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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar as caracteristicas de fermentacéo e qualidade
nutricional das silagens de cana-de-acgUcar, variedade IAC 862480, ensilada pura
(tratamento controle-T1), com inoculante bacteriano/enzimético (Propionibacterium
sp e enzimas amiloliticas- T2), inoculadas com bactérias heterolaticas (Lactobacillus
buchneri- T3), ou tratadas com hidréxido de célcio (Ca(OH),) em inclusdes de 0,8%
(T4), 1,3% (T5) e 1,8% (T6) a massa verde. Avaliou-se a composicdo quimica
bromatolégica, pH, &acidos graxos volateis, etanol, nitrogénio amoniacal,
digestibilidade in vitro (DIVMS) e recuperacdo de matéria seca (RMS) num
delineamento estatistico inteiramente casualisado composto de 6 tratamentos e 3
repeticbes cada. Os tratamentos T2 e T3 apresentaram desempenho semelhante ao
T1 para todas as variaveis da composicdo bromatoldgica das silagens. Silagens
contendo aditivos alcalinos (Ca(OH);) foram mais eficientes na reducdo dos
componentes da parede celular da cana-de-acgucar em relacdo ao T1, melhorando a
DIVMS. Ao avaliar a RMS e as perdas fermentativas no processo de ensilagem,
verificou-se mais uma vez muita semelhanca do T1 com a silagem T2, exceto o teor
de etanol que foi menor em T2. Fato que né&o indica superioridade desta silagem em
relacdo ao controle, uma vez que as RMS e DIVMS foram consideradas iguais
estatisticamente ao T1. Silagens inoculadas com L. buchneri- T3 reduziram o teor de
etanol e apresentaram boa RMS, mas ndo superaram o0s resultados apresentados
pelos tratamentos com hidroxido de calcio. Os tratamentos T4, T5 e T6 foram
eficientes em controlar a fermentacao alcodlica, associada a menor perda de MS e
producdo controlada de &cidos orgénicos semelhante aos teores relatados na
literatura.

PALAVRAS- CHAVE: Cana-de-acucar, hidrélise, hidréxido de calcio, inoculante, L.
buchneri, Propionibacterium sp, silagem.
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CALCIUM HYDROXIDE (Ca(OH),;) AND HETEROFERMENTATIVE BACTERIA AS
ADDITIVE IN SUGARCANE (Saccharum officinarum |.) SILAGE AND ITS
EFFECTS ON THE BROMATOLOGICAL VALUES AND FERMENTATI VE

DYNAMICS

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of biological and chemical
additives on the fermentative characteristics and nutritional quality of sugarcane (IAC
862480) silages. The trial was carried out in a completely randomized experimental
design with factorial scheme of six treatments and three replicates per treatment. The
treatments were based on the sugarcane silage additive: heterolactic bacteria
(Lactobacillus buchneri), bacteria + enzyme (Propionibacterium sp associated with
amylolytic enzymes), 0,8% Ca(OH),, 1,3% Ca(OH),, 1,8% Ca(OH), and crude
sugarcane silage (control treatment). The treatments with Propionibacterium sp and
amylolytic enzymes and with L. buchneri had bromatological results similar to the
control treatment. The Propionibacterium sp and amylolytic enzymes silages showed
lower ethanol levels when compared to the crude sugarcane silage. However, this
fact does not indicate the superiority of Propionibacterium sp additive compared to
control, since the dry matter recovery and the dry matter in vitro digestibility did not
differed statically(P> 0,05) from the control treatment. Silages inoculated with L.
buchneri reduced the level of ethanol and showed good dry matter recovery, but did
not surpass the results presented by treatments with hydrated lime. Silages with
alkaline additives (calcium hydroxide) were more effective in reducing the
sugarcane’s cell wall compounds than the control treatment, improving the dry matter
in vitro digestibility. Treatments with calcium hydroxide were effective in controlling
the alcoholic fermentation and had lower loss of dry matter.

KEYWORDS: Calcium hydroxide, hydrolysis, inoculants, L. buchneri,
Propionibacterium sp, silage, sugarcane.

INTRODUCAO

Como planta forrageira, a cana-de-acucar tem como vantagens o facil cultivo,
o grande volume de producdo no periodo de escassez de forragens verdes, a boa
aceitacdo animal e o baixo custo por tonelada de matéria seca (MS) (DOMINGUES
et al., 2011; MURARO et al.,, 2009). Em desvantagem, apresenta limitagcdes de
ordem nutricional, devido aos baixos teores de proteina e minerais e ao alto teor de
fibra de baixa degradacgé&o ruminal.

Fatores como excesso de producéo, pouca disponibilidade de méao-de-obra e
maquinas para o0 seu corte diario, necessidade de colheita no momento de melhor
qualidade nutricional, ou antecipacdo de colheita em casos de reforma, obter
uniformizagdo da rebrota, minimizagdo das sobras de um ano para 0 outro,
racionalizacdo de mao de obra, controle de risco de perda por fogo ou geada e
padronizacdo da adubacéo e uso de herbicidas, podem favorecer uma decisao pela
sua ensilagem, apesar da menor digestibilidade e consumo da cana ensilada,
guando comparada com a cana in natura (SCHMIDT et al., 2011; SIQUEIRA et al.,
2012).
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As silagens de cana de acgUcar apresentam intensa atividade de leveduras
que convertem acgucares em etanol, didoxido de carbono e agua, causando reducgdes
de até 70% no teor de carboidratos soluveis, aumento nos componentes da parede
celular e perdas de matéria seca (BALIEIRO NETO et al., 2009). Devido as perdas
inerentes a este processo tem sido constante a indicacdo do uso de aditivos para
reduzi-las (SCHMIDT et al., 2011). A busca por novos aditivos ou por combinac¢oes
de produtos que apresentem efeito sinérgico na prevencdo de perdas durante a
ensilagem de cana-de-agUcar mantém-se em destaque entre as pesquisas sobre
forragens conservadas no Brasil, com intuito de elevar o nimero de informacgdes que
esclarecam a dindmica fermentativa desse material. Os resultados mais promissores
foram encontrados quando utilizado Oxido de célcio e Lactobacillus buchneri
(SCHMIDT et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2012; ZOPOLATTO et al., 2010).

Existem demonstracbes que a ensilagem da cana-de-aclcar sozinha
ocasiona reducdo acentuada no seu valor nutritivo. As recuperagcdes de MS
observadas nas silagens tratadas com NaOH ou L. buchneri foram de 84%,
enquanto das silagens controle, 69% (SIQUEIRA et al., 2010).

BALIEIRO NETO et al. (2009) observaram reducdo nos constituintes da
parede celular e aumento na digestibilidade in vitro (DIVMS) das silagens,
decorrente dos niveis crescentes (0,5; 1,0 e 2,0%) de cal virgem aplicados.

Aditivos contendo bactérias heterofermentativas (Lactobacillus buchneri e
Propionibacterium sp) que produzem &cido acético, além do acido latico, melhoram a
estabilidade aerdbia das silagens em razdo do maior poder do acido acético de inibir
o crescimento de leveduras e mofos (PEDROSO, 2003).

O objetivo neste trabalho foi estudar as caracteristicas de fermentacédo e
qualidade nutricional das silagens de cana-de-acucar, variedade IAC 862480,
comparando-se a inoculacdo com bactérias heterolaticas ou heterofermentativas,
inoculante bacteriano/enzimatico ou tratadas com hidréxido de calcio.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em Uberlandia- MG, municipio localizado na
regido nordeste do Triangulo Mineiro, que possui clima semitropical, que se
caracteriza por alternancia de invernos secos e verdes chuvosos.

As silagens foram confeccionadas com cana de acucar variedade IAC 86
2480, colhida manualmente aos 18 meses de crescimento (segundo corte),
fornecidas pela Fazenda Douradinho - Agua Comprida, localizada também no
municipio de Uberlandia. Este canavial foi adubado somente na sua formac¢do. Uma
picadora estacionaria, marca Mentamint ®, tracionada por um trator, foi regulada
para picar entre 5 e 10 mm.

A cana-de-acucar colhida, picada e submetida aos seguintes tratamentos:
Controle, somente silagem (T1); Inoculante bacteriano/enzimético Propionibacterium
sp e enzimas amiloliticas - dose de 1,5 x 10° ufc/g de massa verde (T2); Inoculante
bacteriano L. buchneri — dose de 5,0 x 10* ufc/g de massa verde (T3); 0,8% de cal
hidratada (produto comercial) (T4); 1,3% cal hidratada (produto comercial) (T5) e
1,8% cal hidratada (produto comercial) (T6).

Porcoes de 50 kgs de cana-de-acUcar fresca picada receberam suas
respectivas doses de tratamento, em piso de cimento. Todos os aditivos foram
diluidos em agua. Apos aplicacdo dos aditivos por meio de borrifadores manuais, o
material foi revolvido iniUmeras vezes para se atingir uma boa homogeneidade da
massa. Como prevencdo a inter-contaminacdo dos tratamentos, os borrifadores
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foram trocados entre as aplicagdes.

O tratamento T3 com o L. buchneri cepa NCIMB40488, seguiu a
recomendacdo do fabricante. De acordo com as especificacdes do produto, 2 g
diluidas em 5 litros de agua € o suficiente para garantir a inoculacédo de 5,0 x 104
ufc/g de massa verde em uma tonelada de forragem. Assim como o tratamento com
Propionibacterium sp, 2 g diluidas em dois litros de agua inoculam eficientemente
(1,5 x 10° ufc/g) uma tonelada de matéria original.

Para os tratamentos com hidroxido de calcio, os produtos foram diluidos em
agua (2 litros) para atingir as concentracdes determinadas (0,8%, 1,3% e 1,8%) na
massa verde. A cal hidratada calcitica utilizada é devidamente registrada no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento para tratamento de &agua
potével, industrias quimicas, etc. De acordo com 0s niveis de garantia do fabricante,
a cal hidratada, apresentava no minimo de 90,00% de hidréxido de calcio e maximo
de 1,00% de oxido de magneésio total.

Foram utilizados 18 silos de laboratério, de PVC, com capacidade de 4 litros
cada. Estes foram pesados vazios, preenchidos com o material tratado,
compactados, identificados e fechados com fita adesiva. Os silos de laboratorio
foram acondicionados, em local coberto, a temperatura ambiente. Na tampa de cada
silo foi adaptada uma valvula, do tipo Bulsen, para permitir o escape dos gases
formados durante a fermentagao.

Para se estabelecer uma padronizacdo nas densidades dos diferentes
tratamentos, camadas de 5 cm de forragem eram compactadas com um bastao de
madeira para atingir densidade adequada, de maneira uniforme entre o0s
tratamentos.

Durante este processo de enchimento foram retiradas amostras para
determinacdo de matéria seca e pH. Os silos foram pesados depois de preenchidos
e fechados. Os pesos individuais dos silos, o peso liquido dos silos cheios ap6s a
compactacao nao apresentaram diferenca estatistica entre si (P < 0,05) pelo teste de
Tukey.

Os 18 silos de PVC foram abertos aos 45 dias ap0s a ensilagem, e 0s pesos
liguidos finais também ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (P < 0,05)
pelo teste de Tukey. ApoOs a retirada da silagem, as extremidades foram
descartadas e o conteudo foi homogeneizado. De cada tratamento, foram recolhidas
cinco amostras de aproximadamente 500g. Uma amostra de cada tratamento foi
enviada para avaliacdo imediata do pH. As demais amostras foram congeladas a -
20T para posteriores analises bromatoldgicas e qui micas e contraprova.

As 18 amostras de cana-de-agUcar colhidas no momento da ensilagem e
apos a abertura dos silos foram secas em estufa a 62T por 72 horas e moidas em
moinho contra peneira de crivos de 1 mm e armazenadas. As amostras processadas
serviram de material para a analise bromatologica do Laboratério de Nutricdo Animal
da FAMEV-UFU. Foram analisadas as concentra¢ces de matéria seca (MS), matéria
mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), analise das fracbes minerais
de calcio (Ca) e Fésforo (P), conforme SILVA (1990). Os teores de fibra em
detergente acido (FDA), fibora em detergente neutro (FDN), lignina (LIG), celulose
(CEL), hemicelulose (HEM) foram avaliadas pelo método sequencial segundo
ROBERTSON & VAN SOEST (1981). Os teores de hemicelulose foram calculados
por diferenca entre FDN e FDA, os de lignina pela diferenca entre FDA e CEL e a
matéria organica pela diferenca entre MS e MM. Os teores de nutrientes digestiveis
totais (NDT) foram obtidos conforme MCDOWELL et al. (1974).

Os 6 tratamentos, contendo 3 silos de PVC cada, foram avaliados quanto as
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perdas de matéria seca e gas, através da variavel Recuperacdo de Matéria Seca
(RMS). Calcularam-se as perdas de matéria seca pela diferenga entre o peso bruto
inicial e o final dos silos experimentais, em relacdo a quantidade de forragem
ensilada (MS). O Indice de Recuperacido de Matéria Seca (JOBIM et al., 2007), foi
calculado empregando a seguinte equacgao:

RMS = (MFab x MSab)/(MFfe x MSfe) x 100

Onde:

RMS = indice de recuperagdo de matéria seca;
MFab = massa de forragem na abertura;

MSab = teor de MS na abertura;

MFfe = massa de forragem no fechamento;
MSfe = teor de MS da forragem no fechamento.

O padrdo de fermentacdo das silagens foi analisado pelo Laboratério de
Nutricdo Animal da Escola de Veterinaria da UFMG. Isto foi feito por meio da
determinacdo do pH, dos &cidos graxos volateis (AGV’s), etanol e do nitrogénio
amoniacal da amostra e da matéria seca. Os AGV’s foram determinados pela
cromatografia em gas liquido.

Uma amostra foi utilizada para extracdo do suco, por meio de prensa
hidraulica, que foi mantido congelado em freezer, para determinacao dos teores dos
acidos acético, propibnico, butirico e latico e da concentracdo de alcool etilico. Para
andlise do nitrogénio amoniacal, por meio da destilacdo com cloreto de célcio e
oxido de magnesio, utilizando-se o acido borico como solucéo receptora e 0 acido
cloridrico para a titulacdo e a determinacdo do pH (o suco das silagens foi utilizado
imediatamente ap0s sua extracdo). O teor de nitrogénio amoniacal foi inicialmente
expresso em miligramas por 100 ml de suco de silagem (N-NH3, em mg%). Apés as
analises de matéria seca e proteina bruta, o nitrogénio amoniacal foi expresso como
porcentagem do nitrogénio total (N-NHz /NT).

As amostras foram avaliadas ainda quanto a digestibilidade in vitro. Esta
analise consistiu em colocar amostras de forrageiras em contato com o liquido de
rimen acrescido de um tampao (inéculo) no interior de um tubo de ensaio. Assim,
tentou-se simular o que ocorre in vivo, reproduzindo as condi¢cdes predominantes no
rumen-reticulo, com a presenca de microorganismos, anaerobiose, temperatura de
39°C, poder tampéao e pH de 6,9. O processo de fermentacdo ocorreu durante 24 a
48 horas. Estas andlises de DIVMS também foram realizadas no Laboratorio de
Nutricdo Animal da Escola de Veterinaria da UFMG.

Os resultados das andlises bromatolégicas e quimicas dos tratamentos foram
comparados com vistas a determinar a qualidade do volumoso. O delineamento
estatistico utilizado para a avaliacdo das silagens foi inteiramente casualisado,
sendo 6 tratamentos e trés repeticdes. Os resultados das variaveis acompanhadas
foram submetidas a analise de variancia e as médias dos tratamentos comparadas
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (FERREIRA, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicao quimica bromatoldgica e valor nutritivo das silagens
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A composicao quimica bromatologica da cana-de-agucar fresca utilizada nos
diversos tratamentos deste experimento esta apresentada na Tabela 1.

TABELA 1. Composicao quimica da cana-de-acucar in natura IAC 862480, utilizada
na silagem (base seca).

Variavel Cana-de-acglcar
MS (%) 30,2
PB (%) 2,56
EE (%) 0,85
MM (%) 2,4
MO (%) 27,8
Ca (%) 0,18
P (%) 0,07
FDA (%) 26,10
FDN (%) 50,85
LIG (%) 5,78
CEL (%) 27,7
HEM (%) 24,75
NDT (%) 69,83

Os valores encontrados para MS, PB e FDN estdo coerentes com os dados
apresentados SMITH et al. (2011). Valores baixos de minerais como Ca e P foram
encontrados neste experimento (MOTA et al., 2010). Esta variedade apresentou
valor de NDT superior aos encontrados por SANTOS et al. (2012) e OLIVEIRA et al.
(2007), que encontraram valores medios de 60% de NDT.

Os resultados da MS no momento da ensilagem e o conteudo de MS das
silagens apoOs abertura dos silos (Tabela 2), nos diversos tratamentos néo
apresentaram diferenca estatistica entre si (P>0,05), através do teste de correlacdo
linear (FERREIRA, 1999).

TABELA 2. Teores de matéria seca (MS%) antes da ensilagem e ap0s abertura dos
silos em funcdo da associacdo entre aditivos quimicos e bacterianos na
ensilagem da cana- de- acucar.

Tratamentos

Item T1 T2 T3 T4 T5 T6  CV(%)
MS (%) 30,20"* 28,63 29,06™ 28,95"* 2943"* 30,84"2 -

ensilagem

MS(%) 20,417° 18,89"* 24,40% 27,3 28,10% 29,45%° 163
abertura

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha e letras mailsculas diferentes na
mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste Tukey.

! T1- Controle; T2- Inoculante bacteriano/enzimatico (Propionibacterium sp e enzimas amiloliticas);
T3- Inoculante bacteriano L. buchneri; T4- 0,8% hidréxido de célcio na MV; T5- 1,3% hidroxido de
célcio na MV; T6- 1,8% hidréxido de céalcio na MV

Com relacdo ao teor de MS na abertura das silagens, todos os tratamentos
apresentaram diferencas entre si (P< 0,05), provenientes das perdas de MS durante
a fermentacdo, exceto T4 e T5 que se mostram iguais estatisticamente (P>0,05).
Sendo que o tratamento T6 apresentou maiores médias de MS (29,45%), e as
silagens com inoculantes bacterianos/enzimaticos (T2), que apresentaram menor

média (18,89%). Este fato pode ser explicado pelo tratamento T2
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ser inoculado com bactérias do género Propionibacterium sp, que sdo inibidas em
pH inferior a 4,2—4,5 (SCHMIDT et al., 2011) resultando em uma maior atividade de
leveduras, o que pode ter acarretado perdas gasosas em maior escala e elevado
consumo de carboidratos soluveis. ITAVO et al. (2010) ndo observaram queda nos
teores de MS na ensilagem de cana com o mesmo inoculante, em ph de 4,0.

O teor de MS das silagens aumentou linearmente com o nivel de cal. A
recuperacao da matéria seca (RMS) dos tratamentos alcalinos apresentou-se maior
e as perdas por gas e producédo de efluentes menores (Tabela 6), evidenciando acao
benéfica da cal no controle de leveduras ocasionando menor reducdo nos teores de
carboidratos solluveis durante o processo fermentativo. O contelldo de matéria seca
determina as alteracbes que podem ocorrer durante o processo de fermentacao da
forragem. Silagens com menos de 30% de MS podem apresentar elevadas
quantidades de efluentes e altos teores de nitrogénio amoniacal, resultante da acao
de Clostridium (MURARO et al., 2009). Segundo AMARAL et al. (2009), ensilando
cana-de-acucar sem aditivo ou tratada com 1,0% (massa verde) de cal virgem ou
calcario, os teores de MS também aumentaram linearmente nas silagens tratadas,
sendo maior com 1% de calcario (32,1%) ou com 1% de cal virgem (30,5%)
comparadas a silagem controle (28,3%).

Os resultados da PB, MM, Ca e P das silagens ap0s abertura dos silos, nos
diversos tratamentos estao descritos na Tabela 3.

TABELA 3. Valor de PB, MM, Ca e P das silagens de cana-de-agucar nos diversos
tratamentos no momento da abertura dos silos experimentais (base

seca).
itemn Tratamentos *
T1 T2 T3 T4 T5 T6 CV(%)
PB (%) 2,19 2119  2,16° 1,9° 1,7° 1,442 2,99
MM (%) 3,11° 2,75*® 261* 466° 5379 597° 3,36
Ca (%) 023° 0,20° 0,20*° 029° 032 0,36° 4,02

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,05) pelo teste Tukey.

! T1- Controle; T2- Inoculante bacteriano/enzimatico (Propionibacterium sp e enzimas amiloliticas);
T3- Inoculante bacteriano L. buchneri; T4- 0,8% hidréxido de célcio na MV; T5- 1,3% hidroxido de
célcio na MV; T6- 1,8% hidroxido de célcio na MV

No momento da abertura dos silos, os teores de PB n&o diferiram
estatisticamente (P>0,05) entre T1, T2, e T3. Mas decresceram linearmente e foram
estatisticamente diferentes (P<0,05), a medida que se aumentou o teor de hidréxido
de Ca, em T4 (1,9%), T5 (1,7%) e T6 (1,44%), semelhantes a dados apresentados
por outras pesquisas (FERREIRA et al., 2007; SANTOS, 2007). VALERIANO et al.
(2009) afirmaram que a rapida queda no pH das silagens de cana impede o
crescimento de microrganismos que degradam proteinas, como enterobacterias e
clostrideos, o que explica a nao-reducdo nos teores de PB em silagens com
inoculantes e a redugcdo nos tratamentos com aditivos alcalinos. No entanto,
SCHMIDT et al. (2011) e Siqueira (2009) observaram que o teor proteico da silagem
inoculada com L. buchneri foi superior ao da silagem controle, todavia, a fracao
protéica da cana € bastante limitada e a elevacao nos teores protéicos das silagens
em relacdo ao material original decorre das perdas de MS observadas nessas
silagens.

Os valores de MM diferiram entre os tratamentos (P<0,05) e foram maiores
nas silagens tratadas com cal (T4, T5 e T6), variando entre 4,66% a 5,67% da MS.
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Aumentou conforme foi se acrescentando a dose do composto quimico, 0 que
possivelmente esta relacionado ao fato de os aditivos serem de origem mineral e
apresentarem grande proporcdo desta fracdo em sua composi¢cdo. SANTOS et al.
(2009) também verificaram aumento no teor de cinzas em silagens de cana-de-
acucar tratadas com cal virgem e calcario. Na silagem com 1,0% de cal virgem, os
autores encontraram valor de 6,1%, ao passo que, na silagem contendo 1,0% de
calcario, constatou-se valor de 4,7% de cinzas.

Os valores de célcio apresentaram-se iguais estatisticamente (P>0,05)
apenas entre o T2 e T3 (menores valores, ambos 0,20% da MS). Foram diferentes
estatisticamente ente si (P< 0,05) nos demais tratamentos. Seu valor foi maior no T4
(0,29%), T5 (0,32%) e T6 (0,36%), fato explicado pelo teor de Ca acrescentado pela
cal (MOTA et al.,, 2011). Os teores de fésforo apresentaram maiores valores nos
tratamentos com cal, e ndo apresentando diferenca estatistica entre estes
tratamentos quimicos (dados ndo apresentados no trabalho). Visto os resultados
encontrados neste trabalho, ndo ocorre nenhum desbalanceamento de Ca: P, com
adicao de cal hidratada, nestas concentracdes propostas no material ensilado, que
possam vir a alterar o metabolismo do animal que ira consumir a silagem.

A composicao da parte fibrosa das silagens em estudo esta apresentada na
Tabela 4, e sdo semelhantes aos relatados na literatura.

TABELA 4. Valores de FDA, FDN, LIG, CEL e HEM das silagens de cana-de-agucar
nos diversos tratamentos no momento da abertura dos silos
experimentais (base seca).

Tratamentos
T1 T2 T3 T4 5 T6  CV(%)

Item

FDA (%)  36,48° 36,57 36,19° 32,27° 30,38° 26,10° 1,08
FDN (%)  54,89% 5547%°¢ 5498%° 4783° 46,96° 4256 0,38
LIG(%) 7,34¢ 7,631 7,30° 6,28° 4,97° 452% 2,31
CEL (%) 30,96“¢ 30,49%¢ 31,04 30,37° 29,70° 28,96*° 0,79
HEM (%)  18,31° 18,89° 18,79° 1556° 16,51° 16,46° 1,86

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,05) pelo teste Tukey.

! T1- Controle; T2- Inoculante bacteriano/enzimatico (Propionibacterium sp e enzimas amiloliticas);
T3- Inoculante bacteriano L. buchneri; T4- 0,8% hidréxido de célcio na MV; T5- 1,3% hidroxido de
célcio na MV; T6- 1,8% hidroxido de célcio na MV

Os valores de FDA (Tabela 4) foram considerados iguais estatisticamente
(P>0,05) entre o grupo controle (T1) e os dois grupos inoculados com aditivos
biologicos (T2 e T3), corroborando com os achados de Avila et al. (2008) e Schmidt
et al. (2011). Apresentaram média de 36,48% de FDA, sendo valores maiores que
0s encontrados nos demais tratamentos.

Verificou-se elevagcdo nos teores de FDN e FDA, respectivamente, da cana-
de-acglcar antes e apés a ensilagem (MURARO et al., 2009; SCHMIDT et al., 2011).
Em silagens de cana-de-agUcar, aumentos percentuais da fracédo fibrosa do material
ensilado em relacdo ao material original podem ser observados como resultado
destes se tornarem mais concentrados na MS da silagem por perdas na forma de
gases, em razdo da fermentagéo alcodlica por leveduras (MURARO et al., 2009).

Os teores de FDA neste experimento foram decrescendo a medida que
aumentou- se a dosagem da cal hidratada, sendo o menor valor obtido no T6. Os
tratamentos quimicos (T4, T5 e T6) foram diferentes estatisticamente (P<0,05) entre
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si. Os tratamentos que apresentaram menores teores de FDA foram os que
resultaram menores valores de FDN, LIG, CEL, HEM, ou seja, reducédo de todos os
componentes da parede celular, e também maiores RMS (Tabela 6).

Os teores de FDN (Tabela 4) apresentaram diferenca estatistica (P<0,05)
entre os tratamentos T4, T5 e T6 (tratamentos com diferentes doses de cal
hidratada). Sendo que o T6 apresentou menor concentracdo de FDN dentre todos os
tratamentos (42,56%). As silagens inoculadas com agentes alcalinos apresentaram
reducdo desta fracdo frente a silagem controle. MOTA et al. (2011) analisaram os
efeitos do oxido de calcio e hidréxido de célcio, aplicados no momento da ensilagem
na dose de 0,5% e também constataram, no momento da abertura dos silos, teores
de FDN, FDA e HEM menores nas silagens com aditivo. A reducéo nessas fracoes
resultou da solubilizacdo parcial dos constituintes da parede celular, pois o efeito dos
produtos alcalinos normalmente ocorre pela solubilizacdo parcial da hemicelulose e
pela expansdo da celulose, o que facilita o ataque dos microrganismos do ramen a
parede celular. Santos et al. (2008), com a utilizacdo de um alcalino (6xido de calcio)
também reduziram a concentragdo de componentes da parede celular nas silagens
aditivadas em relacdo a silagem controle. Segundo estes autores, doses de 1,0% e
1,5% de CaO resultaram em silagens com menores valores de FDN (52,56% e
54,8% respectivamente) e menores valores de FDA (354% e 35, 07%,
respectivamente) quando comparados a silagens controle (67,1% e 43, 78%, de
FDN e FDA, respectivamente) e também em relacdo ao tratamento com inoculagao
de L. buchneri (65,12% e 47,78% de FDN e FDA, respectivamente). As diferencas
numericas entre os valores de FDN e FDA, apresentados neste trabalho, em relacao
a literatura comparada, podem ser justificadas pelo fato das variedades e a idade de
corte das canas-de-acgUcar utilizadas nos trabalhos confrontados serem diferentes.

Os valores de FDN do grupo controle (T1), T2 e T3 foram iguais
estatisticamente entre si (P>0,05), mas diferentes dos demais tratamentos com
aditivos quimicos. Segundo VAN SOEST (1994), a fracdo fibrosa do material
ensilado pode ser acrescida percentualmente em condi¢des de intensa formacéo de
efluentes durante o processo fermentativo, no qual os componentes sollveis em
adgua sao reduzidos proporcionalmente ao aumento na fragdo menos fermentavel
insolivel em agua, particularmente os constituintes da parede celular. Pode-se
apontar que neste trabalho, que os tratamentos T1, T2 e T3 provavelmente
apresentaram maiores perdas por efluentes, visto o aumento nas fracdes FDN e
FDA destes.

Outro componente da parede celular, a lignina apresentou diferenca
estatistica entre os tratamentos (P<0,05) alcalinos, conforme ilustrado na Tabela 4.
Os tratamentos T1l, T2 e T3 sdo iguais estatisticamente entre si (P>0,05),
apresentando valor médio de 7,3%, valor numérico superior ao encontrado na cana
in natura.

Os tratamentos alcalinos foram diferentes estatisticamente dos outros
tratamentos, que apresentaram reducao da variavel a medida que aumentou-se a
adicdo de cal hidratada (BALIEIRO NETO et al.,, 2007). Dados divergentes dos
teores de lignina apresentados neste trabalho foram descritos por AMARAL et al.
(2009), onde as silagens controle e tratadas com 1,0% de cal virgem nao diferiram
estatisticamente e apresentaram valor médio de 7,2%. MOTA et al. (2010) também
nao observaram alteragdo neste composto. De acordo com KLOPFENSTEIN (1980),
o teor de lignina normalmente ndo € alterado pelo tratamento quimico, mas a acao
deste leva ao aumento da taxa de digestdo da fibra. A limitacdo da digestao deve-se
a funcdo fisica da lignina como substancia que favorece a rigidez parietal, bem como
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as caracteristicas de suas ligacdes quimicas com os polissacarideos estruturais
também conhecida como fragéo lignocelulésica, a inibicdo da atividade enzimética
ou mesmo a inter-relacédo de todos estes fatores.

Os tratamentos T1, T2, T3 e T4, ndo apresentaram diferenca estatistica entre
si (P >0,05) quanto a variavel celulose. T5 e T6 foram considerados estatisticamente
diferentes dos demais tratamentos, apresentando um ligeiro decréscimo nos valores
da fracdo celulésica a medida que se aumentou a dosagem de cal hidratada
(29,70% e 28,96% respectivamente).

Em relacdo a variavel hemicelulose, os tratamentos inoculados com bactérias
(T2 e T3) apresentaram-se iguais estatisticamente ao controle (P>0,05).
Corroborando com VALERIANO et al. (2009) e SANTOS et al. (2008) que nao
verificaram diferenca entre as silagens controle e silagens aditivadas com L.
buchneri quanto a fracdo hemicelulose. Foi observada reducgéo da fragdo HEM em
T4, T5 e T6. Nas silagens tratadas com aditivos alcalinizantes, além do menor
consumo de componentes solluveis, pode ter havido também hidrélise alcalina na
porgéo fibrosa, com solubilizag&o parcial da HEM, em virtude dos menores teores de
FDN e das menores concentracdes de hemicelulose nessas silagens (AMARAL, et
al., 2009).

TABELA 5. Valores de NDT e DIVMS das silagens de cana-de-agucar nos diversos
tratamentos no momento da abertura dos silos experimentais (base seca).

Tratamentos

Item

T1 T2 T3 T4 T5 T6 CV(%)
NDT (%) 62,82* 61,93* 63,76 66,39° 66,89°Y 67,577 0,5
DIVMS (%) 57,61> 58,38 66,65° 73,53 76,97° 7827° 3,35

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,05) pelo teste Tukey.

! T1- Controle; T2- Inoculante bacteriano/enzimatico (Propionibacterium sp e enzimas amiloliticas);
T3- Inoculante bacteriano L. buchneri; T4- 0,8% hidréxido de célcio na MV; T5- 1,3% hidroxido de
célcio na MV; T6- 1,8% hidroxido de célcio na MV

Notou-se pouca variacdo nos teores de NDT. Apresentaram iguais
estatisticamente (P>0,05) T1 e T2, apresentando os menores valores (62,3%). Os
tratamentos alcalinos, T4 e T5, e T5 e T6, também nédo apresentaram diferenca
entre si, proporcionando melhores teores de NDT.

As silagens contendo Propionibacterium sp e enzimas amiloliticas (T2)
apresentaram menor DIVMS (58,38%) dentre os tratamentos e foi igual
estatisticamente (P>0,05) ao grupo controle. Seguidos pela silagem contendo L.
buchneri (66,65%). Os tratamentos com cal hidratada ndo apresentaram diferenca
estatistica entre si, apresentando os maiores valores de DIVMS (média de 76,25%)
dentre os tratamentos. Dados semelhantes, foram apresentados por SANTOS et al.
(2009), que ao analisar o valor nutritivo de silagens com os seguintes aditivos: L.
buchneri, 1,0 e 1,5% de cal virgem, 1,0 e 1,5% calcéario e gesso, observaram no
grupo contendo L. buchneri valores préximos de DIVMS ao controle (49,06% e
48,74% respectivamente), valores préximos da DIVMS para os tratamentos com
1,0% e 1,5% de cal virgem (70,45% e 74,21%, respectivamente). Em outra pesquisa
Campos e Rigo (2013), demonstraram que os tratamentos com L. buchneri também
nao apresentaram diferencas significativas na DIVMS em relacdo ao tratamento
controle (P>0,05), com média de 50,63% de DIVMS, valor inferior ao apontado
nesse presente estudo. Estes valores foram numericamente baixos
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comparados aos obtidos no presente estudo, provavelmente devido a diferente
variedade de cana-de-agucar utilizada como matéria original. MOTA et al. (2010)
observaram resultados semelhantes ao presente estudo, DIVMS maiores em seus
tratamentos com 0,5% de cal virgem (60, 57%) e 0,5% de cal hidratada (61,27%)
comparadas ao controle.

Estes niveis altos de DIVMS em T4, T5 e T6 podem ser justificados pelos
menores teores de FDN, FDA e HEM das amostras, resultado da acdo dos agentes
alcalinizantes, que atuaram solubilizando a por¢do fibrosa da cana-de-agucar,
(MOTA et al., 2010).

Os tratamentos T2 e T3 apresentaram desempenho similar ao tratamento
controle para todas as varidveis acima mencionadas, e estes resultados foram
semelhantes a literatura consultada. Exceto para as variaveis MS, NDT e DIVMS,
onde o aditivo do T3 (silagens inoculadas com L. buchneri) proporcionou pequena
melhora nestas, comparadas ao controle. Os tratamentos com aditivos alcalinos (T4,
T5 e T6) foram eficientes na reducdo dos componentes da parede celular da cana-
de-acglcar em relagdo ao controle, melhorando a DIVMS.

Ao comparar os resultados obtidos pelo presente experimento, com cal
hidratada, a trabalhos que utilizaram cal virgem como agente alcalino, foram
encontradas diferencas minimas entre os valores apresentados.

Perfil fermentativo das silagens

Com o intuito de evitar perdas fermentativas indesejaveis ao processo de
ensilagem de cana-de-agucar, os tratamentos com hidroxido de calcio (Tabela 6)
foram efetivos em aumentar RMS, apresentando valor médio de 93,45%. O T2 se
apresentou semelhante ao controle (P>0,05) e o T3, com adi¢c&o de L. buchneri, um
valor superior (77,75%) a silagem de cana-de-agucar sem inoculantes e aditivos,
mas mesmo assim, bem abaixo das silagens contendo cal hidratada.

Corroborando com o presente estudo, experimentos analisando silagens
aditivadas com L. buchneri verificaram RMS maior e as perdas por gas e producao
de efluentes menores nos tratamentos inoculados, evidenciando acdo benéfica
desta no controle de leveduras ocasionando menor reducdo nos teores de
carboidratos solluveis durante o processo fermentativo, comparados a silagens
controle (BALIEIRO NETO et al., 2009; SIQUEIRA et al., 2010). Estes resultados
provavelmente se devem ao fato de que a producédo de efluentes tenha diminuido,
com maior producdo de acido acético, com consequente inibicdo de leveduras
durante a exposicao aerobia. Santos (2007) obteve um valor médio de 83,61% de
RMS em seus tratamentos com cal virgem, e um valor proximo aos demonstrados no
presente trabalho para a silagem controle (65,69%) e inferiores para L. buchneri
(64,22). SIQUEIRA et al. (2010) também encontraram aumento da RMS quando
utilizaram aditivo alcalinizante (hidroxido de sédio) na dose de 1%. Possivelmente, a
acdo alcalinizante do aditivo, por meio da elevacédo dos valores de pH no momento
da ensilagem e pela capacidade de aumento na pressdo osmaética do meio, fez com
que o ambiente antes favoravel ao desenvolvimento das leveduras se tornasse
inapropriado, reduzindo perdas por gases nestas silagens. Todos os tratamentos
que apresentaram menor variacdo de MS (T4, T5 e T6), mostraram maior RMS.

TABELA 6. Perfil fermentativo das silagens de cana-de-acUcar nos diversos
tratamentos propostos no momento da abertura dos silos experimentais
e indice de recuperacao de matéria seca (RMS) (Base seca)
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Tratamento pH N-NH; Etanol ACE PROP* LAT BUT* RMS
1

T1 346° 6,79° 2062 1,75% 0,08 6,68% - 64,602

T2 3,43° 542° 13,12° 152* 0,07 6,98 0,02 60,23%

T3 3,232 848*® 717° 421 0,10* 6,532 - 77,75°

T4 3,96 11,5¢ 287% 3,162 0,19° 10,422 - 90,06°

T5 4239 1225° 1,022 248" 0,022 10,072 - 96,10°

T6 4,43° 10,18 0,86% 2,31*° 0,022 9,80° 0,04 94,19°
C

CV(%) 1,77 12,91 20,43 30,7 833 21,33 297 4,83

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P< 0,05) pelo teste Tukey

! T1- Controle; T2- Inoculante bacteriano/enzimatico (Propionibacterium sp enzimas amiloliticas); T3 -
Inoculante bacteriano L.buchneri; T4- 0,8% hidroxido de célcio na MV; T5- 1,3% hidroxido de célcio
na MV; T6- 1, 8% hidréxido de célcio na MV

*Opcao de transformacao: Raiz quadrada de Y + 0.5

De acordo com a Tabela 6, o T6 contendo maior dose de cal hidratada
resultou em uma silagem com maior pH no momento da abertura (4,43). Todos o0s
tratamentos foram diferentes estatisticamente entre si (P<0,05), exceto o T2 que se
mostrou igual ao controle, se apresentando mais acidas. O T3 apresentou menor
valor de pH encontrado (3,23). O aumento do pH nos T4, T5 e T6 ja era esperado,
em decorréncia da natureza alcalina do produto aplicado (AMARAL et al., 2009;
BALIEIRO NETO et al.,, 2009; DOMINGUES et al., 2011; SANTOS et al., 2008;
SIQUEIRA et al.,, 2010). Sendo este aumento compativel com os dados de
fermentacdo, segundo MCDONALD et al. (1991), silagens de boa qualidade
apresentam valores de pH entre 3,6 e 4,2. Entretanto, estudos confirmam que o pH
nao € um ponto critico em silagens de cana-de-acucar e tampouco indicador da
qualidade fermentativa desta, uma vez que a producdo de etanol mediada por
leveduras ocorre mesmo em pH inferior a 3,8. O acido latico € substrato da maioria
das leveduras presentes na cana-de-agucar.

Silagens com menor pH apresentaram menores concentragcdes numeéricas de
acido latico. O inesperado sinergismo entre esses parametros, que contraria a
tendéncia das fermentacbes classicas, pode ser justificado pelo poder tampé&o
(SANTOS et al., 2008). Os maiores valores de pH nas silagens tratadas com aditivos
alcalinizantes sdo ocasionados pelo seu poder tamponante, uma vez que a
dissociacdo dos atomos presentes nos aditivos quimicos gera cargas anidnicas
capazes de neutralizar os ions hidrogénio oriundos dos acidos organicos produzidos
durante a fermentacao, principalmente o &cido latico. Dessa forma, silagens com
altos teores de acido latico apresentam maiores valores de pH, em virtude da acao
tamponante dos elementos formadores dos aditivos quimicos. Além disso, o carater
basico do hidroxido de célcio eleva o pH da forragem fresca fazendo com que essas
silagens apresentem maior pH, estimulo de desenvolvimento de bactérias
homofermentativas. Essas bactérias sdo inibidas em pH abaixo de 3,8 (MCDONALD
et al., 1991). Ressalta-se ainda que o teor de &cido latico obtido nas silagens nao
representa necessariamente a quantidade desse acido produzido no processo
fermentativo, uma vez que parte dele pode ser metabolizada a etanol pelas
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leveduras presentes na silagem.

O teor de etanol foi maximo nas silagens controle (20,62%), seguidos pelo T2
(13,12%) e T3 (7,17%). Apresentaram menores valores T6, T5 e T4, tratamentos
gue nao se diferenciaram estatisticamente entre si (P>0,05). A producao de etanol
em todas as silagens tratadas foi menor que na silagem controle (T1), o que indica
gue os aditivos controlaram a atividade das leveduras, que possivelmente foram
inibidas pelos acidos fracos produzidos no periodo de fermentacdo. Os dados
obtidos para a silagem controle confirmam essa informacao, pois nessa silagem
verificou-se menor teor de RMS e DIVMS (Tabela 5). Constatou-se, pelo efeito dos
tratamentos, que a maior RMS (tratamentos com cal hidratada) esteve associada a
mais baixa producéo de etanol (CAMPOS; RIGO, 2013).

Teores de etanol de semelhantes tém sido observados em silagem de cana-
de-acucar isolada, resultando em perdas de até 9% da MS da silagem (SCHMIDT et
al., 2011). O teor de etanol (média de 0,5%) observado nas silagens contendo L.
buchneri por CAMPOS & RIGO (2013) foi muito diferente do valor encontrado no
presente estudo (7,17% MS). Esse baixo teor de etanol n&o indica necessariamente
baixa producdo deste componente, mas possivelmente baixa recuperacdo nas
amostragens realizadas, em virtude do tipo de silo utilizado.

A concentracdo de acido acético (ACE) nas silagens tratadas com os aditivos
quimicos foi maior numericamente que na silagem controle (Tabela 6). O maior valor
numeérico do teor de acido acético foi encontrado nas silagens contendo L. buchneri
(4,21%), que utilizam o acido latico para produzir acético e propionico. Entretanto,
este resultado nao diferiu estaticamente do tratamento com as trés dosagens de cal
hidratada. RANJIT & KUNG Jr. (2000), utilizando L. buchneri na dose de 10° ufc/g de
forragem, observaram aumento no teor de acido acético de 1,8% na silagem sem
inoculante para 3,6% na silagem inoculada, semelhante ao presente estudo.

Os valores numéricos de acido acético obtidos pelo T2 e controle foram os
menores encontrados (1,52% e 1,75%, respectivamente). Segundo KUNG Jr. et al.
(2003), as bactérias do género Propionibacterium sp sédo inibidas em pH inferior a
4,2-4,5, uma vez que T2 obteve média de 3,43 para pH, esta inativacdo foi
observada, ndo ocorrendo aumento nos teores de acido propiénico e acético. Uma
alternativa para a utilizagcdo do Propionibacterium sp seria sua associacdo com um
agente alcalino que permitisse pH maior que 4 e assim estimularia seu crescimento.

Os acidos butirico (BUT), latico (LAT) e propiénico (PROP) n&o apresentaram
diferenca estatistica entre os 6 tratamentos executados.

Poucos sdo os trabalhos que citam concentracdes de acidos organicos,
principalmente o &cido acético e butirico em silagens de cana-de-agucar. SCHMIDT
et al. (2011) também ndo observaram diferenca na concentracdo de acido butirico
em silagens de cana-de-acUcar tratadas com aditivos e encontraram valores médios
de 0,06% da MS. Uma hipGtese que pode explicar esse fato, € que, durante o
processo de ensilagem de forragens, inicialmente o grupo de microrganismos que
atua na acidificacdo da massa de forragem € o das enterobactérias, as quais
sobrevivem até o momento em que bactérias acidas laticas homofermentativas
apresentem condicOes ideais de desenvolvimento (menores valores de pH),
iniciando a conversdo de acucares em acido latico. Assim, com a queda de pH, as
enterobactérias, que produzem acido butirico, sédo inibidas e prevalecem na massa
ensilada as bactérias acido-laticas (MCDONALD et al., 1991).

Os unicos microrganismos responsaveis pela formacao de acido propidnico
presentes nas silagens sédo os Clostrideos sp e as espécies de Propionibacterium
sp, cuja atividade nao resulta em prejuizo para a qualidade da silagem (MCDONALD
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et al., 1991). Estas bactérias produzem o acido propionico pela fermentacdo do
acido latico. Uma vez que nao foi detectada a presenca de &cido butirico e que
normalmente o pH das silagens de cana-de-acucar sofre rapida reducéo, a presenca
de Clostridios sp é bastante improvavel. As concentracdes de acido propiénico nas
silagens avaliadas estdo dentro da faixa de 0 a 1%, citada por MAHANNA (1993),
citado por FREITAS et al., (2006), para classificacao de silagens de boa qualidade.

O conteudo de nitrogénio amoniacal (N-NH3) das silagens, expresso como
porcentagem do nitrogénio total (NT), também € utilizado na avaliagdo de silagens.
Juntamente com o valor de pH, fornece uma indicacdo da forma que se processou a
fermentacdo. Esse composto é proveniente da degradacéo da fracdo protéica pelos
clostrideos (MCDONALD et al., 1991). T1, T2 e T3 foram estatisticamente iguais (P>
0,05) e apresentaram média de 6,89%, enquanto os demais tratamentos, que nao se
diferenciaram entre si, mostraram um maior valor médio (11,31%). Teores abaixo de
10% nas silagens testemunha e nos tratamentos com, inoculante bacteriano e
inoculante bacteriano/enzimatico sdo descritos na literatura (SIQUEIRA et al., 2010;
ITAVO et al., 2010)

A rapida ensilagem e adequada compactacdo e vedacdo dos silos de
laboratério resultaram em baixa protedlise no material, evidenciadas pelo teor
inexpressivo de acido butirico nas silagens (Tabela 6), produzindo silagens com
baixas concentracdes de N-NH3/NT. Segundo VAN SOEST (1994) valores acima de
10% indicam que o processo de fermentacdo resultou em quebra excessiva de
proteina em amonia. Silagens com menores teores de PB, no entanto, apresentaram
maiores valores de N-NH3/NT (T4, T5 e T6).

Ao avaliar a RMS e as perdas fermentativas no processo de ensilagem da
cana-de-acucar, verificou-se mais uma vez muitas semelhancas do tratamento
controle com as silagens aditivadas com Propionibacterium sp, exceto o teor de
etanol que foi menor neste. Fato que né&o indica superioridade da silagem, uma vez
que as RMS e DIVMS foram consideradas iguais estatisticamente (P>0,05) ao
controle. Silagens inoculadas com L. buchneri, tiveram pH e teor de etanol reduzidos
eficientemente, apresentaram aumento no acido acético e N-NHj3; frente aos
tratamentos controle e T2. Além de apresentarem boa RMS, mas ndo excederam 0s
resultados apresentados pelos tratamentos com cal hidratada. T4, T5 e T6 foram
eficientes em controlar a fermentacao alcodlica, associada a menor perda de MS, e
producao controlada e bem semelhante a teores relatados na literatura de acidos
organicos.

CONCLUSOES

Dos aditivos avaliados, as bactérias dos géneros Propionibacterium sp nao
foram eficientes em evitar as perdas durante a fermentacdo e em melhorar o perfil
nutricional das silagens.

Apesar de nado ter melhorado efetivamente as caracteristicas bromatoldgicas
das silagens, a L. buchneri promoveu melhoria significativa, em relacdo ao
tratamento controle, no padréo fermentativo das silagens.

A cal hidratada cumpriu seu papel na melhora das caracteristicas
bromatoldogicas e fermentativas na ensilagem de cana-de-acucar, diminuindo o0s
constituintes da parede celular, melhorando a digestibilidade in vitro da matéria seca
e a sua recuperacao. Para recomendacdo da dosagem ideal desta cal hidratada,
devido a caréncia de dados cientificos sobre as doses de cal utilizadas, serdo
necessarios mais estudos em modelos animais para se ajustar uma dose com bom
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custo beneficio e ndo prejudicial ao organismo animal e meio ambiente.

A silagem de cana-de-agucar, sem nenhum aditivo para controlar as perdas
devido a fermentacdo, ndo apresentou resultados satisfatorios nas variaveis
avaliadas, devendo ser repensada pelo produtor.
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