal, que
tem poder fungicida acima de ceta concentracdo (Gutieres1991; Driehuis &
Wiksdaar, 2000), foi responsive pea inibicdo do desenvolvimento das leveduras e
mofas, aumentando a estabilidade aerdbica da slagem.

A inocuacgo com L. plantarum (1 x 1P ufc/g MV) ocasionou reducéo de 63%
na edabilidade, e aumento de 26% no ADITE-5, da slagem em rdacéo ao controle
(Figura5). Os resultados de diversos traba hos mostram que ainoculacéo com eta

120 E Estabilidade (horas)
120 7 113
OADITE-5 (°C)
100 4
79
80
65 65 65
60 -
48
44
] 36
40 30
19
20 1 13
7
0
0+ . . . .

Controle  Ureia0,5 Ureial0 Ureial5 NaOH 10 NaOH 20 NaOH 3,0
Tratamento
Figura6 - Estabilidade aerdbica e ADITE-5 de slagens de cana-de-aclicar sob o efeito

dos tratamentos com uréiae NaOH, em diversas concentragies

* Acimulo da diferenga média, entre a temperatura ambiente e atemperaturadas silagens, nos primeiros 5 dias de
exposicdo ao ar.

bactéria homolética, na ordem de 1,5 x 10* a1 x 10° ufcd/g, normamente causa pequena
ou nenhuma mehora na eabilidede aerdbica das slagens tratades (Higginbothen et d.,
1998; Ranjit & Kung, 2000) sendo que Sua acéo caracteriza-se pela queda mais rgpida
do pH, diminuindo o periodo de fermentac@o e as perdas de MS, resultando em slagens
com maiores teores de CHOs residuais. Como a inoculagdo com estas bactérias ocasona
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normamente menor producdo de &acido acético, que tem efeto fungicida, e maor
producdo de &cido l&ico, que serve de subdrato para microrganismos aerdbicos,
juntamente com os CHOs sollvels residuais (McDondd et d., 1991), edas slagens
tornam: seind@vels na presenca de oxigénio.

120 1 E Estabilidae (horas)
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0 T T T T T T T T T 1
Controle Prop 0,05 Prop 0,1 Prop 0,2 Benz 0,05 Benz 0,1 Benz0,2 Sorb 0,015 Sorb 0,03 Sorb 0,045
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Figura7 - Estabilidade aerdbica e ADITE-5 de slagens de cana-de-aclicar sob o feito
dos tratamentos com propionato de cacio (Prop), benzoato de sodio (Benz) e
sorbato de potéssio (Sob), em diversas concentraces

* Acumulo da diferenga média, entre a temperaturaambiente e atemperaturadas silagens, nosprimeiros5 diasde
exposicdo ao ar.

A gplicagdo combinada de L. plantarum com 0,5 e 1,0% de uréa (Lact/Ur 0,5 e
Lact/Ur 1,0) resultou em Slagens que goresentaram, respectivamente, etabilidades 15 e
22% maores e ADITE-5 15 e 2% menores do que os tratamentos onde a uréa foi
gplicada pura, nas mesmas concentragdes. Pode-se notar que o tratamento Lact/Ur 1,0
resultou em estabilidade igua a0 tratamento com 1,5% de uréa, no entanto, goresentou
ADITE-5 goroximadamente 2 vezesmaior (Figuras 1 e 2).

A gilicacdo do inoculante contendo L. buchneri resultou em glagens com
edabilidede aerdbica 11% maor e ADITE-5 30% menor, em rdacéo ao tratamento
controle (Figura 5). Efeitos pogtivos da adicdo desta bactéria heteroldica sobre os
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padmetros de avdiacdo de edabilidade aerdbica tém ddo reaados de forma
condgente. Os resultados obtidos nete experimento, onde as bactéias foram
adicionadas para aingir 364 x 10° ufdlg de forragem, néo foram t8o favoraveis quanto
0s reportados por Driehuis et . (1999) que, com a adicio da bactéria na dose de 1 x 10°
ufc/g, obtiveram slagem de milho estavd por mas de 792 horas, sendo que a slagem
controle permaneceu estével por gpenas 43 horas. Os resultados do presente experimento
podem ser consderados superiores aos relatados por Ranjit & Kung, J. (2000) que, para
o nivel de aplicacdo da bactéria de 1 x 10° ufclg, obtiveram slagem de milho com
edabilidade de gpenas 36 horas. No entanto, esses mesmos pesquisadores obtiveram
slagem de milho estéave por mas de 900 horas, com a gplicacdo do inoculante em dose
aficente para aingir 1 x 10° ufc/g de forragem. Driehuis e d. (2001) obtiveram
slagens de cgpim azevém (Lolium perenne) emurchecido, com edtabilidade superior a
480 horas com a aplicagio de L. buchneri em taxas de 1 x 10° e 3 x 10° ufc/g. No
entanto, a dlagem controle gpresentou teor de &cido acético de 3,17% na MS e
estabilidade de 183 horas, sendo que os autores sdientaram que a microflora epifita da
dlagem controle foi predominantemente representada por bactérias da epécie L.
buchneri. Isto sugere que o nivel de aplicacio de 1 x 10° ufc/g poderia ndo ter sido 2D
efidente s¢ nd0 houvesse a agcdp conjunta das bactérias origindmente presentes na
forragem.

Na Figura 6 pode-se condatar que a Slagem tratada com a menor dose de uréia
gpresentou estabilidade aerdbica 25% menor e ADITE-5 23% maior do gue o controle e
gue a sSlagem tratada com a maior dose resultou em edtabilidade 22% maior e ADITE-5
63% menor em relacdo a Slagem ndo aditivada Estes dados evidenciam o aumento do
poder inibidor do desenvolvimento de leveduras, que SO0 0s principas agentes
causadores da deterioracéo aerdbica, com 0 aumento da dose de uréia, de forma
condgente com os dados da Tabda 4 que indicam tendéncia de reducdo nas perdas
totais de MS e de menor concentracdo de etanol nas Slagens, o que também indica
maior acdo sobre as leveduras, com 0 aumento da dose do aditivo. A cgpacidade da uréa
em diminuir a populacio de leveduras e mofos, aumentando a edtabilidade aerdbica des
dlagens, é bem conhecida (Rotz & Muck, 1994; Bolsen et d., 1995), sendo que Britt &



63

Huber (1975) congaram que sSlagens de milho, tratadas com 05 e 1,0% de uréa,
demoraram 11 e 12 dias respectivamente, para goresentarem Snas visivels de
desenvolvimento de fungos, quando exposias ao a.

A gplicacdo do NaOH por sua vez, resultou em efeto inverso ao da uréia, sobre a
edabilidade das slagens ou sga, houve diminuicgo da edtabilidade e aumerto dos
ADITE-5s com o aumento da dose do dcdi (Figura 6). A estabilidade da slagem tratada
com a menor dose de NaOH foi 85% maior do que a da slagem controle, mantendo-se
eddve por 5 dias. Para a dose intermedi&ia do produto, houve pequena reducéo ra
edabilidade e pequeno aguecimento da slagem durante os primeiros 5 dias de exposicéo
a0 a, mas a golicacd da maor dose produziu Slagem com edabilidade smilar a do
controle, mas com ADITES 47% menor. Nas Tabelas 2 e 3 pode-se notar que o
aumento das doses de NaOH resultou em maiores DVIVMS e menores teores de FDN e
FDA, sugerindo que houve aumento da disponibilidede de CHOs, com o aumento da
concentragdo do dcdi. Edes fatos refletiram-se na diminuicdo da esabilidade com o
aumento da quantidede de NaOH gplicado & Slagens, provavemente devido a maior
disponibilidade de substrato para desenvol vimento dos microrganismos aerdbicos.

O s de &ido propidnico, quando aplicado na dose de 0,1% na forragem,
resltou em dlagem com edabilidede e ADITE-5 samdhantes a0 da Slagem sem
aditivos, no entanto, 0 aumento e a diminuicdo da dose, resultaram em dlagens menos
eddves e que agueceram mais durante 0s primeiros cinco dias de aeracdo (Figura 7). Os
efeitos aqui obtidos, para a concentragcéo de 0,1% do é&cido, foram superiores aos
relatados por Kung, J. e d. (2000) e Ranjit & Kung, J. (2000) que relataram
edabilidade de 37 horas em dlagem de milho tratada com a mesma dose do produto,
entretanto, Kung, J. e d. (2000) obtiveram aumento da estabilidade com o aumento da
dose para 0,2%, de modo inverso ap ocorrido no presente experimento, onde a maior
concentracdo do &cido resultou em reducéo de 37% na estabilidade. Pode-se supor que
tal fato tenha ocorrido porque a maior dose de propionato foi cgpaz de reduzir a perda de
CHOs durate a fermentacéo (Tabela 4), mas ndo foi suficente para conter 0 seu

CoNsUMOo pelas microrganismos, por muito tempo, na Stuacdo de aerobiose.
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O benzoaio de sodio modrou efeito crescente na estabilidade aerdbica com o
aumento da sua concentracdo na dlagem, contudo, gpenas o tratamento com a maor
dose promoveu mehoria na edtabilidade em rdlacdo a0 controle, com estabilidade 20%
maor e ADITE-5 70% menor (Figura 7). Os efeitos do benzoato, seguiram a tendéncia
de aumento na inibicdo da fermentacdo dcodlica e de reducéo nas perdas de MS, com 0
aumento da dose do &cido obtidos durante a estocagem da slagem (Tabela 4). Létemée
e Lingvdl (1996), avdiando aditivos contendo benzosto de sddio combinado a
hexamina na consavacdo de dlagens de cgpim azevém emurchecido, observaram
aumento dgnificativo na estabilidade aerdbica com a aplicacdo 0,15% do &ddo a
slagem.

O efeito do sorbato de potassio sobre a estabilidade aerdbica da forragem (Figura
7), seguiu 0 mesmo padrdo observado durante o periodo de enslagem, ou sga, a dose
intermediaria propiciou 0 mehor vador de edabilidade aerdbica, da mesma forma que
resultou nos menores valores numéico de perda de gases e de MS totd. No entanto,
nenhuma das doses empregadas modrouse cgpaz de mehorar expressvamente a
edabilidade em rdacéo ao controle, embora tenha havido reducéo de 31% no ADITE-5,
com 0 uso da dose de 0,03% do produto.

4.4 Conclusdes

Aditivos B0 cgpazes de reduzir as perdss de MS e de vdor nutriivo na
endlagem da cana-de- aclicar, aumentando também a sua estabilidade aerdbica

A tomada de deciso peo aditivo adequado é fundamenta, do contr&io exise a
possihilidade de se obter efeitos opostos a0 desgado, podendo ocorrer aumento da
producdo de etanol e da perda de vaor nutritivo durante a estocagem das silagens.

Alguns aditivos foram eficientes em poupar carboidretos sollveis durante a fase
de fermentacdo mas resultaram em Slagens menos eddvels, quando edas foram
expodas a0 a, indicando que, a escolha de aditivos deve consderar a consarvacéo de
nutrientes, desde afase de fechamento dos slo até a oferta da slagem aos animais,



5DINAMICA DA FERMENTACAO, DAS PERDAS DE MATERIA SECA E
ESTABILIDADE AEROBICA DE SILAGENS DE CANA-DE-ACUCAR
TRATADASCOM ADITIVOSQUIMICOSE MICROBIANOS

Resumo

O objetivo deste experimento foi comparar 0 efeito de trés aditivos quimicos e
dois inoculantes microbianos sobre a dindmica da fermentacdo, perdas de matéria seca
(MS) e da digedibilidade “in vitro” (DVIVMYS) durante o processo de consarvacdo de
slagens de cana-de-aglicar e ainda determinar seus efeitos sobre a estabilidade aerdbica
das dlagens. A cana foi colhida apds 12 meses de rebrota e endlada em bades de
plagtico de 20 litros adeptados, com vévulas para diminacio de geses, e digogtivo
paa colheta de efluentes Os aditivos avdiados foram (% na messa verde): uréa
(05%), benzoato de sbdio-BENZ (0,1%), sorbato de potasso-SORB (0,03%), L.
plantarum-BAL (1 x 10° ufc/g) e L. buchneri-BUCH (3,64 x 10° ufclg). As silagens
foram amostrados apds 2, 10, 31, 62, 94 e 144 dias de fermentacéo. As perdas de MS
totd, de gases e de efluentes foram avdiadas por gravimetria e a edtabilidade aerdbica
pelo controle da temperatura das Slagens expodas a0 ar. A adicdo de uréa, BENZ,
SORB e BUCH resultou em slagens com menor teor de etanol (P<0,05) em rdacdo a
dlagem controle que foi de 4,05% da MS, mas o traamento BAL causou aumento na
concentracdo do dcool. Uréia e SORB causaramn aumentos (P< 0,05) na perda tota de
MS em rdacdo ao controle, que foi de 6,82%. A gplicacdo de urd@a resultou em
aumento, e a inoculacd com BAL em reducdo, na DVIVMS (P<0,05). O tratamento
com BENZ resultou na slagem com maor (P<0,05) concentragdo de carboidratos
uves (134% da MS). As curvas de regressio representando a tendéncia tempord
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indicaram que: a producéo do dcool aingiu os pontos de maior concentracdo entre 60 e
90 dias de ensilagem; aperda de MS na forma de gases se prolongaram adém dos 90 dias
de enslagem e foi menor para o tratamento com uréig o tratamento com L. buchneri
resultou em tendéncia de maior perda de aclcares ao longo do tempo; os tratamentos
com uréia e sorbato, gpesar de ndo terem apresentado 0s maiores nivels de perdas
gasosas, foran 0s que acumularam as maores perdas totais e goresentaram maor
producéo de efluentes, as DVIVMS das dlagens dos tratamentos com uréia, benzoato e
orbato  goresentaram  tendéncia liner de diminuicdo com 0 passr do tempo,
provavdmente como efeto de uma tendéncia de producéo crescente de efluentes destas
dlagens. Os aditivos BENZ e BUCH médhoraram a estabilidade aerdbica das slagens,
em relacéo ao tratamento controle (78 e 72 h vs 48 h).

AEROBIC STABILITY, FERMENTATION AND DRY MATTER LOSSES
DYNAMICSIN SUGAR CANE SLAGESTREATED WITH
CHEMICAL AND MICROBIAL ADDITIVVES

ummary

The mgor objective of this trid was to compare the effects of additives, screened
in experiment I, on slage fermentation and DM losses dynamics and agrobic gability.
Treatments were (wet bass): urea (0.5%), sodium benzoate-BENZ (0.1%), potassum
sorbate-SORB (0.03%), L. plantarum-LAB (1 x 10° cfu g*) e L. buchneri-BUCH (3.64
x 10° du g?). Sugar cane (12 month of vegetative growth) was ensiled in 20 L pladtic
buckets provided with vaves for gases rdesse and a device for effluent collection.
Laboratory dlos were kept under ambient temperature. Totd DM, gases and effluent
losses were evduaed through gravimetry. Comparing trested Slages with control after
9 days from seding indicated: urea, BENZ, SORB and BUCH resulted in slages with
less etanol, however LAB resulted in higher ethanol concentration (P<0.05); urea and
SORB trestments decreased totd DM losses (P<0.05); IVDDM weas higher for urea and
lower for LAB treated slages (P<0.05); water soluble carbohydrates (CHOs) content
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was higher in BENZ trested slage (P<0.05). Regresson dopes performed through 144
days after ensling indicated: ethanol yidd was maximum between 60 and 90 days gases
losses were extended up to 90 days and was inhibited in urea trested slage, BUCH
inoculated slages showed a trend for depleted CHOS pool; trestments with urea and
SORB reaulted in glages with increesed totd DM and effluent losses, 1VDDM
decreased linearly across time in chemicdly trested, probably due to the increased
effluent yidd. BUCH and BENZ improved slages agrobic sability over control (78 and
72hvs48h).

5.1 Introducéo

A endlagem da canade-aclicar tém ddo redizada como forma de s evitar
problemas de mango dos canavias, quando o volume empregado desta forrageira
dificulta o corte di&io, ou na ocorréncia de incéndios e geadas. No entanto, Slagens de
cana-de-aglicar produzidas sem a utilizacdo de aditivos, que controlem a producéo de
etanal, resultan em forragens de baixa quaidade, néo permitindo desempenho adequado
dos animais com das dimentados, goresentando perdas excessvas de matéria seca e de
dementos nutritivo durante sua consarvacéo (Alli et d., 1982, Kung, J. e Stanley, 1982;
Coanet al., 2002).

A aplicacdo de uréa pode mdhorar a qudidade das slagens de cana-de-aclcar,
diminuindo a populacéo de leveduras e mofos, reduzindo a produgéo de etanol, as perdas
de MS e de carboidratos solUveis, propiciando melhor composicdo bromatologica nas
dlagens, em comparacédo a slagens sam aditivos (Alli et d., 1983). Entretanto, nos
poucos trabahos recentes onde se avdiou o0 efdto da uréia na enslagem da cana-de
aclcar, no Bradl, ndo se observou reducéo no teor de etanol, embora tenha havido
menores perdas totas de MS (capitulo 4 ) e mehoria de dguns pardmetros nutricionals
das dlagenstratadas (Limaet d., 2002), com variagao entre diferentes doses do aditivo.

Os &cidos sorbico e benzoico tém demongrado efeito inibidor sobre leveduras e
mofos, melhorando a consarvagéo e a edtabilidade aerdbica de slagens (Ohyama et d.,
1975; Britt et d., 1975; Létemée e Lingval, 1996). Em etgpa anterior deste projeto de
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pesquisa, estes produtos foram avdiados em diversas doses como aditivos na enslagem
da cana-de-aclcar (cepitulo 4) e, embora ndo tenha ddo detectado efeito sobre a
concentragdo de etanol das dlagens, foi corstatado que o tratamento com sorbato de
potésso (0,03%) posshilitou reducdo dgnificativa na perda totd de MS e que o
benzoato de sodio (0,1%) demonstrou efeito positivo sobre a DVIVMS e a estabilidade
aerobicadas slagens.

Inoculantes microbianos  contendo as bactérias heterofermentetivas L. buchneri,
que produzem &cido acético dém do &ddo l&ico, tém Sdo cgpazes de reduzr a
populacdo de leveduras e de aumentar a estabilidade aerdbica de slagens de graminess
de cima temperado (Ranjit and Kung, J., 2000, Taylor e d., 2002). A primera
avdiacdo do seu uso na endlagem da cana-de-aclcar (capitulo 4), resultou em reducéo
de gproximadamente 56% na perda totd de MS e reducéo na producéo de etanol (1,95
Vs 3,82% daMS), em rdacéo asilagem néo aditivada

Na tentativa de mehorar a qudidade das sSlagens de canade-aglcar, adguns
pecuarigas tém utilizado inoculantes contendo bactérias homofermentatives produtoras
de &ido l&ico. A intendficacéo da producdo de é&cido laico normamente ecareta
reducdo das perdas de MS das slagens, promovendo o rgpido abaixamento do pH e
edtabilizacdo da forragem (McDondd et d., 1991). No entanto, é fato conhecido que
goenas 0 abaxamento do pH ndo € suficdente para impedir o desenvolvimento de
leveduras e que o &ido laico tem baixo poder fungicida (McDondd et d. 1991), de
forma que, 0 seu emprego na consarvacdo de Slagens de cane-de-aglicar mostrou-se
prejudicia a0 processo de fermentacdo, triplicando o teor de etanol (12,5 vs 3,82% MYS)
e provocando reducdo na digestibilidade daM S da silagem (41,2 vs 45,4%) (capitulo 4).

Apbs a abertura dos slos, a exposicdo da forragem a0 oxigénio € inevitavd
permitindo 0 crecimento de microrganismos agrdbicos facultativos que causam a
deterioraci0 da slagem, sendo que, também durante 0 periodo de estocagem agum
oxigénio pode penetrar por difusio, ou por dano fisco, aravés do materid usado na
cobertura do slos. O processo de deterioracdo aerdbica € iniciado por leveduras e a
medida que ocorre 0 processo de oxidacdo dos produtos da fermentacéo da slagem, o

pH se deva e outros microrganismos comegam a proliferar, em um processo que resulta
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em perdas de componentes nutritivos da slagem, e que pode também comprometer sua
qudidade higiénica, devido a0 desenvolvimento de microrganigmos  patogénicos
(Driehuis et d, 1999).

O presente experimento tem como objetivo avdiar o efeito da aplicacéo da uréia,
do benzoato de sbdio, do sorbato de potésso e de inoculantes microbianos contendo L.
plantarum e L. buchneri, sobre a dindmica da fermentacéo e das perdas de MS durante o
processo de consarvacdo de sSlagens de cana-de-aclcar, estabelecendo as curvas de
tendéncia tempord dos diversos parametros, determinando ainda o efeito destes aditivos
Sobre a estabilidade aerdbica das Slagens.

5.2 Material e M é&odos

A canade-aglicar, variedade RB785841, foi colhida madura (aproximadamente
12 meses de aestcimento; segundo corte) com colhedora (Mentamito) acoplada ao trator,
regulada para corte com tamanho de particulas médio entre 5 a 10 mm. A endlagem foi
redizada no dia 19 de julho de 2002 e os minislos foran mantidos em locd coberto,
sob temperaiura ambiente, no Setor de Ruminantes do Departamento de Zootecnia da
ESALQ/USP de Piracicaba, SP. O teor de aglcares da cana-de-aglicar foi avaiado

através de refratbmetro de campo, e indicou vaor médio parao grau brix de 17,4.
5.2.1 Silosexperimentais e producdo das slagens

Como slos experimentais (unidades experimentals) foram utilizados bades de
plagico de 20 litros (minisilos), com tampas préprias a vedacdo adaptadas com vavulas
do tipo Bunsen, para avaiacdo das perdas gasosas durante a ensilagem. No fundo de
cada bade foram colocados dois quilos de areia seca, separados da Sllagem por tela fina
de plagtico e duas camadas de tecido fino de agoddo, com vidas aavdiacdo quantitativa
de efluentes.
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A endlagem foi redizada, compactando-se com os pés camadas de 5 a 10 cm de
egpessura da cana-de-aclicar picada, buscando-se aingir a maior quantidade possivel de
foragem em cada bdde paa uniformizacdo da densdade das slagens entre os
minidlos. Aproximadamente 9 kg de forragem foram enslados em cada balde,
resultando em densidade gproximada de 500 kg/nT na slagem, levando-se em conta 0
volume do bade que foi preenchido com aréa

Apés 0 enchimento, os dlos expeimentas foram fechados com as tampas
apropriadas e pesados, apos 0 que as tampas foram vedadas com fita pléstica adesiva

5.2.2 Tratamentos e aplicacdo dos aditivos

Os aditivos quimicos testados foram a uréia, na forma de fertilizante granulado
contendo 45% de N, o benzoato de sddio na forma de granulado sollvel e o sorbeto de
potésso em po live. Os inoculantes microbianos  utilizados foram: Ecosyl (ECOSYL
Products Limited - nimero de registro na Inglaterra: 3155665), contendo cepa da
bactéria homoldica Lactobacillus plantarum e um inoculante ndo comercid contendo
bectérias heterol&icas Lactobacillus buchneri (cepa NCIMB 407880), fornecido pela
Biotd Ltd (Cardiff, UK).

Os aditivos foran midurados uniformemente & cana-de-aclcar, em solucdes
aquosss e por meio de pulverizador cogd, momentos antes da endlagem, para obtencdo
das seguintes concentracbes (em relacdo ao peso da forragem fresca): uréa 0,5%;
benzoato de sidio 0,1% e sorbato de potassio 0,03%. Os dois inoculantes microbianos
foram aplicados de acordo com a recomendacéo dos fabricantes visando-se a adicdo de 1
x 10° ufc/t de forragem, parao L. plantarume 3,64 x 10° ufc/t para o L. buchneri. A uréia
fol aplicada utilizando-se 30 L de solucdo/t de forragem. Para a gplicacdo dos aditivos
BENZ e SORB utlizourse 12 L de solugdo/t. Os inoculantes microbianos  foram
golicados em baixo volume, ou sga, 1,89 L de solucdo/t de forragem, utilizando-se
pulverizadores manuais pequenos com capacidade para 500 ml.
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5.2.3 Avaliacdo das perdas e amostragem das silagens

Os minislos foram pesados, e amodirados, decorridos 2, 10, 31, 62 e 94 e 144
dias da endlagem. As datas foram estabdecidas para que fose possivel a determinacéo
das curvas de tendéncia tempora dos parametros de fermentacdo, dos indicadores de
perdas de matéria seca e dos componentes indicadores do vaor nutritivo das Slagens.
Os bades foram pesados também antes da ensilagem, com a tampa e contendo o0 aparato
para colhata de efluentes, para que fosse possivel o cdculo do peso liquido da forragem
contidaem cada slo experimentd e, posteriormente, dos efluentes.

Em cada dia de amodragem procedeu-se aretirada das fitas adesivas e pesagem
dos minislos ates da abertura, gpés 0 que redizava-se a tomada de amodras de
dlagem, retirada da forragem dos bades e pessgem dos mesmos contendo gpenas 0
aparao de colheta de efluentes. Cada amodra de slagem foi compoda por duas a trés
porcdes retiradas da pate centrd da massa de forragem contida em cada slo. As
amodtras destinadas a determinacdo do pH, dos teores de etlanol e carboidratos sollvels
em &ua (CHOs), foram colocadas em sacos de pléstico e estocadas em congelador ¢
5°C) e as amodras Uutilizadas para as demas andises bromatoldgicas foram colocadas
em sacos de papel e secas em estufa com ventilagdo forgadaa 60°C por 48 h.

A perda de matéia seca na forma de gases foi caculada pea diferenca entre o
peso bruto inidd e find dos miniglos e a quantidade de efluentes pea diferenca entre o
peso inicid e find dos bades contendo apenas a areig, a tda plédtica e o tecido de
adgoddo. A perda totd de matéria seca das Slagens, foi caculada pea diferenca entre o
peso da maéria seca da forragem iniciadmente colocada em cada minislo e o peso da
matéria seca da slagem no dia da abertura

5.2.4 Analises quimico-bromatoldgicas
As amodras secas de Slagem foram moidas contra peneira de maha de 1 mm e

poderiormente  andisadas pdo méodo da espectroscopia de  reflectncia  de
infravermeho  proxima (NIRS) (Bezaghi e d., 1997, Cozzoliino e d., 2001)



72

utilizando-se um espectrofotdmetro modelo NIRS 5000° (NIRSystems, Silver Spring,
MD, USA). A andise utilizou comprimentos de onda entre 700 e 2100 nm e 0S epectros
das amodras “escaneadas’ foram amazenados em curvas log (U/R) em intervalos de
2nm. O méodo de sdecdo exigente no “software’ do equipamento identificou as
amodras digantes mas de 3 H (digéncia padronizada de Mahdanobis) da média,
“outliers’, que foram exduidas. Adotando-s= uma diténcia minima de 06 H entre
amodras (Shenk & Wedterhaus, 1991), foram sdecionadas as que deveriam ser
andisadas peos méodos da bromatologia convenciond. De posse dos resultedos destas
andises, 0 programa do equipamento NIRS foi capaz de inferir a composcéo quimica e
bromatol dgica das demais amodtras.

As andises das amodras sdecionadas pelo méodo NIRS foram redizadas como
s|gue

- matériasecaem estufaa 105 °C por 8 horas.

- amaéiaminerd (cinzas) foi obtida pelaincineracéo das amogtras em muflaa
600 °C por 3 horas.
- 0s teores de fibra em detergente neutro (FDN) e a digedtibilidade verdadeira “in

vitra” maéria seca (DVIVMS) foram determinados dravés do méodo ANKON©
Fiber Andyser (ANKON Technology Corporation, Fairport, NY).

- os teores de fibra em deegente &cido (FDA) e de lignina (LIG) foram
avdiados segundo 0s métodos propostos por Van Soest et d. (1985) e a proteina bruta
(PB) segundo AOAC (1990).

- 0 teor de PB para o tratamento com uréa foi determinado pelo méodo macro
Kjeldahl (AOAC, 1990), em amodras Umidas de slagem que haviam Sdo mantidas
congdladas (- 5°C).

Os teores de etanol e de CHOs foram determinados em extralos aquosos das
amodtras de silagem, obtidos segundo méodo descrito por Kung, J. (1996). Para isto,
25 g de amodra Umida foram processados com 225 mL de &ua dedilada, em
liquidificador, durante um minuto. Em seguida, 0 maerid foi filtrado em pgpd de filtro
Whatmar? 54, adidificado com H,SO, a 50% e centrifugado, sendo o extrato liquido
armazenado em congelador ¢ 5°C) aé o momento das andises. O pH foi determinado
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nos extratos, attes da filtragem, aravés de um potencdmetro digitd da marca
Digimecf, moddo DM 20. As andises do teor de eanol foram redizadas nos
|aboratdrios do Setor de Aclicar e Alcool do Departamento de Agroindistria Alimentos
e Nutricio da ESALQ/USP de Pirecicaba, por meio de cromadgrafo a gases com
detector de ionizacdo de chama, marca Gregdrio e Ciolio, moddo CG-37D. As
determinagbes dos teores de CHOs foram redizadas peo méodo colorimérico de
Dubois e d. (1956), diluindo-se 0s extratos aquosos das amodras de dlagens, na
propor¢do de 1mL de extrato para 20 mL de &gua destilada

5.2.5 Caracterizacdo da micr oflora epifita

Amodras foram tomadas, da cana-de-aglcar antes da endlagem e das slagens
nos dias de abetura dos dlos expaimentas paa identificacdo e contagem das
leveduras presentes na forragem. As amodiras (gproximadamente 25 g) foram colocadas
em sacos de plégico e mantidas resfriadas em caixas de poliestireno (isopor) contendo
bolsas de gelo, sendo encaminhadas no dia seguinte para andise no Laboratdrio de
Micatoxinas do Departamento de Microbiologia do Indituto de Ciéncias Biomédicas da
USP em S&o Paulo, SP.

5.2.6 Avaliacdo da estabilidade aer 6bica

A edtabilidade aerdbica das slagens (expressa em horas) foi avdiada aravés do
controle da temperatura das slagens expostas a0 ar, segundo método adaptado de Kung,
J. (2000). Por ocadé@ da abertura dos minislos redizada aos 90 dias de enslagem,
amodras em triplicata, de gproximedamente 35 kg das Slagens de cada tratamento,
foram colocadas sem compactacdo em bades de plasico sem tampa, mantidos em
ambiente coberto. As temperaturas foram tomadas 2 vezes ao dia (8:30 e 17:30 h) por
meio de termdmetros posicionados no centro geométrico da messa de forragem de cada
balde. Consderouse 0 inicio da deterioracdo quando a temperatura das slagens atingiu
2°C acima da temperatura ambiente, que goresentou média de 24,7°C e vaiacdo entre
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22 e 28°C, tendo sSdo medida com um termdmetro locdizado proximo aos bades.
Também foi condderado na avdiacéo da edtabilidade aerdbica, o acimulo de cinco e
dez dias, da diferenca média didria entre a temperatura das Slagens expostas a0 a € a
temperatura ambiente (ADITE-5 e ADITE-10; expressos em °C).

5.2.7 Andlise estatistica

Na avdiacdo da dindmica da fementacdo das dlagens, o deineamento
expeimental utilizado foi o inteiramente casudizado, com trés repetigdes, em esguema
de parcdas subdivididas (split-pot), sendo os fatores das parcdlas os tratamentos e o
fator tempo atribuido asubparcela (2, 10, 31, 62, 94 e 144 dias). O teor de MS inicid da
cana-de-aglicar de cada tratamento foi testado como covaridvel, e diante da auséncia de
efeito foi removido do moddo origind. O moddo proposo foi andisado peo PROC
GLM do SAS (SAS, 1988) e as comparagies das médias foram redizadas utilizando-se
0 Méodo dos Quadrados Minimos (LSMEANS). Foram decdlaradas sgnificaivas as
diferencas entre médias a partir de P<0,01). Aplicouse o teste F para contraste, a partir
do desdobramento dos graus de liberdade. O objetivo foi comparar os parametros das
silagens nos periodos de ensilagem.

Na avdiacdo da estabilidade aerdbica das dlagens, empregouse 0 ddineamento
experimental inteiramente casudizado, com sas traamentos e trés repeticdes. O modelo
proposto foi andisado pedo PROC GLM do SAS (SAS, 1988) e as comparagies das
médias foram redizadas utilizando-se 0 Méodo dos Quadrados Minimos (LSMEANS).
Foram declaradas significativas as diferencas entre médias a partir de P<0,05. Aplicou
se o teste F para contraste, a partir do desdobramento dos graus de liberdade,

5.3 Resultados e Discussao

A composicdo da cana-de-aglcar (Tabela 7) indicou teor de MS médio, teores
dos componentes da fibra devedos e DVIVMS baxa, em rdagdo aos vaores
encontrados em avaiacOes recentes, de variedades indudrias, redizadas por Andrade et



a.(2002) e Rodrigues et a. (2001). Esses autores relatam teores variando de 37 a 24%
para MS; 56 a 36% para FDN; 36 a 21% para FDA; 7 a 3% para lignina e 69 a 58%
paa DVIVMS, em “canas plantas’ colhidas aos 12 meses de idade. O teor inicid de
carboidratos sollvels (CHOs) foi determinado gpenas na amostra da cana-de-aglcar do
tratamento controle, podendo ser condderado devado, em reacéo vaores rdatados em
trabalhos de pesquisa redizados no Brasl, que Stuamse ao redor de 18% (Coan et d.,
2002, Bernardes et d., 2002). Trabadhos redizados no exterior indicam vaores mais
dtos, como 52% de CHOs na MS para cana-de-aglicar colhida aos 7,5 meses de
crecimento (Alli & Baker, 1982) e 34% de CHOs para cana colhida aos 16,5 meses
(Alli et d., 1983). No entanto, o teor de CHOs foi semdhante ao encontrado em
avdiacéo anterior deste projeto de pesquisa (capitulo 3), para cana-de-acUcar colhida
goroximadamente no mesmo estéadio de desenvolvimento.

Tabela 7. Composicéo da cana-de-aglicar fresca, pura e gpos a adicéo dos aditivos

Tratamento® pH MS CHOs. Etanol PB FDN FDA Lignina Cinzas DVIVMS

(%) (% MS) (%)
Controle 595 203 233 0,21 343 555 374 6,80 8,10 513
Uréia0,5% 583 299 nd nd 313 54,5 36,6 6,69 7,93 52,0
Benzoato0,1% 589 297 nd nd 3,28 53,6 36,3 6,66 8,555 51,8
Sorbato 0,03% 582 31,3 nd nd 342 575 385 6,88 8,13 49,6
L. buchneri 578 31,3 nd nd 3,32 551 36,8 6,75 7,56 51,9
L.plantarum 581 315 nd nd 334 41 36,3 6,64 794 52,3
Média 585 305 233 0,21 3,32 55,1 37,0 6,74 8,03 51,5

9% damassa verde.

PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente &cido; DVIVMS = digestibilidade verdadeira in
vitrodaMS; MS = matéria seca; MV = massa verde; ufc = unidades formadoras de coldnia.

L. buchneri => 3,64 x 10° ufc/lg MV; L. plantarum => 1x 1¢° ufc/g MV.

5.3.1 Efeto dos tratamentos e do periodo de ensilagem sobre a composicéo e as
perdasde M Sdassilagens

O teor de eanol da slagem do tratamento controle (Tabea 8) pode ser
condderado baixo, sendo que os vaores encontrados na literatura Stuam-se entre 5,5%
e 155% de eanol na MS (Preston e d., 1976; Kung, J. and Stanley, 1982) para
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slagens de cana-de-aclcar colhida aos 12 meses de crescimento e ensilada sem aditivos.

As perdas por gases Stuaram-se dentro dos nivels normals, considerando-se 0 tempo de
endlagem, mas a perda de CHOs (61%) e a perda totd de MS foram rdativamente
pequenas (Tabela 8), tendo em visa que foram reaadas perdas de 93 a 96% na
concentracgo de CHOs, em slagens com goroximadamente 9% de etanal na MS (Alli &

Baker, 1982; Alli et d.,1983) e 29% de perda totd da MS em slagem com 13,7% de
ganol na MS (Kung, . & Stanley,1982). Os vaores podem ser condderados
semehantes aps encontrado anteriormente por Pedroso (2003) para Sllagem de cana-de
aclcar da mesma vaiedade, enslada goroximadamente no mesmo ed&dio de
desenvolvimento. Deve-se ressaltar que, o fato das perdas de MS por gases e tota da
dlagem sem aditivos terem d9do relativamente reduzidas, pode ter dificultado a deteccéo
de diferencas Sgnificativas quando estas foram comparadas aos outros tratamentos.

Os tratamentos com uréa, benzoato, sorbato e L. buchneri levaram a reducéo
ggnificativa (P<0,05) na concentracdo de etanol das slagens em rdagdo a slagem
controle (Tabela 8), a0 contr&io do obtido anteriormente por Pedroso (2003) que néo
detectaram efeito destes aditivos sobre a producdo desse dcool, em rdacdo a dlagem
néo aditivada

Dentre todos aditivos testados, a inoculagdo com L. buchneri resultou em
reducéo de gproximadamente 50% no teor de etanol e menor contagem de leveduras em
relacdo ao controle (P<0,05) (Tabela 8), confirmando as informagbes de que inoculantes
contendo estas bactérias sBo cgpazes de reduzir a populacdo das leveduras peo aumento
da concentracéo de acido acético nas dlagens (Driehuis et d., 1999; Ranjit et d. 2002).
No entanto, a perda de MS na forma de gases, a perdatotd de MS, a concentragéo de
CHOs e a DVIVMS, para este tratamento, foram semehantes & do tratamento controle
(P>0,05). Em etgpa anterior deste projeto onde se avdiou a dinamica da producéo de
dcool e das perdas durante a enslagem, da cana-de-acUcar sem aditivos (cgpitulo 4), foi
congtatada correlacdo positiva entre o teor de etanol e as perdas de MS totd e na forma
de gases (r = 0,893 e 0,903, respectivamente) e corrdacdo negativa entre o teor de etanol
e o teor de CHOs resduas na dlagem (r = - 0,863), evidenciando o fato de que a
producdo de etanol pelas leveduras é acompanhada pela perda acentuada de MS dos
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substratos, na forma de CO, e H,O (McDondd et d., 1991). A inoculacdo com L.
buchneri no entanto, gpesar de ter causado a reducdo na producéo de etanol, néo foi
acompanhada por uma reducéo nas perdas gasosas e no consumo de CHOs da silagem,
podendo-se inferir que, a reducdo na populacdo de leveduras e no teor de dcool
obsarvada com egte tratamento (Tabela 8) ocorreu & expensas do consumo de CHOs e
da perda de MS da forragem durante a producéo de &cido acético pelas bactérias do
inoculante, ja que a via de producéo deste &cido pelas bectérias heterofermentetivas
também gera perda de MS (4,8% do subgrato) (McDondd et d., 1991). Deve ser
observado que, na maioria dos trabadhos onde se avdiou o efeito da inoculagéo de
slagens com L. buchneri, néo foram detectadas maiores perdas de MS devido aacéo do
inoculante, embora tenha havido maor concentracdo de &cido acético nas Slagens
(Taylor & Kung, J., 2002; Ranjit et d., 2002). No entanto, ndo exigem informagdes
sobre 0 efeito deste inoculante sobre 0 padréo de fermentacdo de slagens de cana-de

aclcar, que auxiliem na elucidacéo de seu efeito.

Tabedla8. Composicéo bromatoldgica, perdas e populacéo de leveduras em slagens de

cana-de-agticar, sob o efeito de aditivos quimicos e microbianos, aos 94 dias

apésaendlagem
Tratamento * pH  Etanol CHOs. Perdade DVIVMS Perdatotal Effuente Leveduras
Gases deMS
Yo MS 0 kg/t MV Log ufc/lg MV
Controle 366° 40657 913 614° 2667 6827  698° 649"
Uréa0,5% 3817 248% 921% 547P 4862 1262 2362 605"
Benzoato 0,1% 370° 321°¢ 1342 581° 478%  104® 122° 566°
Sorbato 0,03% 3645 293° 106" 614° 464° 1152 111" 605”8
L. buchneri 365°¢ 1909 560° 673% 460" 519° 230% 5658
L. plantarum 357° 490% 7R° 8m? 439° 770>  059¢ 625"
Média 3,67 3,25 9,32 6,39 46,6 9,04 9,47
EPM 0,02 0,22 0,79 0,54 0,43 1,19 1,56
Efeito Trat. ** * % ** 0,0653 *x ** **

*9% damassa verde, ** P<0,01; Leiras diferentes na mesma coluna inaicam diferenca significativa P<0,05.
DVIVMS = digedtibilidade verdadeirain vitro daMS; MS = matéria seca; MV = massa verde; ufc = unidades formadoras
decolénia. L. buchneri => 3,64 x 10° ufc/g MV; L. plantarum => 1x 10° ufc/g MV

Deve-se notr que, na avdiagdo anterior redizada por Pedroso (2003), a
golicacdo do inoculante contendo L. buchneri resultou em maor producéo de efluente
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em relacéo aslagem controle, mesmo tendo gpresentado maior teor de MS, fato que néo
Se repetiu nesta avdiacéo.

O detos obsarvados com o tratamento com uréia (Tabela 8), confirmam a
cgpacidede deste produto em inibir o desenvolvimento de leveduras diminuindo a
concentracdo de etanol nas slagens (Alli et d., 1983), no entanto, obsarva-se que ndo
houve diminuicdo nas perdas de gases e de CHOs. Nas Figuras 8 e 9 pode-se constatar
que, enquanto as slagens dos outros tratamentos atingiram pH igua ou inferior a 4, aos
dez dias de fermentacéo, gproximadamente, a dlagem a slagem tratada com 0,5% de
uréia deve ter atingido estes niveis por volta de 20 dias gp6s a endlagem. Dedta forma,
pode-se supor que enterobactérias e clodridia tiveram seu periodo de desenvolvimento
prolongado, devido ao retardamento da queda do pH da slagem provocado pelo poder
tamponante da uréa, levando & perdas mencionadas, pea maor producdo de &cido
acetico, acido butirico e outros produtos de fermentacdo (McDondd et d., 1991, Rotz &
Muck, 1994).

Tabela 9. Compodcéo bromatoldgica das Slagens de cana-de-aclcar, sob o efeito de
aditivos quimicos e microbianos, aos 94 dias gpds aensdlagem

Tratamento MS PB FDN FDA Lignina cnzas
% % MS

Controle 280™ 337° 595° 23 7767 8957
Uréa0,5% 27.3¢ 7422 56,04 402 ¢ 751b 8912
Benzoato 0,1% 275° 2¢P 59,0¢ 26" 7,66° 8852
Sorbato 0,03% 285° 316" 602° 26" 777° 8732
L. buchneri 3042 302° 62,0° 41,7°¢ 773 7,74°
L. plantarum 2082 343" 64,72 4522 8382 7.80°
Média 28,6 3,89 60,2 42,4 7,80 8,50

EPM 0,34 0,19 0,42 0,28 0,11 0,20

EfatoTrat * % * % * % * % * % * %

+U% da massa verde, ** P<O,01; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significaiiva P<0,05.
PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente &cido; MS = matéria seca;
MV = massa verde; ufc = unidades formadoras de col6nia.

L. buchneri => 3,64 x 10° ufdlg MV; L. plantarum => 1x 10° ufc/g MV.

A adicdo de uréa também resultou em devacdo da DVIVMS em rdacéo a
dlagem controle (P<0,05), apesar da maior perda tota de MS (Tabeda 8). Td fao
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contraria os indices de corrdacdo obtidos anteriormente (capitulo 4) que modraram
relacéo negativa (r = - 0,988) entre estes parametros, indicando que o0 aumento da perda
de MS durante a endlagem resulta em forragem com menor digestibilidade. Portanto, os
resultados obtidos neste experimento podem ter Sdo devido ap acréscimo no teor de PB
na MS da slagem (Tabeda 9), em decorréncia do nitrogénio acrescentado através do
aditivo.

O tratamento contendo benzoato causou reducdo na concentracéo de etanol e na
populacdo de leveduras, acompanhada peo menor consumo de CHOs em rdagédo a
glagem controle (P<0,05) (Tabela 8). Desta forma, gpesar de ndo ter Sdo detectada
diferenca na producéo de gases e na perda total de MS, houve tendéncia de aumento na
DVIVMS, de forma coerente com a corrdacdo postiva exigente entre estes fatores, ja
mencionada. Os resultados indicam efeitos semehantes aps obtidos na avdiacéo
anteriormente redizada (capitulo 4) onde a gplicacdo do benzoato, gpesar de néo ter Sdo
cgpaz de reduzir sSgnificativamente a concentracdo de etanol e as perdas de MS, resultou
em dlagem de cana-de-aclicar com maor digedtibilidade. Léteméde e Lingval (1996)
também rdaaram efeito podtivo com a gplicacéo de 0,15% de benzoato em silagens de
cgpim emurchecido, aravés de um aditivo contendo também nitrito de sodio e
hexaming, obtendo slagens com maior teor de carboidratos sollveis (68 vs 11% da MS)
em compaacdo a Slagem sem aditivo. A adicdo do sorbao de potésso a slagem,
causou reducdo no teor de etanol, sem que tenha havido efeitos Sgnificativos sobre a
populacéo de leveduras, as perdas de gases e o teor de CHOs resduais (Tabela 8).
Contudo, a perda totd de MS foi superior a do tratamento controle (P<0,05),
contrariando resultados anteriores (capitulo 4) onde a perda tota de MS com 0 uso do
aditivo, na dose de 0,03% da MV, foi menor que a da slagem sam aditivos Os
resultados estdo de acordo com Weinberg et a. (1989) que também condataram reducéo
no teor do dcool (8,30 vs 15,7% da MS) para slagem de polpa Umida de laranja tratada
com 0,05% de sorbato de potasso, sem que howesse reducéo significativa na contagem
de leveduras. Estes pesquisadores comentaram que o efeito do acido deve ter sdo
goenas de inibicdo da aividade destes microrganismos, sem causx Sua morte,
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resultando, no entanto, em menor producdo de dcool e menores perdas de MS da
dlagem.

79 e e controle
——0——Uréia

—&—. buchneri
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Fgura8 - Evolugéo tempord do pH das slagens de cana-de-aglicar tratada com uréia

e L. buchneri
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71 —8— Benzoato
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6 —&— L. plantarum
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Fgura9 - Evolucdo tempord do pH das Slagens de cana-de-acUcar tratadas com
benzoato de sbdio, sorbato de potéssio eL. plantarum



81

A glicacdo do inoculante contendo L. plantarum resultou em concentragéo de
ganol 21% maor do que a obsavada na dlagem sem aditivos e€fdto que foi
acompanhado por maior utilizacdo de CHOs e producéo de gases (P<0,05) (Tabela 8). A
dlagem inoculada com edtas bactérias homoléicas goresentou a menor DVIVMS entre
todas avdiadas neste experimento (P<0,05), equivdente a reducdo de 16% em reacdo a
digediblidade da cana antes da endlagem. Os dados confirmam os resultados da
avdiacdo anterior do produto (capitulo 4), e reforcam a indicacdo de que 0 edimulo a
producdo de &cido laico € prgudicid no caso da enslagem da cana-de-aglcar, umavez
gue o desenvolvimento das leveduras néo € inibido gpenas pelo abaixamento do pH das
slagens (McDondd et d., 1991) e o &cido l&aico apresenta menos da metade do poder
fungicida do &acido acético (Moon, 1983). Os resultados sugerem que a adicdo das
bactérias homol&icas causou a diminuicdo mais rdpida do pH, a nivels menores do que 4
(Figura 9), levando a rgpida inibicdo do desenvolvimento das enterobactérias e outras
bectérias heterofermentativas, causando reducdo na concentracdo de &cido acético na
silagem, favorecendo assim o desenvolvimento das leveduras e a producéo de dcoal.

As dlagens de todos os tratamentos apresentaram maiores concentragdes dos
componentes da fibra e reducdo no teor de MS em relagdo aos vaores das canas-de
aclcar correspondentes, antes da ensilagem (Tabdas 7 e 9). Os componentes da fibra
tornaramse mais concentrados na MS das slagens devido a perda de CHOs na forma de
gases durante a fermentacdo, 0 que resulta também na producdo de &gua, diminuindo
como consequiéncia o teor de MS da forragem O vador da relacdo entre os teores de
FDN e de sacarose tem ddo utilizado na avdiacdo da qudidade nutritiva da cana-de-
aclcar (Rodrigues et d. 2001), considerando-se vaores menores ou igud a 3 como
indicetivo de que o teor de FDN ndo sera limitante a0 consumo de MS e
consequentemente, de aclcares que fornecem a maior pate da energia digerivel para os
animas dimentados com eda forragem. Cdculandose os indices da relacdo
FDN/CHOs das canas-de-aclicar dos diversos tratamentos, antes da enslagem, obtém-se
vaores entre 2,3 e 25 enquanto que, para as sSlagens com 94 dias 0 vaor médio dessa
rdacdo € 7, 0 que eda de acordo com a diminuicdo gerd da DVIVMS observada
(Tabela 8). Através destes cdculos obtémse o indice mas baxo para a Slagem do
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tratamento com benzoao (4,4) e o mas dto paa a slagem do tratamento com L.
buchneri (10,9), sem que eda tenha no entanto goresentado a menor DVIVMS,
evidenciando que outros fatores podem interferir no valor nutritivo das Slagens.

Ao andisxy as aurvas da tendéncia temporad das concentracOes de etanol, nas
dlagens dos diversos tratamentos, expressas na Fgura 10, identificonrse o efeito de
reducdo na concentracdo de etanol nas Slagens contendo aditivos, com excegéo para o
tratamento com L. plantarum sendo os menores teores de acool observados para os
tratamentos com uréa e L. buchneri. Pode-se congtatar que a produco do dcool ocorreu
de forma lenta, atingindo os pontos de maor concentragdo entre 60 e 90 dias de
endlagem, goroximadamente, a partir de quando ocorreu tendéncia de diminuicdo na
concentracdo do dcool na MS das dlagens. Ede fato contraria resultados anteriores
deste projeto de pesquisa, que indicaram estabilizaco na concentragdo de etanol a partir
do 15° dia da enslagem (cgpitulo 3), e de outros experimentos onde a producdo do
etanol ocorreu dos 6 aos 21 dias gpos o fechamento dos slos Alli & Baker, 1982; Alli
et d., 1983).

As curvas referentes & perdas de MS na forma de gases (Figura 11) mosram
que, apesar da comparagéo dos dados da abertura aos 90 dias de endlagem (Tabela 8)
ndo ter indicado diferenca para ete parametro, entre os tratamentos controle, uréia,
benzoato e sorbato, houve tendéncia tempora de menor perda gasosa para tratamento
com uwéa De forma gad a tendéncia das pedas gasosss refletiu a tendéncia de
concentracdo de etanol das silagens, podendo notar-se no entanto, que as perdas de gases
s prolongaram dém dos 90 dias de enslagem. Em etgpa anterior deste projeto as perdas
gasosas edtabilizaramse aos 45 dias de endlagem, e outros trabahos de pesquisa
observaram a maor dessas perdas ocorrendo dentro dos primeiros 30 dias de enslagem
(Ashbdl et d., 1987; Alli e d., 1983). No entanto, perdas continuas podem ocorrer,
como foi relatado por Létemde & Lingval (1996) que, em experimento com slagens de
cgpim azevém (. perenne L.) com teores elevados de MS (34 a 39%) e concentragdes
de CHOs variando entre 6,8 a 1,1%, detectaram perdas de MS pequenas, porém lineares,
dos 30 aos 100 dias de amostragem das Slagens
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Fgura 10 - Tendéncia tempord da concentracZo de etanol em slagens de cana-de-acUcar
tratadas com aditivas quimicos (uréia, benzoato de sbdio, sorbeato de potassio) e
inoculantes microbianos (L. plantarum, L. buchneri)
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Figura 11 - Tendéncia tempord da perda de gases (% da MS) de slagens de cana-de-agUicar

tratadas com aditivos quimicos (uréia, benzoato de sbdio, sorbato de potéssio) e

inoculantes microbianos (L. plantarum, L. buchneri)
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Figura12 - Tendéncia tempora da concentracdo de carboidratos sollveis (CHOs) de
slagens de cana-de-acUcar tratadas com aditivos quimicos (uréia, benzoato de
sodio, sorbato de potéssio) e inoculantes microbianos (L. plantarum, L.
buchneri).
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Figura 13 - Tendéncia tempord da perda totd de matéria seca (% da MS) de silagens de
cana-de-aclicar tratadas com aditivos quimicos (uréa, benzoato de sadio,

sorbato de potéssio) e inocuantes microbianos (L. plantarum, L. buchneri)
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Fgura 14 - Tendéncia tempord da producéo de efluentes (kg/t MV) de slagens de cana-de-
aclcar tratadas com aditivos quimicos (uréia, benzoato de sidio, sorbato de

potéssio) e inoculartes microbianos (L. plantarum, L. buchneri)
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Fgura 15 - Tendéncia tempord da digestibilidade verdadeira “in vitro” da MS (DVIVMS)
(% da MS) de slagens de cana-de-aclcar tratadas com aditivos quimicos
(uréia, benzoato de sodio, sorbato de potasso) e inoculantes microbianos (.

plantarum, L. buchneri)



8¢

E petinente condderar-se que, a concentragdo de etanol que se obtém nas
dlagens, em edudos onde se utiliza dlos que permitem 0 ecgpe de gases, representa 0
resultado entre a producéo e a perda por volatilizacdo do dcool, e que 0 momento onde
0 etanol deixa de acumular na MS da slagem deve sr 0 ponto onde a taxa de perda
SUpera a taxa de sintese, mas ndo representa, necessariamente, o término do processo de
producdo do dcodl.

A vaiacédo tempord das concentragbes de CHOs dos tratamentos avaiados
(Figura 12) indica tendéncia inversa & curvas das concentragfes de etanol e das perdas
gasosas, evidenciando o consumo de aglicares e a perda eevada de M S caracteridticos da
processo fermentativo da cana-de-aglicar dominado por leveduras Preston et d.,1976;
Alli & d.,1982). O traamento com L. buchneri resultou em tendéncia de maior perda de
acUcares a0 longo do tempo, confirmando dados da Tabela 8.

As tendéncias referentes & perdas totais de MS das slagens (Figura 13) indicam
gue os tratamentos com uréia e sorbato, agpesar de ndo terem apresentado os maiores
nivels de perdas gasosas, foram os que acumularam as maiores perdas totais de MS ao
longo do periodo de endlagem, confirmando dados da amostragem aos 94 dias (Tabela
8). Na Figura 14 condtatase que, coincidentemente, estes foram os tratamentos que
goresentaram maior producéo de efluentes, indicando que a perda de MS por eda via,
que normamente é condderada pequena para silagens com teor de MS superior a 28%
(McDondd e d., 1991), pode contribuir dgnificativamente para 0 aumento da perda
totd de MS das slagens. Levando-se em conta que as concentragdes de CHOs resduas
destes tratamentos foram semelhantes (P>0,05) ado controle, pode-se sugerir que outros
compostos sollvels, como &cidos organicos, sas e compostos hitrogenados sollves
foram lixiviados em maior quantidade pel os efl uentes destes tratamentos.

As DVIVMS das slagens dos tratamentos com uréa, benzoato esorbato (Figura
15) goresentaram tendéncia linear de decréscimo com o passar do tempo, provavelmente
como efeito de uma tendéncia de producéo crescente de efluentes destas slagens (Figura
14).
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5.3.2 Efeito dostratamentos sobre a estabilidade aer dbica das slagens

Os vdores de edabilidade aerdbica sofreram grande influéncia do tipo de
tratamento a que as Slagens foram submetidas (Figura 16). Da mesma forma, houve
diferencas dgnificativas (P<0,05) entre os tratamentos para ADITE-5 e ADITE-10 (vide
definicdo no item 525). A dlagem controle goresentou estabilidade aerdbica de 48
horas, ADITE-5 de 41°C e ADITE-10 de 89°C, indicando menor estabilidede do que a
obtida em avdiacéo redizada anteriormente (capitulo 4), onde a slagem produzida sem
aditivos, com a mesma vaiedade de cana-de-aglicar colhida no mesmo estadio de
desenvolvimento, apresentou  edtabilidede de 31 horas e ADITE-5 de 24°C. A
edtabilidade aerdbica varia bagtante entre os tipos de slagem, em funcéo do teor de MS,
de &ido acético e hutirico e da contagem de leveduras (McDondd et d., 1991),
encontrando-se vaores na ordem de 37 ou 38 h para slagem de milho (Higginbotham et
a.,1998; Ranjit & d., 2002) e de aé 183 h em um experimento com slagem de cgoim
azevém (Driehuis e d., 2000). O vador de edabilidade encontrado neste experimento
paa a sSlagem controle, contendo 28% de MS e 65 log ufc/g de MV de leveduras,
edeve proximo ao rdaado por Driehuis e d. (1999) que obteve 43 horas de
estabilidade aerdbica para slagem de milho contendo teor de MS semdhante e 4,5 log
ufc/g de MV de leveduras.

A aplicacdo do inoculante contendo L. buchneri resultou na dlagem com maor
estabilidade aerdbica (Figura 16), consderando-se em conjunto o tempo para o inicio do
aguecimento e a intenddade do aguecimento apos a perda da edtabilidade. A slagem
inoculada com edtas bactérias demorou 78 horas a@é o inicio do aguecimento (63% a
mais do que o controle). Durante os primeiros 5 dias de exposicéo a0 a, este foi também
0 tratamento onde a dlagem agueceu menos intensamente, goresentando O Menor
ADITE-5 (8°C) (P<0,05). Ap6és o 5° dia de agrobiose, esta slagem apresentou
aguecimento mas intenso, goresentando ADITE-10 inferior apenas a0 da Slagem
tratada com uréa e ap da dlagem controle. Em avaiacdo anterior (capitulo 4) 0 uso
dete inoculate resutou em dlagem com edabilidede dmilar e ADITE-S
goroximadamente 3 vezes superior, indicando menor edtabilidade naqude caso. Os
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resultados obtidos neste experimento etéo de acordo, no entanto, com os resultados
mais conddentes da literatura que indicam grande edtabilidade aerdbica de slagens
inoculadas com estas bactérias. Os resultados foram mehores do que os obtidos por
Ranjit & Kung, J. (2000) que, para o nivel de aplicacdo da bactdia de 1 x 10° ufd/g,
obtiveram dlagem de milho com edabilidede de gpenas 36 horas. Devendo-se ressaltar
gue eses mesImos pesquisadores obtiveram Slagem de milho estave por mais de 900
horas, com a aplicagdo do inoculante em dose suficiente para atingir 1 x 10° ufdg de
foragem da bactéria Driehuis & d. (2001) obtiveram dlagens de cgpim azevém
(Lolium perenne) emurchecido, com estabilidade superior a 480 horas com a gplicacéo
deL. buchneri em taxas de 1x 10° e 3x 10° ufc/g. No entanto, a silagem néo inoculada

[ Estabilidade (horas)
[JADITE-5 (°C)

ADITE-10 (°C)
100 - =

a
a
a
80 — a ab
b ] b

60 b ] b

bc c bc

a a
40 4 b
b
20 °
d

0 -

Controle Uréia Benzoato Sorbato BAL. Buch

Tratamento

Figura 16 - Estabilidede aerdbica, ADITE-5 e ADITE-10 das slagens de cana-de
aclcar tratadas com Uréa, benzoato de sodio, sorbato de potésso e
inoculantes contendo L. plantarum (BAL) e L. buchneri (Buch)

* Acimulo da diferencamédia, entre atemperatura ambiente e atemperatura das silagens, nos primeiros5 e 10
dias de exposi¢éo ao ar.
Letras diferentes, dentro de um mesmo parametro, indcam diferenca significativa P<0,05.
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goresentou 3,17% de &cido acético na MS e edabilidade de 183 horas, tendo sdo
resdtado pdos attores que a micoflora epifita da dlagem  controle  foi
predominantemente composta por bactérias da espécie L. buchneri. Isto sugere que o
nivel de aplicacio de 1 x 10° ufc/g poderia ndo ter sido t8o eficiente se ndo houvese a
aca0 conjunta das bactérias origina mente presentes na forragem.

A dlagem tratada com benzoasto agoresentou 0 segundo mehor vaor de
edabilidade, demorando 72 horas para o inicio do aguecimento (50% a mas que O
controle) e goresentando ADITE-S de 20,1°C. Edtes resultados foram melhores do que
0s obtidos em avdiacdo anterior (cagpitulo 4) onde este tratamento ndo agpresentou
diferenca em rdacdo aslagem sem aditivos. Os resultados estéo de acordo com os de
Latemde e Lingvdl (1996) que, avdiando aditivos contendo benzoato de sidio
combinado & hexamina na endlagem de cgpim azevém emurchecido, obsarvaram
aumento dgnificativo na edabilidade aerdbica com a aplicacdo do &cido, na dose de
0,15% do peso daforragem.

O €eto benéfico de reducdo da populacdo de leveduras, obtido com os
tratamentos das sSlagens com benzoato de sodio e L. buchneri (Tabea 8), prolongaram-
s durante a exposicdo das Slagens a0 a (Figura 16), resultando em mehores indices de
estabilidade aerdbica Essa mesma tendéncia néo foi observada para os tratamentos com
uréia e sorbato que, gpesar de terem reduzido a producéo de etanol, ndo foram capazes
de aumentar a estabilidade aerdbica em relacdo adlagem controle (P> 0,05) (Figura 16).
A dlagem tratada com uréia gpresentou 10°C a menos que o controle para o EDITE-5,
no entanto, ndo houve diferenca para o EDITE-10 (P>0,05). Os resultados foram
mehores, para 0 traamento com uréia e piores paa O traamento com sorbato, em
relacéo aavdiaco anterior deste projeto (capitulo 4).

A ettabilidade da slagem inoculada com L. plantarum (Figura 16) foi mehor do
gue a obsarvada anteriormente (cgpitulo 4), onde a inoculagio com bactérias
homol&ticas resultou em reducéo de 63% na estabilidede, e aumento de 26% no ADITE
5 da dlagem tratada, em rdacéo ao controle. Os dados, em conjunto, indicam que a
inoculagdo com bactérias homoldicas ndo traz beneficios em rdacdo a edtabilidade
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aerdbica, concordando com diversos rdaos digoonivels na literatura (Higginbothan et
d., 1998; Ranjit & Kung, 2000).

5.4 Conclusdes

Os aditivos testados mostraram capacidade de diminuir a producéo de etanol nas
dlagens, com excegdo do inoculante contendo L. plantarum, no entanto ndo foram
cgpazes de diminuir as perdas totas de MS ou aumentar a DVIVMS, neste caso com
excecdo da urda, em rdacdo a slagem de cana-de-aglcar sem aditivos. O efeto ao
longo do tempo, sobre a composicdo e as perdas de MS das dlagens, mostrou-se
vaiave entre os aditivos, com efeito sobre a qualidede find das slagens.

A intensdade de acdo dos aditivos, nas diferentes formas de perdas de MS, néo é
condante. Com isso, a meta de reducdo no teor de etanol em slagens de cana-de-aclcar,
como edratégia excdusva, poderd ndo ser vantgosa por ndo conddear efetos
compensatorios indesgévels como a diminuicdo da edtabilidade aerdbica Os aditivos
benzoato de sodio e o inoculante contendo L. buchneri mostraram se mals promissores
por terem reduzido a producdo de etanol e aumentado a estabilidade aerdbica das
slagens.

Os dados permitem concluir ainda que as perdas de MS em dlagens de cana-de-
aclcar podem goresentar tendéncia de aumento lineer com o0 aumento do periodo de
endlagem, levando a diminuicdo também liner da DVIVMS mesno com o uso de
aditivos. 1st0 sugere que a estocagem por periodos de tempo prolongado pode resultar
em pedas quditaivas e quantitaivas excessvas em slagens de cana-de-aglcar, e que

métodos eficientes de controle destas perdas precisam ser desenvolvidos.



6 DESEMPENHO DE NOVILHAS DA RACA HOLANDESA ALIMENTADAS
COM RACOESA BASE DE SILAGENSDE
CANA-DE-CUCAR ADITIVADAS

Resumo

Trinta e duas novilhas holandesas, 388 kg, foram docadas a 4 tratamentos, com 4
repeticdes cada, em um delineamento em blocos. Durante 0 periodo experimental (60
dias), os animas foram dimentados com ragbes completas contendo (% da MS): 45,9%
de slagem de cana 15,0% de polpa de citros “peetizada’; 35,7% de milheto gréo
moido; 0,92% (p/ slagem com uréa) ou 1,55% de uréia e 1,84% de suplemento minerd.
As dlagens foram produzides com cana-de-aglcar, variedade RB78-5841, queimada no
campo, colhida com colhedora acoplada a0 trator e endlada em slos “tipo pogo” com
capacidade para 12 tondladas cada. Os tratamentos consistiram em 4 tipos de racéo,
compostas com as seguintes Slagens, de acordo com o aditivo utilizado: controle (sem
aditivos); uréa (05% da MV); benzoato de sbdio - BENZ (0,1% da MV) e
Lactobacillus buchneri - BUCH (364 x 10° ufdlg MV). Uma camada de
goroximedamente 10 cm de slagem foi retirada diariamente (140 kg) de cada Slo, da
qua cdculorse a porcentagem de sSlagem deteriorada, com base em avdiacéo visud.
Houve tendéncia (P=0,15) de maior ingestéo de MS (IMS) para BUCH (9,60 kg/dia) em
rdacdo ao controle (8,71 kg/did. O ganho de peso médio di&io (GPD) mostrou
aumento de 21% para BENZ (P<0,05) e de 32% para BUCH (P<0,01), em comparacéo
a0 controle (0,94 kg/d). Mdhor conversio dimentar (IMS/GPD) foi observada para os
tratamentos BENZ (7,63) e BUCH (7,72) em relagéo ao controle (9,37). A IMS (2,19%
PV) e a porcentagem de slagem deteriorada (20%), ndo diferiram (P>0,10) entre os

tratamentos. O tratamento contendo Slagem de cana-de-aglcar aditivada com uréia néo



diferiu (P>0,05) do controle, em nenhum dos parametros avdiados. Os resultados
indicam que, desampenhos mas favordvels podem s obtidos em animas em
crescimento dimentados com slagens de cana-de-aglicar aditivadas com L. buchneri ou
benzoato de sodio.

PERFORMANCE OF HOLSTEIN HEIFERSFED DIETSBASED ON
SUGAR CANE SLAGE TREATED WITH UREA,
SODIUM BENZOATE AND L. Buchneri

SUmmary

Sugar cane was burned a field, chopped and ensled in 12 t pit Slos Sugar cane
slage (SCS) treatments condged of (wet bads): control (no additives); urea (0.5%),
sodium benzoate- BENZ (0.1%) e Lactobacillus buchneri-BUCH (364 x 10° dfug )
aoplied onto forage during endling. Thirty two Holstein heifers (388 kg) were dlocated
to 4 trestments, 4 replications each, in a block design. During the feeding period (60 d)
the animds were fed daly totd mixed rations contaning 45.9% SCS, 15% pdleted
citrus pulp, 35.7% ground pearl millet grain, 0.9% (urea trested Slage) or 1.6% urea and
1.8% premix as DM bads. The slage layer (10 cm) unloaded dally averaged 140 kg,
from which spoiled dlage percentage was cdculated. There was a trend (P=0.15) for
increased DMI (kg/d) in BUCH SCS (9.6) over control SCS (8.7). Average daly gan
(ADG) showed 21% increase (P<0.05) for BENZ and 32% for BUCH SCS over control
(0.94 kg/d). Better feed converson (DMI/ADG) were obsarved for BENZ and BUCH
SCS (7.6 and 7.7 vs 9.37); DM intake (22% BW) did not differ (P>0.10) across
trestments. Urea trested slage was smilar to control in al traits evauated (P>0.05). It
uggests that improved animd peformance might be achieved ether by adding L.
buchneri or sodium benzoate at the ensling of sugar cane.
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6.1 Introducéo

A enslagem da cana-de-aglcar tem Sdo redizada pelos pecuaridtas, para facilitar
0 mango da dimentacdo dos rebanhos e dos canavias e também na ocorréncia de
incéndios e geadas, paa s evitar a perda da forragem. No entanto, silagens de cana
produzides sem a utilizacdo de aditivos que controlem a producdo de etanol, tém
resultado em forragens de baixa qudidade, ndo permitindo desempenho adequado dos
animas com das dimentados, goresentando perdas excessvas de matéria seca e de
vaor nutritivo durante a consarvacéo (Alli et d., 1982, Kung, J. e Stanley, 1982; Coan
etd., 2002).

A gplicacdo de aditivos, como a uréia, pode mehorar a quaidade das slagens de
cana-de-acticar, diminuindo a populagdo de leveduras e mofos, reduzindo a producéo de
etanol, as perdas de MS e de carboidratos sollvels e propiciando mehor composicéo
bromatoldgica nes slagens tratadas, em comparacéo a Slagens de cana exdusiva (Alli et
a., 1983; Limaetd., 2002). O &ido benzdico tem demondrado efeto inibitdrio sobre
leveduras e mofos e a capacidade de melhorar a conservacéo e a estabilidade aerdbica
das dlagens tratadas (Ohyama et d., 1975; Létemée e Lingvdl, 1996). Edtes produtos
foram avdiados como aditivos para silagens de cana-de-acUcar em fases anteriores deste
projeto de pesquisa (Capitulos 4 e 5), tendo Sdo condatada reducdo dgnificativa na
producdo de etanol, na perda totd de MS e deto podtivo sobre a DVIVMS e a
estabilidade aerdbica das silagens.

Inoculantes microbianos  contendo as bactérias heterofermentativas L. buchneri,
que produzem é&cido acético dém do acido |&ico, tém se modrado cgpazes de reduzir a
populacdo de leveduras e aumentar a estabilidede aerdbica de silagens de milho e de
graminess de dima temperado (Ranjit and Kung, J., 2000, Taylor e d., 2002). A
avdiacdo do su u na endlagem da cana-de-aglicar, resultou em aumento na
recuperacdo de MS, reducéo na producéo de etanol e aumento da estabilidade aerdbica
das slagens (Capitulos 4 €5).

O presente experimento tem como objetivo avdiar o desempenho de bovinos em
crescimento, dimentados com ragfes contendo Slagens de cana-de-aglicar tratadas com
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uréa, benzoato de sbdio ou com inoculante bacteriano contendo uma cepa das bactérias
heterofermentativas Lactobacillus buchneri.

6.2 Material e Méodos
6.2.1 Producéo e tratamento das sllagens

O expearimento foi conduzido, no periodo de janeiro a margo de 2003, no
Depatamento de Zootecnia, Setor de Ruminantes, da ESALQ/USP em Piracicaba, SP.
A canade-aclicar, variedade RB78-5841, foi quemada no campo, colhida com
colhedora acoplada a0 trator, marca Mentarrito, regulada para corte com tamanho de
paticulas médio entre 5 a 10 mm. A quema foi redizada no dia 8 e a enslagem nos
dias 9 a 11 de outubro de 2002, em slos do tipo “poco” com capecidade para 12
toneladas cada.

Os aditivos utilizados na endlagem foram a urda na forma de fetilizante
granulado contendo 45% de N, o0 benzoato de sodio, na forma granulada sollvel, e um
inoculante bacteriano nd comercid, contendo bectérias heterolaicas Lactobacillus
buchneri, cepaNCIMB 40788, fornecido pela Biota Ltd (Cardiff, UK).

SolugBes aguosas do benzoato de sodio e do inoculante contendo L. buchneri
foran pulverizadas sobre a cana-de-aglcar picada, no momento em que esta ea
caregada nos dglos utilizando-se &gua bi-dedtilada para a aplicacdo do inoculante
bacteriano. As pulverizagdes foram redizadas utilizando-se equipamentos manuals com
capacidade para cinco e 10 L, da marca Brudder® (Brudden Equipamentos Ltda). O
benzoato de sidio foi gplicado na dose de 0,1% em relacdo ao peso da forragem verde,
utilizando-se 13 L de solucdolt, e o inoculante bacteriano foi aplicado, de acordo com a
recomendacdo do fabricante, em quantidade suficiente para obtencio de 364 x 10°
unidades formadoras de colbnias - ufc/g de messa verde-MV, utilizando-se 1,89 L de
solucéo/t. A uréia foi aplicada, manudmente e a grand, em pequenas quantidades sobre
a forragem, a medida que eda ea caregada no dlo. A dosagem dos aditivos foi
redizada, cdculando-se a quantidade necesséria para o tratamento da forragem contida
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nos vagOes forrageiros utilizados no trangporte (tendo sdo estimada a densidade de 300
kgm® para a forragem nos mesmos), considerando-se as concentractes desgjadas dos
aditivos nas slagens.

A edlagem fo redizada, oonpactando-se sucessvamente camadas de
goroximadamente 20 cm da forragem com os pés Apesy da tentdiva de enslagem
dmultdnea da cana-de-aglicar nos diversos tratamentos, o slo do tratamento controle
teve sau enchimento completado no primero dia, por ter cgpacidade de estocagem
menor que os demais, o slo do tratamento com uréia foi completado no find do segundo
diae osdemais natarde do terceiro dia

6.2.2 Animais e instalagbes experimentais

O desampenho foi avdiado em 32 novilhas da raca holandesa, com idades
vaiando entre sgte e meo e 24 mesxs, didribuidas em quatro blocos de oito animais
cada, sendo 0 peso médio em cada bloco de 495, 448, 391 e 220 kg. As novilhas foram
mantides em baias de 33 n? (3 x 11 m), cobertas e providas de piso de concreto,
bebedouros e cochos em dvenaria Foram adojados dois animais por baa, num totd de
16 baias. Dentro de cada bloco, os animais foram aocados nas baias de forma a se obter
a menor variacdo possivel entre 0s pesos médios nas baias. Para isso, 0 animd mas
pesado do bloco foi dojado com o animd mais leve, 0 animad com o ssgundo maor
peso foi dojado com o animal com 0 segundo Menor peso, e assm sucessvamente.

As novilhas receberam tratamento sanit&io, everminacdo e controle de
carrgpatos, como parte do mango rotineiro do rebanho, antes do inicio do experimento.

6.2.3 Tratamentos e maneg o da alimentacéo

Foram avdiados quatro tipos de ragéo, que diferiram quanto ao tipo de slagem
de canade-aclcar utilizado nas suas composigdes, como segue Slagem sem aditivo
(controle) ou slagens tratadas com benzoato de sodio (0,1% MV), L. buchneri (3,64 x
10° ufc/lg de MV) ou uréia (0,5% MV). Dois tipos bésicos de racio (Tabda 10) foram
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formulados por meio do programa do NRC - Gado de Lete (2001), visando-se ganho de
peso médio didaio de 0,850 kg para novilhas holandesas em crescimento, pesando 450
kg. As racOes foram formuladas para serem isoprotéicas (12% PB) e isoenergéticas
(70% NDT), tendo sdo considerados o vaor hipotético de 53% de NDT para as Slagens
de cana-de-aclicar e a prévia adicéo de uréia no respectivo tratamento.

Tabela 10. Participacdo de ingredientes nas racies experimentais em funcéo do tipo de
slagem de cana-de-aglicar utilizada

Componentes (%MS) Slagemsamur@a Slagenscom 0,5% de ur@a
Slagem de cana-de-aclcar 459 46,2
Milheto gréo moido 357 35,9
Polpa citrica“ petizadd’ 15,0 151
Uréa 1,55 0,92
Suplemento minerd 184 1,85

Os ingredientes concentrados das ragbes foram misturados com antecedéncia, em
quantidede suficiente para 0 aragoamento de uma semana, Uutilizando-se misturador
horizontd, da marca Lucad®, com cgpacidade para 250 kg. As dietas foram fornecidas
uma vez por dia, goroximadamente & 18:00 horas, sendo a silagem e o concentrado,
referentes a cada baia, pesados em baanca eetronica (marca Marte, de capacidade aé
50 kg), ensacados, para o transporte aé as ingtdagbes do confinamento, e misturados
manua mente nos cochos

As sobras de dimentos de cada baa foram quanttificadas diariamente,
possibilitando o cdculo poderior do consumo e guste da quantidede de dimento a ser
fornecida em cada dia, tendo-se em vida o consumo “ad libitum” da dieta, 0 que
resultou em aproximadamente 15% de sobras, em média
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6.2.4 Periodo experimental, avaliacdo do consumo e pesagens dos animais

O periodo experimentd de 60 dias, com inicio em 16 de janeiro e find em 15 de
margo de 2003, foi subdividido em dois periodos de 30 dias paa controle do
desenvolvimento dos animals

O oconsumo diaio de MS das dietes foi cdculado pea diferenca entre a
quantidade de MS fornecida e a quantidade de MS das sobras, de cada baia O teor de
MS da digta e das sobras foi determinado semandmente, por melo da secagem de
amodras em estufa com ventilagdo forgada (60°C) por 48 horas.

O ganho de peso diaio foi avaiado pesando-se os animas no primeiro dia e ao
find dos dois sub- periodos experimentais, apos jgjum dimentar de 12 horas.

6.2.5 Andlises quimico-bromatoldgicas

Amodras foram reliradas da canade-agicar quemada e picada, antes da
endlagem, das slagens e das sobras, uma vez por semana, para andise da composicéo
quimico-bromatolégica. As amodtras para determinac@o do teor de carboidratos sollvels
em agua (CHOs), pH e eandl, foran congdadas (-10°C) e as detinadas & demais
andises foram secas em estufa com ventilagéo forcada (60°C) por 48 horas.

As amodras secas foram moidas contra pendra de madha de 1 mm e
poderiormente andisadas pedo méodo da espectroscopia de  reflectncia  de
infraveemeho  proximd  (NIRS) (Berzaghi @ d., 1997, Cozzolino & d. 2001)
utilizando-se um  espectrofotdmetro modelo NIRS 5000° (NIRSystems, Silver Spring,
MD, USA). A andise utilizou comprimentos de onda entre 700 e 2100 nm e 0s espectros
das amodras “escaneadas’ foram armazenados em curvas log (U/R) em intervaos de
2nm. O méodo de sHecdo exigente no “software’ do equipamento identificou as
amodras digantes mais de 3 H (digénca padronizada de Mahdanobis) da média,
“outliers’, que foram exduides Adotando-se uma digéncia minima de 06 H entre
anodras (Shenk & Wedterhaus, 1991), foram sdecionadas as que deveriam ser
andisadas pelos métodos da bromatologia convenciond. De posse dos resultados destas
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andises, 0 programa do equipamento NIRS foi capaz de inferir a composicio quimica e

bromatol dgica das demais amodtras.

As andises das amodtras selecionadas peo méodo NIRS foram redizadas como
s|gue
- matéria secaem estufaa 105 °C por 8 horas.

- a matéria minerd (cinzas) foi obtida pela incineragdo das amodtras em mufla a 600 °C
por 3 horas.

- 0s teores de fibra em detergente neutro (FDN) e a digedtibilidede verdadeira “in - vitro”
matéria seca (DVIVMS) foram determinados através do método ANKON®  Fiber
Andyser (ANKON Technology Corporation, Fairport, NY).

- ©os teores de fibra em detergente &ido (FDA) e de lignina (LIG) foram avdiados
segundo 0os métodos propostos por Van Soest et d. (1991) e a proteina bruta (PB)
segundo AOAC (1984).

- 0 teor de PB para o tratamento com uréia foi determinado pelo método maaro Kjeldahl
(AOAC, 1984), em amodras Umidas de silagem que haviam sdo mantidas congeladas
(- 5°C).

Os teores de etanol e de CHOs foram determinados em extratos aquosos das
dlagens, obtidos segundo método descrito por Kung, Jr. (1996). Para isto, 25 g de
amodra Umida foram processados com 225 mL de agua dedtilada, em liquidificador,
durante um minuto. Em seguida, 0 materid foi filtrado em papd de filtro Whatmar? 54,
adidificado com H,SO4 a 50% e centrifugado, sendo o extrato liquido armazenado em
congdador (- 5°C) a@é o momento das andises O pH foi determinado nos extratos
aguosos, antes da filtragem, aravés de um potencidmetro digitdl da marca Digimed®,
modeo DM 20. As andises do teor de etanol foram redizadas nos laboratérios do Setor
de Aclicar e Alcool do Depatamento de Agroindistria Alimentos e Nutricio da
ESALQUSP de PFiracicaba, por meio de cromadgrafo a gases com detector de
ionizecdo de chama, marca Gregorio e Cioli®, modelo CG-37D. As determinacdes dos
teores de CHOs foram redizadas pdo método colorimétrico de Dubois et a. (1956),
diluindo-se 0s extratos aguosos das amostras de Slagens, na propor¢do de 1mL de
extrato para 20 mL de &gua destilada.
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6.2.6 Andlise estatistica

O ddineamento experimenta utilizado foi o de blocos casudizados, com quatro
tratamentos, quatro repeticdes por traamento e dois animas por baa (unidade
experimentd). Os blocos foram arranjados de acordo com o peso inicid dos animais,

O modelo proposto condderou os efeitos de bloco, de tratamentos e as
interagfes, sendo andisado segundo o procedimento GLM do programa SAS (SAS,
1988). A comparacdo das médias foi redizada peo tete de quadrados minimos
(LSMEANS).

6.3 Resultados e Discussdo

A cana-de-aglcar queimada, utilizada para a producéo das Slagens, gpresentou
teores de FDN, FDA e lignina (Tabda 11) dentro dos nivels encontrados em variedades
atuamente recomendadas para producéo de aclcar e dcool (Andrade et d., 2002). A
DVIVMS gpresentouse reduzida em comparagdo aos vaores relatados por Rodrigues et
a. (2001), que na avdiacdo de 18 variedades da cana-de-agicar, como dimento para
bovinos, encontraram DVIVMS acima de 58%, no entanto, a rdacdo FDN/CHOs, de
1,79, foo mehor do que as encontradas para as mehores variedades avdiadas por
aguelesautores (2,88).

Na avdiacdo da composicio quimica des slagens (Tabda 11) notase que, a
concentracdo de etanol esteve abaixo da expectativa, contrariando dados da literatura
onde encontram-se vaores entre 55 e 15,5% de etanol para slagens de cana-de-acUcar
sem aditivos (Preston et d., 1976; Kung J. & Stanley, 1982). Pode se supor que td fato
deveu-se a volailizacdo do dcool, das camadas superiores das Slagens, uma vez que a
retirada média diaria foi de gpenas 10 cm de profundidade, em cada slo. O forte odor de
dcool presente no interior dos silos, condtatado pelas pessoas encarregadas da retirada
das slagens, leva também a suposicéo de que houve producéo de etanol superior &uea
detectada nas andises das amodras.
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Tabela 11. Composicdo bromatoldgica da cana-de-aglicar, queimada e picada, antes da
endlagem, e das Slagens experimentas

Forragem MS Cinzas PB_ FDN FDA LIG CHOs Etanol DVIVMS pH
% T NS %

Cana-de-agUcar 319 659 337 472 359 690 264 021 553 533
Silagem: *

Controle 301 679 28 518 369 723 132 044 523 382
Uréia 313 556 637 549 384 720 169 089 51,8 389
Benzoato 34 58 262 525 373 719 158 030 522 381
L. buchneri? 341 621 19% 491 348 640 151 029 552 383

T a( :Isag?f (i%” ﬁ?&gggﬂﬂﬂg\é&% Elzi:grjt[?lc%;d%om\y)rea(o,s% MVY; com benzoato (0,1% MV) & com L. buchneri
PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neuttro; FDA = fibra em detergente &cido; LIG = ligning;

CHOs = carboidratos sol(veis em agua; DVIVMS = digestibilidade verdadeirain vitro daMS; MS = matéria seca

MV= massa verde

A endlagem da cana-de-agicar sem o uso de aditivos (controle) resultou em
reducdo de 50% na concentragdo de CHOs da forragem e de 5,4% na DVIVMS (Tabda
11), vaores que = assameham aos encontrados em etapas anteriores deste projeto
(Capitulo 5). O teor de MS e o pH foram mais elevados, e os teores dos componentes da
fibra e de PB foram menores, do que os relatados por Coan et d. (2002) e Bernardes et
d. (2002) que, para Slagem de cana queimada, colhida aos doze meses de rebrota e
estocada por 55 dias, encontraram teor de MS de 20,1%, pH de 3,67 e teores de FDN,
FDA e lignina de 53,2%, 41,5% e 8,3%, respectivamente.

O desempenho das novilhas (Tabda 12) dimentadas com a racdo contendo
dlagem de cana sam aditivos, foi inferior em rdagcdo ap desempenho freglentemente
observado para bovinos recebendo dietas contendo cana-de-acUcar fresca, como
volumoso excdusivo, em proporcdo semehante ou maior a utilizada no presente trabaho.
Na literatura sBo encontrados valores de ganho de peso di&io de aé 1,81 kg para
animais dimentados com racéo contendo 48% da MS na forma de cana-de-agUcar fesca
(Hernandez, 1998).

So os trabahos de pesquisa onde se avdiou o desempenho de bovinos
dimentados com slagem de cana-de-aclcar sem aditivos. O consumo da slagem néo
aditivada neste experimento, de agoroximadamente 133 kg/animd/dia, pode ser
comparado a0 rdatado por Silvedtre et d. (1976) que, para novilhos mais leves (200 kg

de pex inicid), obtiveran consumo de groximadamente 115 kg de
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dlagem/animd/dia  Utilizando ragbes contendo quantidade menor de concentrado (05
kg de fado de aroz/animd/dia), numa avdiacd com novilhos pesando 300 kg
inicidmente, Alvarez et d. (1977) detectaram consumo semehante de dlagem (135
kg/animd/dia), mas 0 ganho de peso (0,327 kg/dia) e a conversio dimentar (15,0) foram
inferiores. A conversdo dimentar foi também superior aquela obtida por Vavasori et d.
(1998) que, para bezerros com peso médio inicid de 97 kg, recebendo dieta contendo
goroximadamente 60% de slagem de cana, condataram consumo de 124 kg MS para
cada quilo de ganho de peso vivo.

Tabela 12. Desempenho de novilhas da raca holandesa dimentadas com ragBes contendo

slagens de cana-de-aclcar aditivadas
Tratamentos * Peso Peso Ganho | Consumode | Consumo de Conversao
inicial find diario MS MS
(k0 (Rg/dia) (% PV)“© (KgMSkg GPD) °

Controle 3|73 | #35° | 0A” 872" 215" 937~
Uréa 015" | 4538~ 103" 875" 217" 8637
Benzoato 3833% | 46857 114 861° 212° 763 ”

L. buchneri 014° | 4658° 124~ 961" 23" 7,737
Viedia 388,73 257,9 T,09 8,02 7,19 8,34

EPM 6,18 5,84 0,06 0,40 0,11 0,53

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P<0,05); EPM = erro padrdo da média

! RagBes contendo aproximadamente 46% de silagens de cana-de-aglicar: sem aditivos (Controle); com uréia (0,5% MV);
com benzoato de sédio (0,1% MV) e com L. buchneri (3,64 x 10° ufc/g MV).

2PV = peso vivo; * GPD = ganho de peso di&rio

Os animais dimentados com a racdo contendo Slagem de cana-de-acUcar
inoculada com L. buchneri apresentaram tendéncia de maior consumo (P=0,15), ganho
de peso médio didrio 31,9% maior (P<0,05) e mdhor conversio dimentar (P<0,05), em
relacéo aos adimentados com a racdo controle, tendo consumido 17,5% a mencs em MS
por kg de ganho de peso vivo (Tabda 12). O ganho de peso foi 6,0% maor do que o
obtido por Pae® (citado por Boin & Tedeschi, 1993) que, avaliando o desempenho de
novilhos com peso inicid de 255 kg e dimentados com dieta contendo 58% de cana-de-
aclcar fresca e 12% de PB na MS, obtiveram ganho de peso di&io de 1,17 kg. A
conversio dimentar, no entanto, foi inferior aobtida por aquele pesquisador

°PATE, F.M. Journal of Animal Science, v.53, 1981. p-881-888.
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(7,73 vs 6,89 kg MSkg d e ganho de peso). Os resultados indicam que, a diferencana
composicio bromatoldgica da slagem inoculada com L. buchneri em rdacéo a slagem
controle, com menor contelldo dos componentes da fibra, maior concentracdo de CHOs
emaor DVIVMS fol suficiente para causar diferenca significativa no desempenho.

Avdiaces anteriormente redizadas durante a execucdo deste projeto (Capitulos
4 e 5) modraram que a inoculagdo de dlagens com L. buchneri pode ser eficiente na
reducdo da producéo de etanol em slagens de cana-de-aclcar, mas o efeito sobre a
composicdo bromatologica des slagens tem ddo vaiavd, tendo resultado em menor
perda tota de MS e menor teor de FDN, mas causando maior consumo de CHOs durante
a fermentacd e ndo promovendo mehora dgnificativa na DVIVMS  da forragem
tratada. Por outro lado, &m sdo condgtente o efeito benéfico da inoculacdo com estas
bectérias sobre a edtabilidade aerdbica das slagens, de graminess em gerd (Ranjit &
Kung J., 2000; Driehuis et d., 2001), bem como de sSlagens de cana-de-aclcar, como
foi observado em etgpas anteriores deste projeto (Capitulos 4 e 5), onde a inoculagdo
produziu Slagens que permaneceram estaveis por goroximedamente 80 horas, gpls a
abertura dos silos. Consderando-se que a taxa de retirada das Slagens neste experimento
fol reduzida (gproximadamente 10 cmv/dia), levando as Slagens a exposcéo por tempo
prolongado a0 a, pode-se sugerir que a Slagem inoculada com L. buchneri tenha
preservado mehor seu vador nutritivo, em rdacdo a slagem controle, devido a maor
edabilidade aerdbica, resultando assim em mehor desampenho dos animais com da
dimentados. Além disso, como hipdtese para investigacdo futura, poderia se sugerir a
posshilidade de efeto “probidtico” do L. buchneri, fao que podeia axiliar na
explicacéo dos desempenhosfavoraves aqui obtidos.

A racédo contendo slagem tratada com benzoato de sbdio resultou em mehor
conversio dimentar (P<0,05) pedos animas, que consumiram 18,6% menos MS da
racdo para cada kg de ganho de peso vivo, em rdagéo aos animais dimentados om a
racéo controle. Houve tendéncia de maior ganho de peso diaio (P=0,06) para os animais
deste tratamento, sendo que no gerd, a slagem tratada com benzoato agpresentou
resultados semelhantes (P>0,05) aos da dSlagem traada com o  inoculante
bacteriano(Tabda 12).
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Em avdiaches anteriores do tratamento de slagens de cana com sas de &cido
benzoico (Capitulos 4 e 5), observourse que este aditivo é capaz de reduzir a producéo
de etanol, entretanto os efeitos sobre a concentracdo de fibra e a DVIVMS das slagens
tratadas foram variavels Em uma das avadiacOes redizadas (Capitulo 5) a utilizacdo do
aditivo causou reducdo no consumo de CHOs durante a fementacdo e aumento
sgnificativo na estabilidade aerdbica da slagem, confirmando informagbes de Létemée
& Lingvdl (1996). Esses pexquisadores forneceram dados indicando que 0 uso de
aditivo contendo benzoato de sodio, promoveu mehor padrdo de fermentacdo des
dlagens, principdmente em Stuacéo de penetragdo excessva de a nos dlos. Os fatos
expodos sugerem que, 0 UD do benzoato, neste experimento, deve ter resultado em
efeitos benéficos sobre a presarvacdo do vaor nutritivo da slagem  excessivamente
expodta @0 ar, que ndo foram detectados na andise bromatoldgica (Tabela 11), mas que
possibilitaram certo grau de mehoria no desempenho dos animas com ea dimentados,
em relagdo aos do tratamento controle.

O desampenho dos animais dimentados com a raggo contendo Slagem tratada
com uréig, ndo diferiu (P>0,05) em nenhum dos aspectos avdiados em rdacéo aos dos
animas dimentados com aslagem controle (Tabda).

Trabahos de pesquisa tém demonstrado que o tratamento de slagens de cana-de-
aclcar com 0,5% de uréia pode resultar em silagens de mehor quaidade, em rdacéo a
dlagens néo aditivadas, com menor teor de fibra e maor teor de PB (Lima et d., 2002,
Molina et d., 2002). Os resultados de avdiagBes prévies redizadas neste projeto
(Capitulos 4 e 5), confirmaram estes dados e indicam anda, que o aditivo pode diminuir
a producdo de etanol e resultar em Slagens com maior DVIVMS, em rdagdo a slagens
néo aditivadas. A andise bromatoldgica da slagem tratada com uréia indica, no entanto,
maiores vaores numéicos de FDN, FDA e menor DVIVMS, em rdacdo a dlagem
controle, gpesar da maior concentragdo numérica de CHOs (Tabda 1), podendo assm
explicar aauséncia de efeito do tratamento sobre 0 desempenho dos animais.

A pior qudidade da slagem tratada com uréia pode ter Sdo decorrente da perda
de vaor nutritivo, como conseqiiéncia da exposcéo prolongada ap ar a que foram
submetidas as dlagens neste experimento. Em outra etgpa deste trabadho (Capitulo 4)
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condatou-£ que slagens de cana-de-aclcar tratadas com 05% de uréa podem
goresentar menor edtabilidade aerdbica em rdacdo a slagens sem aditivos, contrariando
0 conceito generdizado de que o tratamento com uréia aumenta a estabilidade aerdbica
das slagens (Rotz & Muck, 1994; Bolsen et d, 1995). Estes agpectos, e o fato de que o
tratamento com 15% do aditivo modrou-se promissor quanto ao aumento da
estabilidade aerdbica de silagens de cana-de-aclicar (Capitulo 4), indicam que devem ser
desenvolvidas pesquisas, que avdiem o desempenho de animais recebendo Slagens de
cana-de-aglicar aditivadas com maiores doses de uréa, j& que a deterioracdo aerdbica
das dlagens ocorre com grande freqiiéncia nas propriedades (Ranjit & Kung Jr., 2000),
sendo um fator importante a ser considerado pel os pesquisadores e pecuaristas.

Tabela 13. Desempenho observado e estimado, com base nos vaores reai's dos pesos
médios dos animai's e de composiEo quimica das silagens, de novilhas

holandesas em crescimento
Tralamento - Obsarvado ESimado
Pesomédio ConsumoMS  Ganhodiario Consumo MS Ganho
di&io
kg
Controle 415 872 0Aa 10,7 087
Uréa 423 875 103 109 086
Benzoato 426 8,61 114 109 083
L. buchneri 429 961 124 110 108
Média 423 8,92 1,09 10,9 0,91

“NRC — Gado de Leite (2001)
2 Ragdes contendo aproximadamente 46% de silagens de cana-de-actcar: sem aditivos (Controle); com uréia (0,5% naMV);
com benzoato de sadio (0,1% na MV) e comL. buchneri (3,64 x 10° ufc/g de MV);
MS = matéria seca; MV = massa verde

Utilizando-se os vaores da composico quimica das slagens e os pesos méedios
obtidos para os animais de cada tratamento, estimourse quais deveriam ser os vaores de
consumo e ganho de peso dos animais dimentados com cada tipo de racdo, utilizando-se
0 programa de cdculo de ragBes do NRC - Gado de Lete (2001), que podem ser
comparados aos que foram observados, na Tabela 13. Pode-se observar que o consumo
de MS foi, gproximadamente, 18% menor e 0 ganho de peso 20% maior, em média, do
gue os caculados aravés do programa, sugerindo que as Silagens devem ter gpresentado
vaor nutritivo superior aquele condderado nos caculos, onde utilizou-se apenas 0s
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vaores de FDN, FDA, ligning, PB e de cinzas, tomando-se outros vaores de tabelas,
sem levar em conta os teores e 0 vaor energético do etanol, dos acidos graxos volaeis,
do &cido l&tico, e de outros produtos da fermentacdo, que néo puderam ser determinados.
Os baixos teores de etanol, detectados na andise das slagens, indicam, no entanto, que
ede componente ndo deve ter contribuido Significativamente para 0 aumento do vaor
energético das Slagens neste experimento, e que outros fatores estariam envolvidos.

6.4 Conclusdes

Os resultados dete expeimento permitem concluir que os indicadores de
desempenho de bovinos em crescimento, dimentados com ragbes contendo Slagens de
cana-de-aglicar tratadas com benzoato de sddio ou inoculantes contendo L. buchneri,

podem ser superiores aos de animai's recebendo slagens ndo aditivadas.



7 CONCLUSOES GERAIS

A caa-deaglicar quando enslada sem  aditivos goresenta fermentac@o
caacterizada por eevada producdo de etanol, resultando em perdas excessvas de
matéria seca e de vdor nutritivo, com baixo consumo voluntaio da forragem peos
animas. Alguns aditivos empregados modraramnse capazes de reduzir a producéo de
etanol e de diminuir as perdas de componentes nutritivos durante a endlagem, apesar
dos resultados tendo Sdo variaveis A incgpacidade de dguns aditivos, em evitar a
deterioracéo aerdbica das dlagens, pode comprometer a obtencdo de resultados
stidfatorios de desempenho animd.

A utlizacdo de inoculante contendo bectérias homoldicas (L. plantarum)
mostrouse prejudiciad a0 processo de consarvacdo da cana-de-acUcar, aumentando a
producéo de etanal e as perdas de nutrientes da sllagem.

A endglagem da cana-de-acUcar com benzoato de sodio e L. buchneri resultou em
forragens com maor vaor nutritivo, propiciando maor ganho de peso e mdhor
conversio dimentar de bovinos em crescimento, provavelmente devido ao aumento da
edtabilidade aerdbica das silagens.
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