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RESUMO

RIGUEIRA, Jodo Paulo Sampaio, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de
2011. Composicdo bromatoldgica, perfil fermentativo e populagdes microbianas em
silagens de gramineas tropicais. Orientador: Odilon Gomes Pereira. Coorientadores:
Karina Guimarées Ribeiro e Sebastido de Campos Valadades Filho.

Este estudo envolveu trés experimentos. No primeiro, avaliaram-se as
populacdes microbianas, o perfil fermentativo e a composicdo bromatoldgica de silagens
de capim-braquiaria cv. Basilisk e capim-mombaca sob diferentes doses de nitrogénio
(N). As doses de N utilizadas foram 0, 30, 60 e 90 kg ha™. A espécie de bactéria do
acido latico predominante nos capins foi o Lactobacillus fermentum. Observou-se efeito
de interacdo dose de N x espécie forrageira (P<0,05) sobre os teores de matéria seca
(MS), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido
(FDA) e carboidratos soltveis (CHO) das silagens. Os valores de pH e as perdas por
gases foram influenciados (P<0,05) apenas pela espécie forrageira, apresentando valores
superiores para 0 capim-mombaca. Para os teores de aménia (N-NH3) e perdas por
efluente observou-se o efeito (P<0,05) da interacdo entre espécies forrageiras e doses de
N, registrando-se maior valor de N-amoniacal e de perdas por efluente na silagem de
capim-mombaca adubado com 60 kg N ha™. Verificou-se que a fertilizacdo com N
diminuiu os teores de MS nas forragens, além de aumentar os teores de PB, N-NH3 e
perdas por efluente nas silagens. Conclui-se, que adubacdo nitrogenada nao favorece o
perfil fermentativo e aumenta as perdas de MS em silagem de gramineas. No segundo
experimento, avaliaram-se o perfil fermentativo, a composicdo bromatoldgica, a
populacdo microbiana e a recuperacdo de matéria seca das silagens de capim-marandu
consorciadas com diferentes niveis de estilosantes cv. Campo Grande tratadas ou nédo
com inoculante microbiano. Utilizou-se um esquema fatorial 4 x 2 (4 niveis de
estilosantes x com e sem inoculante), em um delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeti¢fes. Os niveis de estilosantes na massa ensilada foram 0, 10, 20 e
30% do peso total na matéria natural. Objetivou-se com esses niveis simular um pasto

consorciado de graminea e leguminosa em diferentes proporcdes de estilosantes.
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Observou-se o efeito de interagdo (P<0,05) entre os niveis de estilosantes e inoculante
microbiano para os teores de MS, perdas por efluente, recuperacdo de matéria seca e
populacédo de fungos e leveduras. O efeito de inoculante (P<0,05) foi observado apenas
para a populacdo de bactérias do &cido latico (BAL) nas silagens. Para as perdas de
gases, ndo foram observadas diferengas (P>0,05). Verificou-se aumento (P<0,05) nos
teores de MS, cinzas e PB com aumento dos niveis de estilosantes. Em relacdo aos
teores de fibras, foi possivel observar a diminuicdo (P<0,05) de FDN e FDA com
aumento dos niveis de estilosantes nas silagens. A adicdo crescente de estilosantes
melhorou o perfil fermentativo das silagens por meio da diminuicdo (P<0,05) dos
valores de pH e nitrogénio amoniacal (N-NHj3). Observou-se maior (P<0,05) populagdo
de BAL nas silagens inoculadas e com maior nivel de estilosantes. Para as perdas por
efluente, verificou-se diminuicdo linear com 0 aumento nos niveis de estilosantes nas
silagens. Foi observada uma maior (P<0,05) recuperacdo de matéria seca para 0S
tratamentos com 10 e 20% de estilosantes, independentemente do uso de inoculante
microbiano. Conclui-se que a mistura de capim-marandu com estilosantes melhora a
composicdo bromatologica e o perfil fermentativo, além de diminuir as perdas de
matéria seca das silagens, independente do uso de inoculante microbiano. No terceiro
experimento, avaliaram-se a populagdo microbiana, o perfil fermentativo e a composic¢ao
bromatoldgica de silagens de capim-marandu tratadas com inoculantes microbianos
comerciais e BAL isoladas de graminea tropical. Utilizou-se um esquema fatorial 3 x 6
(trés inoculantes x seis periodos de fermentacdo), em um delineamento inteiramente
casualizado com trés repeticdes. Os periodos de fermentacdo foram 1, 3, 7, 14, 28 e 56
dias ap6s o fechamento dos silos. Observou-se menor (P<0,05) teor de fibra em
detergente neutro para o tratamento com inoculante M17. N&o houve efeito de
inoculante (P>0,05) nos teores de PB e FDA. Para o teor de MS, foi observado um
aumento (P<0,05) nas silagens inoculadas com Sil All C4. Verifcou-se o efeito de
interacdo entre inoculante e periodos de fermentacéo para a populacédo de BAL e pH. As
silagens inoculadas com Sil All C4 apresentaram menor (P<0,05) pH no primeiro dia,
porém, aos 56 dias o valor observado foi superior (P<0,05) ao dos demais tratamentos. O

teor de nitrogénio amoniacal foi superior (P<0,05) nas silagens inoculadas com M17 em
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relacdo ao controle, observando-se aumento linear com o0 avanco do periodo de
fermentacgdo para todos os tratamentos. Em relacdo a populacdo microbiana, identificou-
se uma maior (P<0,05) populacdo de fungos e leveduras na silagem controle e menor
populacdo (P<0,05) BAL nas silagens inoculadas com M17 nos trés dias de
fermentacdo. Conclui-se que o uso de aditivos microbianos em silagem de capim-
marandu ndo apresenta beneficios no processo fermentativo e na composi¢do

bromatoldgica.
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ABSTRACT

RIGUEIRA, Jodo Paulo Sampaio, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, August,
2011. Chemical composition, fermentation profile and microbial populations in
tropical grass silages. Adviser: Odilon Gomes Pereira. Co-Advisers: Karina Guimarées
Ribeiro and Sebastido de Campos Valadares Filho.

This study consisted of three experiments. At first evaluated the microbial
populations, fermentation profile and the chemical composition of Brachiaria brizantha
cv. Basilisk and mombaca grass silage under different levels of nitrogen (N). The N
rates used were 0, 30, 60 and 90 kg ha™. Lactobacillus fermentum was the predominant
lactic acid bacteria species in tropical grass. Interaction effect of N rate x grass species
(P<0.05) was observed on dry matter (DM), crude protein (CP), neutral detergent fiber
(NDF), acid detergent fiber (ADF) and soluble carbohydrates (CHO) of silages. The
values of pH and gas losses were influenced (P<0.05) only by forage species, with
higher values for mombaca grass. For contents of ammonia (NH3-N) and effluent losses
observed interaction effect (P<0.05) between forage species x N rates, refistering the
highest NH5-N and effluente losses in mombaca grass silage fertilized with 60 kg N ha™.
There was also that N fertilization decreased DM in forages and increases the CP, NH3-
N and effluent losses in silage. It is concluded that nitrogen does not favor the
fermentation profile and increases the DM losses in grass silage. In the second
experiment, evaluated the fermentation profile, chemical composition, the microbial
population and the recorvery of dry matter in marandu grass silages consortium with
different levels of estilosantes cv. Campo Grande treated or not with inoculant. It was
used a factorial 4 x 2 (four level of estilosantes x with and without inoculants) in a
completerly randomized design with four replications. The levels of estilosantes in
ensiled mass were 0, 10, 20 and 30% of the total weight in natural matter. The purpose
of using these levels was to simutate a pasture grass and legume intercropping in

different proportions of estilosantes. There was interaction effect (P<0.05) between the
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levels of estilosantes and inoculants for DM, effluente losses, dry matter recorvery and
population of fungi and yeasts. The effect of inoculants (P<0.05) was observed only for
the population of lactic acid bacteria (LAB) on silage. For the loss of gas, there was no
significant differences (P<0.05) in any of the treatments. There was an increase (P<0.05)
in DM, ash, and CP with increased levels of estilosantes. With respect to fiber content, it
was lower (P<0.05) NDF and ADF concentrations with increased levels of estilosantes
in silage. The addition growing of estilosantes improved silage fermentation by
decreasing (P<0.05) pH values and ammonia nitrogen (NH3-N). Was observed higher
(P<0.05) population of LAB inoculated silages and with higher estilosantes level. Was
observed higher (P<0.05) dry matter recorvery for treatments with 10 and 20% of
estilosantes, irrespective of the use of microbial inoculants. Conclude that the mixture of
marandu grass with estilosantes improves the chemical composition and fermentation
profile, in addition reducing the losses of dry matter silages regardless of the use of
microbial inoculants. In the third experiment, evaluated the microbial population, the
fermentation profile and chemical composition of marandu grass silage treated with
commercial microbial inoculants or inoculants isolated from tropical grasses. Was used
factorial 3 x 6 (three inoculants x six fermentation periods) in a completely randomized
design with three replications. The fermentation periods were 1, 3, 7, 14, 28 and 56 days
after the close of the silos. There was less (P<0.05) content of neutral detergent fiber for
the treatment with inoculant M17. There was no effect of inoculant (P>0.05) in CP and
ADF concentration. For the DM content, there was an increase (P<0.05) in silages
inoculated with Sil All C4. There was interaction effect between inoculants and
fermentation periods for the LAB population and pH. The silages inoculated with Sil All
C4 had lower (P<0.05) pH on the first day, but at 56 days the observed value was higher
(P<0.05) to the other treatments. The concentration of ammonia nitrogen was higher
(P<0.05) in silagens inoculated with M17 as compared to control. Linear increase was
observed with the progress of the fermentation period for all treatments. Regarding the
microbial population, there was greater (P<0.05) population of fungi and yeasts in silage

and lower control population (P<0.05) in LAB silages inoculated with M17 to three days
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of fermentation. Conclude that the use of microbial silage additives in marandu grass
silage not show of benefit for the fermentation profile and chemical composition.
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ARTIGO 1 - COMPOSICAO BROMATOLOGICA, POPULACOES
MICROBIANAS E PERFIL FERMENTATIVO DE SILAGENS DE
GRAMINEAS TROPICAIS CULTIVADAS SOB DIFERENTES DOSES DE
NITROGENIO

Resumo — Avaliou-se o perfil fermentativo, a composi¢cdo quimica, a
populacdo microbiana e as perdas por gases e efluente de silagens dos capins
braquiaria e mombaca adubados com diferentes doses de nitrogénio (N): 0, 30, 60 e
90 kg ha™, utilizando como fonte de N o sulfato de amdnio. Os capins foram colhidos
aos 70 dias de rebrotacdo, picados e ensilados em silos laboratoriais de 20 kg de
capacidade, com tampa de encaixe proprio, providos com vélvula de Bunsen.
Amostras das plantas antes da ensilagem foram utilizadas para os isolamentos e a
identificacdo das bactérias do acido latico (BAL) na microbiota epifitica. A
identificacdo dos isolados foi realizada por meio da fermentacéo de carboidratos em
kit API CH 50 (BioMeurix — Franga), utilizando-se o software APl (BioMeurix —
Franca). Utilizou-se um esquema fatorial 4 x 2, sendo quatro doses de N e duas
espécies forrageiras, em um delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticGes. A espécie de BAL predominante em ambos os capins foi a Lactobacillus
fermentum. Observou-se o efeito de interacdo entre a dose de N e a espécie forrageira
(P<0,05) sobre os teores de MS, PB, FDN, FDA e CHO das silagens. Os valores de
pH e as perdas por gases foram influenciados (P<0,05) apenas pela espécie forrageira,
apresentando valores superiores para o capim-mombaca. Para os teores de amonia
(N-NH3) e perdas por efluente houve efeito (P<0,05) da interagdo entre espécies
forrageiras e doses de N, registrando-se maior valor de N-amoniacal e de perdas por
efluente na silagem de capim-mombaca adubado com 60 kg N ha™. A adubacio
nitrogenada reduziu o teor de matéria seca nas silagens de ambas as forrageiras.
Observou-se que a fertilizacdo com N diminui os teores de MS e CHO das silagens,
além de aumentar os teores de PB, N-NH3 e perdas por efluente. Conclui-se, portanto,
que a adubacdo nitrogenada ndo favorece o perfil fermentativo e aumenta as perdas
de MS em silagens de gramineas.

Palavras-chaves: Amonia, bactérias do acido latico, efluente, pH



Abstract - This study evaluated the fermentation profile, chemical
composition, the microbial population and the loss of gases and effluent from
mombaca and braquiria grass silage fertilized with different doses of nitrogen (N): 0,
30, 60 and 90 kg ha™, using as a source of N the ammonium sulphate. The grasses
were harvested at 70 days of regrowth, chopped and ensiled in laboratory silos of 20
kg capacity, with proper-fitting lid, fitted with Bubsen valve. Samples of the plants
before ensiling were used for the isolation and indentification of lactic acid bacteria
(LAB) on the epithytic microflora. The identification of isolates was carried out by
the fermentation of carbohydrates in API CH 50 kit (BioMeuriz — France), using the
software API (BioMeurix- France). Was used a 4 x 2 factorial design, four doses of N
and two forage species in a completely randomized design with four replications.
Lactobacillus fermentum was the predominant specie isolated by tropical grasses.
Was observed interaction effect of N rate x grass species (P<0.05) on dry matter
(DM), crude protein (CP), neutral detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF)
and soluble carbohydrate (CHO) content in silage. The levels of pH and gas losses
were influenced (P<0.05) only by forage species, with higher values for mombaca
grass. For contents of ammonia (NH3-N) and effluent losses was no effect (P<0.05)
interaction between forage species and N levels, registering the highest ammonia and
effluent losses in mombaca grass silage fertilized with 60 kg N ha™. Nitrogen
fertilization reduced dry matter content of silages of both forages. Was observed that
N fertilization decreased the levels of DM and CHO silage, in addition to increasing
concentrations of CP, NHs;-N and effluent losses. Conclude, therefore, that the

nitrogen does not favor the fermentation and increases the DM losses in grass silage.

Keywords: Ammonia, lactic acid bacteria, effluent, pH



1. Introducgéo

A pecuéria brasileira fundamenta-se na utilizacdo das pastagens, as quais
representam a forma mais pratica e econébmica de alimentacdo de ruminantes.
Entretanto, os indices zootécnicos vigentes ainda estdo distantes daqueles que
poderiam ser considerados ideais. A taxa de desfrute, indice que se destina a medir a
eficiéncia produtiva, € um forte indicativo de que a pecuaria nacional carece de maior
eficiéncia. A baixa taxa de natalidade e a elevada idade de abate dos animais sdo 0s
dois principais motivos que resultam na taxa de desfutre ao redor de 20%. Essa baixa
produtividade é atribuida a estacionalidade na oferta de alimento proveniente de
pastagens, alternando-se periodos em que a disponibilidade e a qualidade da forragem
sdo elevadas, com periodos em que hd comprometimento no crescimento das plantas,
devido a variagdes nos elementos do clima. Isso reflete no desempenho produtivo dos
animais mantidos em pasto, resultando em periodos de safra e entressafra de
produtos.

Em face disso, tem que se proceder o ajuste entre demanda e suprimento de
forragem, por meio de adequado planejamento alimentar, objetivando atenuar a
escassez de forragem no periodo seco possibilitando, assim, a uniformidade da
producdo animal ao longo do ano. A conservacdo do excedente de forragem,
produzida na época das aguas pelas espécies perenes, deve ser considerada como
recurso forrageiro potencial para alimentacdo dos animais no periodo seco do ano.
Estas estratégia facilita 0 manejo do pasto, além de prover os animais de alimento
com alto valor nutritivo permitindo, assim, a elevada produtividade das forrageiras
em condigdes tropicais.

Considerando que as pastagens de gramineas do género Brachiaria ocupam
aproximadamente de 80 a 90% das areas de pastagens no Brasil (Boddey et al., 2004)
e que a espécie Panicum maximum apresenta alto potencial de producdo de massa
seca em ambientes tropicais, justifica-se o interesse na producdo de silagens com
essas gramineas.

Silagens de gramineas dos géneros Panicum e Brachiaria tém se constituido



em um dos volumosos mais utilizados nos confinamentos no Brasil. Dados indicam
que silagens de capim foram usadas por 18% dos 50 maiores confinamentos de gado
de corte do Brasil, no ano de 2006, se constituindo no quinto alimento volumoso mais
utilizado (Agripoint, 2007).

As silagens de capim possuem algumas vantagens interessantes, como elevada
producgdo anual por area, perenidade, baixo risco de perda e maior flexibilidade de
colheita (Corréa et al., 2001). Em contrapartida, possuem, também, aspectos
desfavoraveis como baixo teor de carboidratos solGveis necessarios para uma
fermentacdo adequada, baixo teor de matéria seca no momento do corte, alto poder
tampdo e menor teor energético, em comparacdo com o milho ou sorgo aumentando,
assim, a necessidade de suplementagdo concentrada na dieta.

Avaliacdes criteriosas demonstraram que o quilograma de NDT de uma
silagem de capim € mais caro que a da silagem de milho. Desse modo, as gramineas
tropicais s6 se tornam opgdo interessante caso venham acompanhadas de alta
produtividade. Partindo do principio de que o potencial de producdo de biomassa tem
que ser alcancado, o uso de nitrogénio pode ser uma alternativa vidvel para
potencializar a producdo de matéria seca.

O nitrogénio é considerado o nutriente que causa maior resposta ao
desenvolvimento e producdo de plantas forrageiras. O aumento na producdo de
matéria seca tem relacdo direta com a melhora nos indices zootécnicos para producéo
de carne e de leite sendo, portanto, um dos insumos essenciais a0 manejo da
pastagem em sistemas de producao de bovinos.

De acordo com Colozza (1998), diversos estudos tém demonstrado aumentos
significativos na producdo de massa seca e no valor nutricional de Panicum maximum
com o suprimento de nitrogénio e, apesar de na maioria desses estudos terem ocorrido
respostas lineares ao nitrogénio, a magnitude dessas respostas tém sido diferente,
concluindo-se pela necessidade de se estudar as doses de nitrogénio aplicadas, assim
como a frequéncia do seu suprimento para melhor entender o comportamento

produtivo dessas plantas.



Apesar de a literatura apresentar muitas informacdes sobre os efeitos do
nitrogénio na produtividade e no valor nutritivo da forragem produzida, ainda séo
escassas as informacdes sobre os efeitos da adubacdo nitrogenada no perfil
fermentativo, na populacdo autoctone de microrganismos e nas perdas durante a
fermentagdo, em espécies forrageiras tropicais. Alguns trabalhos desenvolvidos em
condigdes de clima temperado mostraram que a aplicacdo de fertilizantes
nitrogenados altera a composi¢cdo bromatoldgica da forragem colhida pelo aumento
na concentracdo de proteina bruta, pela diminui¢do no teor de matéria seca, alteracédo
do poder tampdo e na concentracdo de carboidratos solUveis (Keady et al, 1995;
Keady e Mayne, 1996; Keady e O’Kiwly, 1996) alterando-se, assim, a qualidade da
silagem produzida.

Considerando o exposto acima, objetivou-se com este trabalho avaliar o perfil
fermentativo, a composicdo bromatolégica, caracterizar e quantificar a populacdo de
bactérias produtoras do acido latico em silagens de Panicum maximum cv. Mombaca

e de Brachiaria decumbens cv Basilisk, cultivados sob diferentes doses de nitrogénio.



2. Material e Métodos

2.1. Considerac0es gerais

O experimento foi conduzido em é&reas de pastos distintos formados com
Panicum maximum cv. Mombaca e de Brachiaria decumbens cv. Basilisk, no
Departamento de Zootecnia (DZO) da Universidade Federal de Vicosa, localizada no
municipio de Vicosa-MG. As analises laboratoriais das forragens e das silagens,
assim como o isolamento e identificacdo das bactérias do &cido latico foram
realizadas no Laboratorio de Forragicultura do DZO. A cidade de Vigosa esta situada
a 20°45’ de latitude sul e 42°51” de longitude oeste, a 657 m de altitude, apresentando
precipitacdo média anual de 1341 mm, dos quais cerca de 86% ocorrem nos meses de
outubro a marco. O solo local € classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo, com

textura franco-argilosa.

2.2. Analise quimica do solo, colheita e ensilagem da forrageira

Antes do inicio do experimento, foi realizada a amostragem de solo, na
camada de 0 a 20 cm de profundidade, em todas as parcelas da area experimental com
objetivo de monitorar a fertilidade do solo. Em virtude da analise quimica das
amostras de solo, ndo houve a necessidade de correcdo do pH do solo. Com objetivo
de uniformizar a altura e o crescimento das forrageiras, foi feito o corte de
uniformizacdo do capim em toda a area experimental, em dezembro de 2008. Foram
demarcadas oito parcelas de 200 m? cada, sendo quatro para cada espécie forrageira.
Em seguida, foram aplicadas as doses de nitrogénio conforme os tratamentos: 0; 30;
60 e 90 kg ha™, sendo aplicada em cada parcela a dose correpondente a 60 kg ha™ de
K,0. Foram utilizados o sulfato de aménia e o cloreto de potassio como fontes de
nitrogénio e potassio, respectivamente.

As plantas foram colhidas aos 70 dias de rebrotacdo, com rogadeira costal e
picadas em maquina ensiladora estacionaria. A forragem foi ensilada em baldes com

capacidade de 20 kg, dotados de valvula de Binsen na tampa, para escape dos gases,



num total de 32, sendo quatro repeti¢cdes para cada tratamento. No fundo dos baldes,
foram colocados 4 kg de areia dentro de sacos de tecido de algodéo, para captura do
efluente. Os baldes foram pesados apds a ensilagem e, no momento da abertura, para
a quantificacdo das perdas de matéria seca e por gases. Os silos experimentais foram
mantidos em area coberta, a temperatura ambiente, sendo abertos 90 dias apos o
fechamento.

2.3. Delineamento experimental

Foi utilizado o esquema fatorial 4 x 2, no delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com quatro doses de nitrogénio (0; 30; 60 e 90 kg ha™), silagens
de duas espécies forrageiras (P. maximum cv. Mombaga e B. decumbens) e quatro
repeticoes.

2.4. Andlises laboratoriais

A pré-secagem do capim in natura e de suas respectivas silagens foi realizada
em estufa de ventilagdo forcada a 55° C, por 72 h e, em seguida, moidas em moinho
tipo “Willey”, com peneira de 1 mm e armazenadas em potes plasticos de polietileno
para posteriores analises laboratoriais. Nas amostras moidas foram efetuadas
determinacGes de matéria seca (MS) e proteina bruta (PB), segundo técnicas descritas
por Silva e Queir6z (2002), fibras em detergente neutro (FDN) e em detergente acido
(FDA), segundo Van Soest e Robertson (1985).

Para determinacdo do pH, 25 g de amostras de silagem foram
homogeneizadas, em 225 mL de solugdo tampdo fosfato (Ringer Solution) — cloreto
de sédio (2,25 g L™), cloreto de potassio (0,105 g L™), cloreto de calcio anidro (0,12
g L™, bicarbonato de sédio (0,05 g L™) e tiosulfato de sédio (0,25 g L™); durante 1
minuto, em liquidificador. Em seguida, foi realizada a filtragem dessa mistura em
papel de filtro Whatman 54, para obtengdo do extrato aquoso, sendo imediatamente

realizada a leitura do pH, utilizando-se peagametro digital.



Para determinacdo do nitrogénio amoniacal, 200 mL de solugdo de H,SO,,
2 N, foram adicionados a 25 g de silagem, permanecendo em repouso em geladeira
por 48 h. Apds filtragem em papel de filtro, a concentracdo de N-NHj3; foi
determinada por titulacdo em &cido fraco, segundo metodologia descrita por Bolsen et
al. (1992).

Os teores de carboidratos solUveis foram determinados de acordo com a

metodologia descrita por Johnson et al. (1996).

2.5. Isolamento de Lactobacillus

2.5.1. Isolamento das estirpes de Lactobacillus predominantes nos capins

O isolamento dos Lactobacillus predominantes nos capins antes da ensilagem
foi realizado por meio do cultivo em meio Agar Rogosa (Difco), a 37°C, por 48 h.
Foram coletadas amostras, aleatoriamente, das diferentes espécies de gramineas e nas
diferentes doses de nitrogénio e, em seguida, confeccionou-se uma amostra composta
para cada espécie forrageira, que foram imediatamente levadas ao laboratério para
andlises.

Em um liquidificador industrial, foram misturados, durante 1 minuto, 25 g de
forragem e 225 ml de solucdo tampéo fosfato estéril, obtendo-se diluicdo de 10™.
DiluicBes decimais foram feitas a partir de 10 até a 107, realizando o plagueamento
em duplicata em Placas de Petri estéreis. Das diluicGes mais elevadas, selecionou-se
uma quantidade de col6nias equivalente a raiz quadrada do valor total de unidades
formadoras de coldnias (UFC) observadas nas placas, de modo a selecionar as

estirpes predominantes no meio.

2.5.2. Selecéo das coldnias

As colbnias selecionadas nas maiores diluicbes foram cultivadas em caldo
MRS (De Man et al., 1960), a 37°C, por 48 h. Em seguida, realizaram-se dois

isolamentos em estrias simples, em meio sélido para separacdo e purificacdo das



culturas isoladas. Realizou-se o teste de coloracdo de Gram e de reagdo a enzima
catalase. As culturas gram-positivas, em forma de bacilos, e catalase negativas foram
novamente cultivadas em caldo MRS (De Man et al., 1960), para posterior realizacdo

dos testes de identificacao.

2.5.3. Identificacdo das estirpes selecionadas

A identificacdo dos isolados de BAL nas amostras dos capins foram
realizadas pelo perfil fermentativo de 49 carboidratos do kit API CH 50 (BioMeurix -
Franca). Quatro culturas puras provenientes do capim-braquiaria e seis culturas do
capim-mombaca com morfologias semelhantes, catalase negativas e gram-positivas
foram submetidas a trés ativagOes sucessivas. Posteriormente, cada cultura foi
centrifugada a 10.000 rpm, por 10 minutos, em tubos de centrifuga de polipropileno,
com tampas rosqueaveis e previamente esterilizados. Ap6s o descarte do
sobrenadante, os pellets dos concentrados celulares foram ressuspendidos em 5 mL
de tampdo fosfato (pH=7,2) estéril, para lavagem das células. Em seguida, nova
centrifugacéo foi efetuada. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
2 mL do tampéo fosfato. A padronizacdo do inéculo foi realizada, adicionando-se
gotas do indculo inicial em 5 mL de agua destilada, para se obter densidade Otica de
0,70 = 0,2 em espectrofotdmetro a 550 nm. O dobro da quantidade de gotas gasta foi
adicionado em 10 mL de meio CHL (MRS modificado, sem adi¢cdo de extrato de
carne e glicose, e adicionado de purpura de bromocresol). A suspensdo bacteriana em
meio CHL foi distribuida nas cupulas da bandeja, com posterior cobertura de 6leo
mineral, para manutencdo de anaerobiose e evitar o ressecamento do meio na BOD.
As bandejas foram incubadas a 37°C em estufa BOD e nos tempos de 24 e 48 horas
procedeu-se a leitura dos testes de fermentacdo de carboidratos, por meio da mudanca
de coloracédo do azul para o amarelo como observado na Figura 1. A identificagéo foi
realizada pelo software API (Bio Meurix - Franca), que expressa o resultado em
percentual de identidade de acordo com o padrdo de utilizacdo de acgucares pela

bactéria inoculada.



Figural- Foto do padrdo fermentativo de 49 carboidratos para uma das estirpes isoladas,
usando o AP1 50 CH (BioMeurix — Franga).

2.5.4. Caracterizacgao das estirpes selecionadas

Foram realizados testes de crescimento dos isolados em diferentes valores de
pH (9,6 e 7,2) e em temperaturas de 15 e 45°C. Para o teste de crescimento nos
diferentes pH foi utilizado caldo MRS acidificado com &acido acético glacial e aferido

em peagametro digital. Os isolados também foram incubados a 15° e a 45°C, em
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caldo MRS. Apds 24 horas de incubacéo, observou-se, pela turbidez dos meios, se

houve crescimento nessas diferentes condigdes.

2.6. Quantificacdo das populaces microbianas

As populagdes microbianas foram quantificadas, utilizando-se meios de
culturas seletivos para cada grupo microbiano: Agar Rogosa (Difco), para
enumeracado das bactérias do acido lactico; Violet Red Bile (Difco) em sobrecamada,
para enumeracao de enterobactérias e Batata Dextrose Agar (BDA), para enumeragao
de fungos e leveduras.

2.7. Célculos das perdas de matéria seca nas silagens

As perdas de matéria seca nas silagens sob as formas de gases e efluentes
foram quantificadas por diferenca de peso, segundo Schmidt (2006). Pela equacéo

abaixo, foram obtidas as perdas por efluente:

E = (Pab — Pen)/ (MVfe) x 1000, onde:

E: producéo de efluentes (kg/tonelada de massa verde);

Pab: peso do conjunto (balde+tampa+areia Umida+pano) na abertura (kg);
Pen: peso do conjunto (balde+tampa+areia seca+pano) na ensilagem (kg);

MVfe: massa verde de forragem ensilada (kg).

A perda de matéria seca na forma de gases foi calculada pela diferenca entre o
peso bruto da matéria seca ensilada inicial e final, em relacdo a quantidade de MS
ensilada, descontados o peso do conjunto silo e areia seca, conforme a equagéo

abaixo:

G =[(PCen — Pen)* MSen] - [(PCab-Pen)*MSab] x 100
[(PCen — Pen)* MSen]
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Em que:

G: perdas por gases (%MS);

PCen: peso do balde cheio na ensilagem (kg);

Pen: peso do conjunto (balde+tampa+areia seca+pano) na ensilagem (kg);
MSen: teor de matéria seca da forragem na ensilagem;

PCab: peso do balde cheio na abertura (kg);

MSab: teor de matéria seca da forragem na abertura.

2.8. Andlise estatistica

A avaliacdo dos dados foi realizada por meio de analise de variancia, a 5% de
significancia, utilizando-se o programa SISVAR (Ferreira, 2000). Para o fator
qualitativo (espécie forrageira) utilizou-se o teste “F” e para o fator quantitativo
(doses de N) foi realizada analise de regressdo. O desdobramento da interacdo (dose
de N x espécie forrageira) foi efetuado quando esta foi significativa a 5% de

probabilidade.
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3. Resultados e Discussdo

3.1. Composi¢do bromatoldgica das plantas antes da ensilagem

Na Tabela 1, encontra-se a composi¢do bromatoldgica das plantas antes da
ensilagem. Os teores de matéria seca (MS) variaram de 16,1 a 22,6%. O menor teor
de MS no capim-mombaca adubado com 60 kg N ha™ se deve, provavelmente, a
erros metodologicos. Além disso, esse material foi o primeiro a ser colhido,

permanecendo por menor tempo no campo antes de ser picado e ensilado.

Tabela 1- Teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), fibra em detergente
neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e carboidratos solUveis
(CHO) de plantas de capim-mombaca e capim-braquiaria adubados com
diferentes doses de nitrogénio
Doses de Nitrogénio (kg/ha)

Forrageira 0 30 60 90
Matéria Seca
Mombagca 19,52 21,12 16,08 22,58
Braquiaria 21,36 21,14 20,35 21,60
Proteina Bruta (% MS)

Mombaca 5,47 5,32 6,02 6,75

Braquiéria 5,55 5,27 5,89 6,02
Fibra em Detergente Neutro (% MS)

Mombaca 71,48 68,67 72,76 71,52

Braquiaria 70,47 72,83 71,70 73,47
Fibra em Detergente Acido (% MS)

Mombaca 36,98 34,42 40,73 36,58

Braquiaria 34,88 37,79 38,00 38,46

Carboidratos Soluveis (% MS)
Mombaca 3,86 3,77 2,83 3,14
Braquiéria 3,60 4,47 3,11 3,39
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O teor de MS é de suma importancia para produgdo de silagens de boa
qualidade, porém, tém-se observado grande variacdo nos valores de gramineas
colhidas em uma mesma idade de rebrotacdo, em diferentes locais. I1sso indica que a
idade de rebrotacdo ndo é uma caracteristica adequada para se determinar 0 momento
de corte em forrageiras tropicais destinadas a ensilagem, uma vez que outros fatores,
como fertilidade do solo, precipitagcdo pluvial e radiacdo solar exercem grande efeito
sobre o teor de MS de plantas forrageiras. Entdo, a altura da planta poderia ser um
fator interessante a ser avaliado juntamente com a idade de rebrota para determinacéo
do momento mais apropriado ao corte e ensilagem.

Houve aumento nos teores de proteina bruta com a elevacao das doses de N
em ambas forrageiras. 1sso se deve a maior disponibilidade de N no solo, favorecendo
a absorcdo e acumulo de N nos tecidos da planta. Outro possivel fator € que o N
aplicado tenha favorecido o perfilhamento da planta e, consequentemente, aumentado
a proporcdo de folhas. Como os teores de PB das folhas sdo superiores aos demais
tecidos da planta, justifica-se 0 aumento no teor de PB em maiores doses de N.

Keady et al. (2000) observaram aumento no teor de PB com incremento das
doses de 72 para 168 kg N ha™ em gramineas. O mesmo efeito foi observado por
Wilson (1969); Keady e O’Kiedk, (1996, 1998) e Ribeiro (1995, 2000). Segundo
Pedreira et al. (2001), quando o nitrogénio é deficiente, o perfilhamento € inibido e,
ao aumentar o suprimento de N, ha acréscimo no nimero de perfilhos por planta.

N&o se observaram grandes variacGes nos teores de fibras com aumento nas
doses de nitrogénio, indicados pelas concentracbes de FDN e FDA. A auséncia de
efeito da adubacdo nitrogenada sobre o teor de FDN também foi observada por
Wilman (1975); Wilman et al. (1976) e Gomide e Costa (1984). Os valores proximos
desses constituintes nas diferentes doses de N sugerem que o N favoreceu,
principalmente, o perfilhamento da planta em relagdo ao crescimento em altura. Se o
aumento da producdo de MS tivesse se dado pelo crescimento vertical das plantas,
possivelmente estas teriam maior proporg¢do de fibras necessarias a sua sustentacéo.

Os teores de carboidratos solUveis variaram de 2,83% no capim-mombaca, na

dose de 60 kg ha® ' a 4,47% no capim-braquiaria, na dose 30 kg ha™. Keady e
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O’Kiely (1996) e Wilson (1969) observaram diminui¢do nos teores de carboidratos
sollveis e maior poder tampdo com aumento das doses de N aplicadas em gramineas.
O teor de carboidrato soltvel é de suma importancia para producao de silagem de boa
qualidade, uma vez que este € a principal fonte de nutrientes para o crescimento dos
microrganismos produtores de &cido latico. McDonald et al. (1991) preconizam que 0
potencial de uma planta para ensilagem é dependente do teor de carboidratos
sollveis, sendo desejaveis teores acima de 8% na MS. Porém, é reconhecido que
gramineas tropicais apresentam baixo teor de carboidratos sollveis, conforme

verificado por Bergamaschine et al. (2006).

3.2. Composicdo bromatoldgica das silagens de capim-mombaca e capim-
braquiaria

Na Tabela 2, encontram-se os dados da composicdo bromatoldgica das
silagens dos capins braquiaria e mombaca, as equacGes de regressao e 0s respectivos
coeficientes de variagdo. Observou-se efeito (P<0,05) da interacdo dose de N x
espécie forrageira sobre os teores de MS, PB, FDN, FDA e CHO das silagens. O
menor teor de matéria seca observado na silagem de capim-mombaca adubada com
60 kg ha™* se justifica pelo menor teor de MS da planta no momento da ensilagem em
relacdo as demais. Os teores de MS nas silagens apresentaram valores superiores em
relacdo a matéria seca original das plantas. Isso se deve, possivelmente, a perda de
agua por lixiviacdo durante o periodo de fermentacdo. Além disso, perdas de
nutrientes, devido a fermentacBes secundarias, também podem contribuir para
aumentos nos teores de MS das silagens em relacdo a forragem original.
Comportamento semelhante a esse foi observado em silagens de capim-marandu
(Bernardes et al., 2008; Cezario, 2011) e de capim-mombaca (Avila et al, 2009).
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Tabela 2- Composicdo bromatologica das silagens de capim-mombaca e capim-braquiaria

Dose de Nitrogénio (kg/ha) cV EquacOes de Regresséo R
Silagens — 30 60 90 (%)
Matéria Seca 2,34
Mombaca 21,43a 21,77a 18,47b 18,98b Y=21,759 — 0,03545X 0,67
Brachiaria 22,03a 22,05a 20,94a 19,97a Y=22,34375 — 0,024333X 0,89
Proteina Bruta (%MS) 5,43
Mombagca 5,17a 5,28a 6,15a  6,05a Y=4,94625 + 0,014375X 0,85
Brachiaria 4,90a 4,78b 4,85b  4,76b
FDN (%MS) 1,81
Mombaca 68,22a 70,09a 72,06a 71,74a Y=67,94725+0,125117X — 0,000889%> 0,89
Brachiaria 69,99a 70,00a 69,34b 69,64b
FDA (%MS) 3,02
Mombaca 37,03a 36,53a 41,99a 40,29 Y=36,376625 + 0,080888X — 0,000334X? 0,58
Brachiaria 37,23a 37,60a 37,35b 38,01b
Carboidrato Solavel (%MS) 18,24
Mombaca 1,15b 1,32b 1,85a 1,27b Y= 1,07375 + 0,02175X — 0,000208 %> 0,62
Brachiaria 1,69a 1,75a 0,98b 1,69a Y= 1,805125 — 0,018621X + 0,000178X> 0,33

* Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem (P<0,05) pelo teste “F”.
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Observou-se efeito linear de doses de N sobre os teores de MS das silagens de
mombaca e braquiaria, estimando-se reducGes de 0,0345 e 0,0243 unidades
percentuais de MS, por quilo de nitrogénio aplicado, respectivamente. Redug6es nos
teores de MS em silagens de gramineas com aumento na dose de N também foram
observadas por Wilson (1969); Keady et al. (2000); keady e O’Kiedk. (1996, 1998).
Namihira (2009) avaliou diferentes doses e fontes de N e observou diminui¢cdo nos
teores de MS com aumento das doses, porém, ndo foi observado efeito entre as
diferentes fontes de N. O nitrogénio aumenta a suculéncia das plantas, fazendo com
que plantas adubadas com N apresentem maior teor de agua em relacdo as ndo
adubadas (De faria, 1971).

Observou-se maior teor de PB na silagem de capim-mombaca em relacdo a de
braquiaria em todas as silagens, exceto naquela de plantas ndo adubadas com
nitrogénio. Santos et al. (2007) e Pereira et al. (2006) também verificaram maiores
valores de PB no capim-mombaca (5,72%) em relacdo ao capim-braquiéria (3,80%).
Observou-se aumento linear do teor de PB na silagem de mombaca com o incremento
da dose de N. Isso se deve, provavelmente, ao maior perfilhamento e consequente
aumento no numero de folhas por perfilhos no capim-mombaca, em relacdo a
braquiaria. Wilson (1969) e Keady et al.( 2000) também observaram aumento nos
teores de PB com aumento das doses de N.

Avaliando-se o efeito de doses de N dentro de silagens, constatou-se maiores
valores (P<0,05) de FDN e FDA nas silagens de capim-mombaca de plantas
adubadas com 60 e 90 kg N ha™. Isso se deve, provavelmente, ao porte mais elevado
do capim-mombaca em relacdo a braquiaria, necessitando de maior quantidade de
fibra para sustentacéo da planta.

No desdobramento de capim nas diferentes doses de N, observou-se efeito do
capim-mombaca para os teores de FDN e FDA, cujos dados ajustaram-se a modelos
quadréaticos, com valor maximo de FDN de 70,37%, na dose 72,35 kg N e valor
minimo de FDA de 41,17% na dose 39,14 kg N. Os teores de fibra de ambas as
silagens sdo proximos aos encontrados por Santos (2007), que verificou valores de
FDN e FDA de 64,0 e 32,4% e 62,2 e 40,7% para as silagens de capim mombaga e
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braquiaria, respectivamente. No entanto, o efeito da adubacéo nitrogenada sobre os
constituintes fibrosos das plantas ndo séo consistentes (Wilman, 1975; Wilman et al.,
1976; Gomide e Costa, 1984).

Observou-se menor teor de CHO's solGveis em agua nas silagens de
braquiéria de plantas adubadas com 60 kg de N, enquanto que nas demais doses foi
observado menor teor nas silagens de capim-mombaca. Esse comportamento indica
maior consumo desses CHO's nas silagens de mombaca, sugerindo, assim, melhor
padrdo de fermentacdo. No entanto, essa hipdtese parece ndo ter sustentacdo, ja que
as silagens de capim-mombaca estabilizaram em pH mais elevado que as de
braquiaria. Os teores de CHO's das silagens de ambos capins foram influenciados de
forma quadratica (P<0,05) pelas doses de N, estimando-se valor maximo de 1,64 %
na dose de 52,28 kg N para o0 capim-mombaca e ponto de minimo de 1,32% para a
dose de 52,30 kg N para o capim-braquiaria. O aumento do teor de CHO’s com
aumento das doses de N observado no capim-mombaca pode ser considerado atipico,
sendo, possivelmente, causado por erros metodoldgicos. A reducdo na concentracéo
de CHO’s com aumento das doses de N também foi observado por Keady et al.
(2000) e Namihira (2009), sendo uma possivel explicacdo para uma maior
translocacdo desses CHO’s para o crescimento das plantas adubadas. Segundo Corsi
(1994), se o nitrogénio aplicado permitir o crescimento da planta, a tendéncia é de
utilizacdo dos carboidratos disponiveis para formar células e protoplasma, em vez de
provocar o0 espessamento das paredes celulares pelo acimulo desses carboidratos,

ocasionando uma redugdo no teor de CHO’s na planta.

3.3. pH, N-NHg3, perdas por efluente e por gases nas silagens

Na Tabela 3, s@o apresentados os valores médios de pH, amonia (N-NHs) e
das perdas por efluentes e gases nas silagens de capim-mombaca e capim-braquiaria
adubadas com diferentes doses de nitrogénio. O pH e as perdas por gases foram
influenciados (P<0,05) apenas por espécies forrageiras. Para os teores de N-NH; e

perdas por efluentes, observou-se efeito da interacdo (P<0,05) espécie forrageira x

18



doses de N. Observou-se maior valor de pH na silagem de capim-mombagca em
relagdo a de braquiaria (4,91 x 4,50). Isso se deve, provavelmente, ao menor teor de
CHO’s no capim mombaca, quando comparado a braquiaria (3,04 x 3,64%), embora
essa diferenca seja de pouca magnitude. O teor de CHO’s suporta o crescimento de
BAL, que produzem &cido Ilatico, principal &cido responsdvel pelo rapido
abaixamento do pH. Os elevados valores de pH nessas silagens sdo indicativos de
fermentacdes indesejaveis causada, principalmente, por bactérias do género
clostridium, que tem seu crescimento favorecido em silagens com baixo teor de MS.
A elevacdo do pH ocorre principalmente pelo aumento do poder tampéo causado pela
protedlise, que libera amoénia e dificulta a queda do pH. Além disso, as clostridium
competem por substratos com as BAL, diminuindo a producdo do principal acido
responsavel pela queda do pH (McDonald et al. 1991). E fato reconhecido que
silagens de gramineas tropicais estabilizam em pH mais elevado. No entanto, o pH,
isoladamente, ndo pode ser considerado como critério seguro para avaliacdo de
silagens, pois seu efeito inibidor sobre as bactérias e enzimas das plantas depende da

velocidade do declineo, da concentracdo i6nica e do grau de umidade do meio.
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Tabela 3 - Valores médios de pH, amonia, das perda por efluente e perda por
gases das silagens

Doses de Nitrogénio (kg/ha)

Silagens . Cv
0 30 60 90 Meédias (%)
pH 2,97
Mombaca 4,77 4,86 5,04 4,98 4,89
Braquiaria 4,58 4,38 4,62 4,48 4,51b
N-NH;3 (% N total) 23,59
Mombaca 9,98a 10,96a 20,75a 16,72a 14,60
Braquiaria 11,82a 10,87a 12,30b 11,47b 11,61
Efluente (Kg/ton MN) 12,08
Mombaca 15,70a 19,59 78,39 42,85a 39,13
Braquiaria 15,67a 13,46b 15,79b 19,93b 16,21
Gases (%MS) 48,43
Mombaca 4,64 3,01 4,76 6,26 4,67a
Braquiaria 2,96 3,44 3,61 2,77 3,19b
Equacdo de Regresséo
N-NH; R
Mombaca Y= 8,846 + 0,225408X — 0,001393X" 66,71
Efluente R?
Mombagca Y=18,236125 + 1,453287X — 0,010953X? 55,2

* Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem (P<0,05) pelo teste “F”.

Avaliando-se o efeito de dose de N dentro de espécie forrageira, constata-se

maiores teores de N-NH3 nas silagens de capim-mombaca adubadas com 60 e 90 kg

N ha™. Observou-se efeito quadratico para o capim-mombaca, avaliando-se capim

dentro de doses com valor maximo de 20,00 % N-NH; na dose de 80,9 kg N.

Mahanna (1994) estabeleceu que silagens de gramineas e leguminosas com teores de

N-NH; (%N total) de 10-15% s&o consideradas de boa qualidade. Com base nesses

critérios, constata-se que apenas as silagens de capim-mombaca adubada com 60 e

90 kg N ha™ apresentam valores de N-NH; superior aos preconizados por Mahanna

(1994). Isso se justifica, provavelmente, pelo baixo teor de MS dessas silagens, que
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pode ter favorecido o desenvolvimento de microrganismos proteoliticos, pois
segundo Muck (1987), taxas de proteolises na formacao de nitrogénio amoniacal sdo
superiores em silagens com reduzido teor de MS.

Observou-se maior (P<0,05) producao de efluentes nas silagens de capim-
mombaca de plantas adubadas com N. O desdobramento do capim-mombaga nas
doses de N ajustou-se a um modelo quadratico, com valor maximo de 56,44 kg t™* na
dose de 66,34 kg N. A possivel causa é o menor teor de MS dessas silagens, que
favoreceu a producdo de efluente. No entanto, esse comportamento ndo esta
completamente esclarecido, uma vez que as plantas de ambas as espécies
apresentaram teores de MS muito préximos. Destaca-se, também, que ambas as
espeécies, nas diferentes doses de N avaliadas, apresentaram teores de MS inferiores
aos 25% preconizados por McDonald et al. (1991) para uma boa fermentacdo e
reducdo das perdas por efluentes. Bernardes et al. (2008) encontraram perdas por
efluente de 68,5 kg t* em silagem de capim-marandu com 17,8% de MS, enquanto
Pereira et al. (2006) observou perdas de 35,3 kg t* em silagem de capim-mombaca
com 21,24% de MS. Outro fator com influéncia na producdo de efluente € a pressao
aplicada para compactagéo (Loures et al., 2003).

Foi observada maior (P<0,05) perda por gases na silagem de capim-mombaga,
em relacdo a de braquiaria (4,67 x 3,19%). Essas perdas estdo associadas ao tipo de
fermentacdo ocorrida no processo. Quando a fermentacdo ocorre via bactérias
homofermentativas, utilizando a glicose como substrato para produzir &cido lactico,
as perdas sdo inferiores. Quando esse processo se da via citrato ou malato, ocorre
producéo de CO, e alcool (etanol e manitol), e as perdas por gases s@o consideraveis.
Esse tipo de fermentagdo € realizado por bactérias heterofermentativas,
enterobactérias e leveduras (McDonald et al, 1991). Os valores encontrados no
presente estudo se encontram dentro da faixa de 2,4 a 8,5 % na MS, registrados na
literatura nacional em artigo de reviséo feito por Zopollatto et al. (2009).
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3.4. Isolamento e Caracterizacédo de Lactobacillus spp.

Observa-se na Tabela 4 que todos os isolados apresentaram reacdo negativa ao
teste da enzima catalase e positivo para o teste de gram. Nenhum dos isolados cresceu
em pH 9,6, porém todos cresceram nas temperaturas de 15°C e 45°C.

Variedades de BAL, incluindo Leuconostoc mesenteroides s&o comumente
encontradas em culturas de plantas (Mundt et al, 1967; Mundt 1970). Sob condigdes
microaerdfilas, uma fermentacdo heterolatica é realizada. Glicose e outras hexoses
sdo convertidas para equimolares quantidades de D-lactato, etanol e CO, pela
combinacdo das vias hexose monofosfato e pentose fosfato (Demoss et al, 1951;
Garvie 1986; Grottschalk, 1986). Guilherme et al. (2009) avaliaram a producdo de
acido latico de Leuconostoc mesenteroides em xarope de caju e encontraram valores
de 15,5 g L™ de 4cido lético, sendo comprometida a producéo deste em valores de pH
abaixo de 4,3.

Segundo Hu (2006), Pediococcus pentosaceus apresenta interesse cientifico
pela habilidade em produzir agentes antimicrobianos (bacteriocinas) com
perspectivas de serem utilizados na preservagédo de alimentos.

A espécie L. fermentum foi identificada como predominante em plantas de
capim-braquiaria e capim-mombaca (Tabela 7). Segundo Hounhoigan et al. (1993) e
Halm et al. (1996), o L. fermentum tem sido encontrado como microrganismo
predominante em produtos fermentados de cereais. Calderon et al. (2003) observaram
que esse microrganismo tem capacidade de utilizar amido como substrato através da
producdo de a-amilase, sendo classificados como bacteérias acido laticas amiloliticas
(BALA). Esses microrganismos tém sido isolados de diferentes tipos de alimentos
tropicais com alto teor de amido (Nwankwo et al. 1989; Olympia et al. 1995; Morlon-
Guyot et al. 1998). Em fermentacOes naturais, BALA podem aumentar a
disponibilidade de carboidratos rapidamente fermentados pela parcial hidrolise do
amido, desde que sua a-amilase seja apta para hidrolisar esses granulos (Rodriguez
Sanoja et al., 2000). A associacdo de L. fermentum com L. buchneri foi positiva para
aumentar a estabilidade aerobia de silagem com alta umidade (Wang e Nishino,
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2009). Adesogan et al. (2003) relataram que espécies de L. fermentum inoculadas
sozinhas apresentam menor efeito do que quando combinadas com outras espécies.
Wang e Nishino (2009) concluiram que L. fermentum foi predominante no material
ndo ensilado, enquanto o L. brevis e o L. buchneri se tornaram predominantes durante
0 processo de fermentacdo. Tjandeaatmadja et al. (1994) encontraram quantidades
siginificativas de L. fermentum em Panicum maximum cv. Hamil.

Em outros estudos, Pereira et al. (2007), avaliando as populagdes de bactérias
do &cido latico de plantas de capim-elefante cv. Cameroon identificou os isolados
como Lactobacillus casei ssp pseudo plantarum. Santos (2003) identificou os
isolados predominantes em capim-mombaga como Lactobacillus plantarum,
utilizando-se o perfil de fermentacdo de carboidratos como critério de identificacao.
Com base no relato acima, observa-se que ocorre diferenca na espécie de BAL

dominantes entre as diferentes culturas.
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Tabela 4- Morfologia e caracteristicas bioquimicas das estirpes isoladas do capim-mombaca (M) e capim-braquiéria (B)
colhidos aos 70 dias de rebrotacédo

ESTIRPES ISOLADAS

B3 B4 B5 B6 M1 M2 M4 M16 M17 M21
TESTES

FORMA BACILO BACILO BACILO BACILO COCUS BACILO BACILO BACILO BACILO BACILO

GRAM + + + + + + + + + +

CATALASE - - - - - - - - - -

CRESCIMENTO EM DIFERENTES pH
7,2 + + + + + + + + + +
9,6 - - - - - - - - - -
CRESCIMENTO EM DIFERENTES TEMPERATURAS (T °C)
15°C + + + + + + + + + +
45 °C + + + + + + + + + +
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Tabela 5- Perfil de fermentacao de carboidratos dos isolados de plantas de capim-mombaca

Estirpes isoladas
Aclcares M17 M1 M4 M21 M2 M16 L. plantarum

Padréo - - - - - - -
Glicerol - - - - - - -
Erotritol - - - - - - -

D-arabinose - - - -
L-arabinose - + - -

Ribose + +) - +
D-xilose - + - -
L-xilose - - - -
Adonitol - - - -

B-metil D-xilose -
Galactose +
Glicose +
+

+

L+ o+ 4
' +
1

Frutose
Manose
L-sorbose - - - -
Ramnose - + - -
Dulcitol - - - - - - -
Inositol - - - - - -
Manitol
Sorbitol -
a-metil D-manosideo -
a-metil D glicosideo -
N-acetil-glicosamina +
Amidalina (+)
Arbutina +)
Esculina +
Salicina +)
Celobiose +
Maltose + -
Lactose -
Melibiose -
Sacarose + -
Trealose +
Inulina - - -
Melezitose - - -
D-rafinose - - + - - -
Amido - - - - - -
Glicogénio - - - - - -
Xilitol - - - - - - -
B-gentibiose + + - + + + +
D-turanose - - - - - - +
L-xilose - - - - - - -
D-tagatose - + - - + - -
D-fucose - - - - - - -
L-fucose - - - - - - -
D-arabitol - - - - - - -
L-arabitol - - - - - - -
Gluconato + - - + - +) +
ceto-gluconato - - - - - - -
2-cetogluconato - - - -

+ 4+ + + 0
+ + + +
+ 4+ + +
+ 4+ + +

+
1
1

+
++ + "+ + o+
s s S S T +
4+ o+
+ —~~ II+
t
+ + +

]
+ o+ + + !
]
'
'
+ 4+ +++++ A+ A+

+ +
'

+p
N—r

1

.

.
+ +

*fermentacéo intensa; ‘auséncia de fermentacdo; *fermentac&o pouco intensa.
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Tabela 6- Perfil de fermentacao de carboidratos dos isolados de plantas de capim-braquiaria

Estirpes isoladas

AcUcares B3 B5 B4 B6 L. plantarum

Padréo - - - - R
Glicerol - - - - R
Erotritol - - - - -
D-arabinose -
L-arabinose +
Ribose +
D-xilose -
L-xilose - - - - -
Adonitol - - - - -
B-metil D-xilose - - - -
Galactose + - + +
Glicose + - + +
Frutose ) + - -
Manose (+) +
L-sorbose - - - - R
Ramnose - - - - _
Dulcitol - - - - R
Inositol - - - -
Manitol - - - -
Sorbitol - - - -
a-metil D-manosideo - - + -
a-metil D glicosideo + - - -
N-acetil-glicosamina +) - - -
Amidalina -
Arbutina -
Esculina -
Salicina -
Celobiose -
Maltose +
Lactose (+)
Melibiose +
Sacarose +
Trealose +
Inulina -
Melezitose -
D-rafinose +) - + +
+
+
+
+
+

+ 4+ +

+
+
+

]
+
+ +
+ 4+ F o+

]
.
+ +

Amido
Glicogénio
Xilitol
B-gentibiose
D-turanose
L-xilose
D-tagatose
D-fucose
L-fucose
D-arabitol
L-arabitol - - - - -
Gluconato + + + - +
ceto-gluconato - - - - -
2-cetogluconato - + - - -

*fermentacéo intensa; ‘auséncia de fermentacdo; *fermentacéo pouco intensa.
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Tabela 7- Espécies identificadas pelo teste API 50 CH com as respectivas porcentagens
de identificacdo

Caodigo Espécies Identificadas % ID
B4 Lactobacillus fermentum 99,5
B6 Lactobacillus fermentum 96,2
M4 Lactobacillus fermentum 93,7

M16 Lactobacillus paracasei ssp paracasei 80,8
M21 Lactobacillus paracasei ssp paracasei 80,8
M2 Lactobacillus bactis ssp lactis 82,8
B5 Lactobacillus brevis 70,5
M17 Lactobacillus plantarum 94,9
M1 Pediococcus pentosaceus 93,5
B3 Leuconostoc mesenteroides ssp 88,9

Fonte: Jodo Paulo Sampaio Rigueira, 2011.

3.5. Quantificacédo das populagdes microbianas

Na forragem fresca foram registradas populagdes de BAL de 4,69 e
5,65 log UFC g™* para os capins braquiaria e mombaca, respectivamente. Nas silagens, as
populacdes de BAL variaram de 4,95 a 6,95 log UFC g™ (Tabela 8). Com populago de
BAL superior nas silagens de capim-mombaca em relagdo as de braquiaria. Os valores de
BAL encontrados neste experimento para 0 capim in natura sdao semelhantes aos
observados por Pereira et al. (2006) em capim-mombaca (5,55 log UFC g™), e inferiores
a 5,51 log UFC g™ verificados por Sousa et al. (2006) em capim-braquiéria. Porém, esses
valores situam-se dentro do limite de variacdo observado por Pahlow et al. (2003) para
gramineas de clima temperado. O aumento na populacdo de BAL nas silagens em relacao
a forragem, antes da ensilagem, é comumente observado na maioria dos estudos com
silagens. Esse aumento na populacdo de BAL se deve a reativagdo de células dormentes e
ndo culturaveis de BAL durante o processo de picagem da forragem (Pahlow et al.,
2003).

Muck (1996), sugeriu populagdes de BAL superiores a 5 log UFC g™ como
minimo necessario para assegurar boa fermentagdo da massa ensilada. Verifica-se, que
apenas o capim-mombaca atingiu esse valor, podendo assim comprometer o processo de

conservacao pela menor producdo de acidos, sendo estes, necessarios para estabilizacéo
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do processo de ensilagem. O baixo teor de CHO's das plantas in natura, possivelmente,
limitou o crescimento da populacdo de BAL nas silagens. A populacdo de BAL mostrou
tendéncia de diminuicdo com aumento das doses de N. Esse comportamento difere
daquele observado por Brady (1966) e Wilson (1969) que registraram aumento na
populacdo de BAL com o incremento das doses nitrogénio. Isso se deve, possivelmente,
porque com aumento nas doses de N, aumentam os teores de PB nas gramineas,
incrementando, assim, a disponibilidade de aminoacidos essenciais para o0 crescimento
das BAL (Brady, 1966). O processo de ensilagem é complexo, devido ao grande nimero
de microrganismos envolvidos e pode ser considerado uma metabiose, ou seja, ocorre 0
desenvolvimento simultdneo e sucessivo de microrganismos de diversos géneros e
espécies, que dependem principalmente do pH, do potencial de oxi-reduacdo e do tipo e
quantidade de substratos presente no meio (Pereira et al., 2006). Por isso, a populacao
microbiana da cultura forrageira antes da ensilagem é completamente diferente daquela
encontrada na silagem, tanto em nimero, quanto taxonomicamente.

A quantidade de enterobactérias (ENT) na planta in natura ndo apresentou
variacdo entre as espécies forrageiras, registrando-se valor médio de 7,60 log UFC g™.
Esse valor assemelha-se ao encontrado por Sousa et al. (2006) em capim-braquiaria
colhido aos 60 dias de rebrotacéo (7,08 log UFC g™). A populacdo de ENT mais elevada
em relacdo a de BAL ndo é desejada, porém, tem sido observada com frequéncia na
literatura (Pahlow et al., 2003; Santos et al., 2006; Pereira et al., 2007). A presenca de
enterobactérias em silagens ndo é desejavel, pois dada sua natureza anaerobia facultativa,
competem com as BAL por nutrientes antes e apos a ensilagem. Além disso, elas séo
responsaveis pela maior parte da amoénia formada a partir da degradacéo da proteina e da
reducdo de nitrato, favorecendo, assim, o aumento da capacidade tamponante da massa
ensilada (Pereira et al., 2006). As enterobactérias sdo mais sensiveis a queda do pH em
relacdo as BAL, com isso, a presenca de ENT na silagem vai depender principalmente do
tempo necessario para que as BAL consigam produzir quantidade suficiente de acido de
modo a baixar o pH a valores tdxicos para ENT. Em silagens de boa qualidade, a partir de
sete dias de fermentagdo ndo se observa populacao de enterobactérias, ja em silagens com

alta umidade e baixa concentracdo de carboidratos soluveis a populacdo de ENT podera
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competir por substrato com BAL por mais de 30 dias de fermentacdo (Luis e Ramirez,
1988). Como os silos foram abertos 90 dias ap6s a fermentacdo, ndo foi detectado
populacédo de ENT.

A populacdo de fungos e leveduras foi semelhante entre os capins na forma in
natura. Observou-se queda na populagéo de fungos e leveduras durante o processso de
fermentacdo em ambas as espécies forrageiras, com valores médios de 2,08 e
2,16 log UFC g™ em silagens de capins braquiaria e mombaca, respectivamente. Esses
valores sdo proximos aos encontrados por Pereira et al. (2007) em silagem de capim-
elefante (3,25).

Tabela 8 - Quantificacdo de bactérias &cido latica (BAL), enterobactérias, fungos e
leveduras do capim-mombaca e capim-braquiaria in natura e das respectivas

silagens
Antes da ensilagem BAL Enterobactérias Fungos e Leveduras
(log UFC g™
Braquiéria 4,69 7,55 3,65
Mombagca 5,65 7,65 3,39
Doses de N Silagem de Braquiéria
0 5,39 ND 2,00
30 5,57 ND 2,00
60 5,23 ND 2,17
90 4,95 ND 2,17
Silagem de Mombaca
0 6,70 ND 2,30
30 6,95 ND 1,74
60 5,95 ND 2,30
90 6,17 ND 2,30

ND — ndo detectado.
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4. Conclusodes

Lactobacillus fermentum ¢ a espécie de bactéria lactica predominante em plantas
de capim-mombaca e capim-braquiaria, com base em testes bioquimicos.

A adubac&o nitrogenada reduz o teor de matéria seca e de carboidratos sollveis
nas silagens de ambas forrageiras sem, contudo, comprometer o perfil fermentativo das

silagens.
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ARTIGO 2 - COMPOSICAO BROMATOLOGICA, POPULACOES
MICROBIANAS, PERFIL FERMENTATIVO E RECUPERACAO DE MATERIA
SECA EM SILAGENS DE CAPIM-MARANDU COM DIFERENTES
PROPORCOES DE ESTILOSANTES CV. CAMPO GRANDE TRATADAS COM
INOCULANTE MICROBIANO

Resumo
Avaliou-se a composi¢do bromatoldgica, o perfil fermentativo, a populagdo microbiana e

a recuperacao de matéria seca de silagens de capim-marandu contendo diferentes niveis
de estilosantes cv. Campo Grande tratadas ou ndo com inoculante microbiano. Os niveis
de estilosantes utilizados foram 0, 10, 20 e 30% do peso na matéria natural da massa
ensilada. O capim-marandu foi colhido aos 70 dias de rebrotagdo e o estilosantes no
estadio de pré-florescimento. O inoculante microbiano usado foi o Sil All C4 (Altech do
Brasil). O material foi ensilado em silos laboratoriais de 20 kg de capacidade, dotados de
valvulas de bunsen. Foi usado um esquema fatorial 4 x 2 (quatro niveis de estilosantes,
com e sem inoculante microbiano) em um delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeticGes. Observou-se o efeito de interagdo (P<0,05) entre niveis de estilosantes
e inoculante microbiano sobre os teores de matéria seca, perdas por efluente, recuperacédo
de matéria seca e populacdo de fungos e leveduras. O teor de MS das silagens com e sem
inoculante aumentaram linearmente com a adicdo de estilosantes ao capim-marandu. O
teor de PB aumentou e o de FDN decresceu linearmente com o incremento dos niveis de
estilosantes. O pH e o teor de N-NH; foram afetados apenas pelo nivel de estilosantes.
Estimou-se valor maximo de pH de 4,16 para o nivel de 12,25% de estilosantes.
Observou-se efeito de inoculante e de periodo de fermentacdo sobre a populacdo de
bactérias do acido latico. Ndo se observou efeito de inoculante, niveis de estilosantes,
nem da interagcdo destes sobre a perda por gases. A recuperacdo de MS aumentou
linearmente com a adicdo de estilosantes, na silagem sem inoculante. Na silagem
inoculada, estimou-se maxima recuperacdo de MS no nivel de 17% de estilosantes.
Conclui-se que o consoércio de capim-marandu com estilosantes melhora a composicéao
bromatoldgica, o perfil fermentativo, além de diminuir as perdas de matéria seca das
silagens.

Palavras-chaves: Inoculante microbiano, leguminosas, braquiéria, silagem
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Abstract

In this experiment were evaluated chemical composition, the fermentation profile, the
microbial population and the dry matter recovery in marandu grass silage containing
different levels of estilosantes cv. Campo Grande treated or not with inoculant.
Estilosantes leves used were 0, 10, 20 and 30% by weight in natural matter ensiled mass.
The marandu grass was harvested at 70 days of regrowth and the estilosantes at the pre-
flowering. The inoculant used was Sil All C4 (Alltech Brazil). The material was ensiled
in laboratory silos of 20 kg capacity, equipped with valves of bunsem. Was used a 4 x 2
factorial arrangement (for levels of estilosantes, with or without incoculant) in a
completely randomized design with four replications. There was interaction effect
(P<0.05) between levels of inoculant and estilosantes levels on the dry matter, effluent
losses, dry matter recovery and population of fungi and yeasts. The DM content of silage
with and without inoculant increased linearly with the addition of the estilosantes in the
marandu grass silage. The CP content increased linearly with increasing levels of
estilosantes while the NDF content decreased linearly with increasing levels of
estilosantes. The pH and NH3-N content was affected only by level of estilosantes. It has
been estimated maximum value of pH equal to 4.16 for the level of 12.25% of
estilosantes. Was observed effect of inoculant and fermentation period on the population
of lactic acid bacteria. There was no effect of inoculant, estilosante levels, any the
interaction of theses on the fass loss. The recorvery of DM increased linearly with the
addition of estilosantes, in the silage without inoculant. In the inoculated silage was
estimated maximum recovery of DM in the level of 17% of the estilosantes in the silage.
Conclude that the consortium marandu grass with estilosantes improves the chemical

composition, the fermentation, and reduce losses of dry matter in the silages.

Keywords: microbial inoculants, legumes, braquiaria, silage
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1. Introducgéo

Estima-se que a area total de pastagem no Brasil seja de 220 milhdes de hectares,
sendo 80 milhGes com pastagens nativas e 140 milhdes com pastagens cultivadas (Vilela
et al., 2004). Dentre as espécies cultivadas, destaca-se a predominancia de gramineas dos
géneros Brachiaria e Panicum. Segundo Macedo (2005), a participacdo relativa de
especies do género Brachiaria na regido do cerrado é de 85%, e de espécies do género
Panicum, da ordem de 12%. Apesar da grande extensao territorial das pastagens, tem-se
observado diminuicdo na produtividade, causada principalmente pela reducdo na
fertilidade do solo. A falta de reposicdo de nutrientes e, ou, manejo inadequado adotado
pelos pecuaristas faz com que grande parte dessas pastagens apresentem-se em estadio de
degradacdo. Embora se reconheca a importancia da adubacao nitrogenada como forma de
conter o processo de degradacdo das pastagens e assegurar a sua persisténcia, 0 seu uso
esta se tornando proibitivo devido a elevacdo dos precos. Segundo USDA (2010), o custo
da tonelada de uréia passou de U$ 103, na década de 60, para U$ 339, na ultima década.
Devido ao alto custo dos fertilizantes nitrogenados, pesquisadores e pecuaristas tém
buscado alternativas viaveis para manter a fertilidade dos solos e, dentre essas
tecnologias, a utilizagdo de pastos consorciados com leguminosas tem merecido destaque,
especialmente com aquelas do género Stylosanthes (Edye et al. 1984; Andrade e Karia,
2000).

Dentre as vantagens do consércio com leguminosas podemos destacar o aumento
do valor nutritivo da dieta, melhoria na producdo animal e efeitos indiretos relacionados
com o aporte de nitrogénio ao ecosssistema pastagem. Considerando que a
estacionalidade da producgdo de forragem no periodo “seco” do ano, que compreende os
meses de maio a setembro no Brasil central, seja a principal responsavel pelos baixos
indices produtivos da pecuaria brasileira, alternativas devem ser buscadas com o intuito
de suplementar esse déficit de nutrientes, uma vez que as exigéncias dos animais se
mantém constantes durante todo o ano. Dentre as alternativas de conservagdo de
forragem destacam-se a fenagdo e a ensilagem do excedente de forragem produzido no

periodo das aguas. Recentemente, a utilizacdo de silagens de leguminosas tem despertado
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interesse entre os produtores (Pereira et al., 2009). No entanto, as leguminosas, apesar do
alto valor nutritivo, em geral, apresentam caracteristicas indesejaveis para o adequado
processo de fermentacgéo, tais como alto teor de umidade no momento do corte, alto poder
tampdo, baixos teores de carboidratos solUveis e caule tubular oco, que impede a
completa retirada do ar no momento da ensilagem (Mc Allister et al., 1998).
Adicionalmente, devido ao maior teor de proteina bruta das leguminosas em relagdo as
gramineas, normalmente apresenta elevada extensdo de protedlise no processo de
ensilagem. No entanto, apesar desses aspectos negativos, o avango tecnoldgico no
processo de ensilagem tem mostrado a possibilidade de ensilagem de leguminosas como
culturas exclusivas (Pereira et al., 2009).

Acredita-se também, que esses problemas podem ser minimizados com a
ensilagem de pastos mistos em paises de clima temperado, notadamente naqueles da
comunidade européia. Considerando-se a escassez de informacdes sobre a ensilagem
mista de gramineas e leguminosas, conduziu-se o presente estudo com vistas a avaliar a
qualidade e as perdas das silagens de capim-marandu consorciada com diferentes
proporcOes de estilosantes inoculadas ou ndo com aditivo microbiano. Os niveis de
estilosantes adotados visam simular pastos consorciados contendo baixa, média e

adequada participacao da leguminosa no pasto.
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2. Material e Métodos

2.1. Local e condigdes climaticas

O experimento foi realizado no Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vicosa, localizada no municipio de Vicosa-MG, entre 0s meses de novembro
de 2010 e maio de 2011. A cidade de Vigosa esta situada a 20° e 45°de latitude sul, 42° ¢
51°de longitude oeste e 657 m de altitude, apresentando precipitagdo anual de 1341 mm,
dos quais cerca de 86% ocorrem nos meses de outubro a marco. Foi utilizado um pasto de
capim-marandu (Brachiaria brizantha cv. Marandu) e outro de Stylosanthes cv. Campo

Grande.
2.2. Manejo do capim-marandu

Antes do inicio do experimento, foi feito um corte de uniformizacéo da area, que
media 140 m?, utilizando-se uma rocadeira costal. Em seguida, foi feita uma adubacéo de
cobertura com 300 kg ha™ da mistura 20-05-20. A forragem foi colhida aos 70 dias de
rebrotacdo, sendo cortada a 5 cm do solo com auxilio de uma rogadeira costal.
2.3. Manejo dos estilosantes cv. Campo Grande

O estilosante foi proveniente de uma area de 1000 m?, cujo primeiro corte foi
efetuado em agosto de 2010. O segundo corte dos estilosantes, correspondente a rebrota,
foi realizado em dezembro do mesmo ano, quando as plantas encontravam-se em plena
fase de florescimento, sendo cortado a 5 cm do solo com o auxilio de cutelos.

2.4. Ensilagem

Apbs o corte, ambas as forrageiras foram picada em maquina ensiladora

estacionaria em particulas de, aproximadamente, 2 cm. Inicialmente, foi picado o capim-
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marandu e, em seguida, o estilosantes. Em seguida, efetuou-se a pesagem das forragens,
adicionando-se as seguintes proporgdes de estilosantes no capim-marandu: 0 (controle),
10, 20 e 30 % do peso na matéria natural, a fim de simular os pastos consorciados. O
inoculante microbiano Sil All C4 (Allteh do Brasil) foi aplicado com auxilio de um
pulverizador manual, com capacidade de 250 mL, naqueles tratamentos que receberam
inoculante. A dosagem utilizada foi a recomendada pelo fabricante, na seguinte
proporcédo: 250 g de inoculante diluidos em 50 L de agua para 50 toneladas de forragem
verde. O inoculante microbiano utilizado contém o0s seguintes niveis de garantia:
Lactobacillus plantarum (10 bilhdes UFC/g), Pediococcus acidilactici (1 bilhdo UFC/g),
Enterococcus faecium (10 bilhdes de UFC/g), uma composicdo basica de enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas e dextrose 80%.

A ensilagem das diferentes misturas de capim:leguminosa foi feita em silos
experimentais (baldes plasticos) com capacidade de 20 L, dotados de valvula de Bunsen
adaptadas em suas tampas para permitir o escape dos gases oriundo da fermentacdo. No
fundo dos silos foram colocados 4 kg de areia seca em um saco de pano, para posterior
estimativa da producéo de efluente. Os silos foram pesados no momento do fechamento e
na abertura, para quantificacdo das perdas por gases. No momento do fehamento, todos
os baldes foram vedados com fita adesiva e armazenados em &rea coberta, em

temperatura ambiente, por 60 dias.
2.5. Delineamento experimental

Utilizou-se um esquema fatorial 4 x 2 (4 niveis de estilosante x com e sem
inoculante), em um delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticGes. As

proporcOes de estilosantes na massa ensilada foram de 0, 10, 20 e 30% do peso total na

matéria natural.
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2.6. Avaliacéo das perdas e amostragem das silagens

As perdas por gases e efluente e a recuperacdo de matéria seca foram estimadas
segundo técnicas descritas por Schmidt (2006). As perdas por gases foram calculadas

baseando-se na diferenca de peso da massa de forragem seca pela seguinte equacao:

G = (PCI — PCF)/(Mfi X Msi) X 10.000, onde:
G: perdas por gases (%MS);

PCi: peso do balde cheio no fechamento (kg);
PCf: peso do balde cheio na abertura (kg);
MFi: massa de forragem no fechamento (kg);

MSi: teor de matéria seca da forragem no fechamento

As perdas por efluente foram calculadas pela diferenca de peso da areia

relacionada a massa de forragem no fechamento dos silos.

E = [(PVf - Th) — (Pvi — Th)] / Mfi X 1000, onde:

E: producéo de efluente (kg/ tonelada de MS)

PVi: peso do balde vazio + peso da areia no fechamento (kg);
PVT: peso do balde vazio + peso da areia na abertura (kg);
Th: tara do balde;

MFi: massa de forragem no fechamento (kg).

O indice de recuperacdo de matéria seca (RMS) foi obtido pela diferenca de peso
da massa de forragem no momento da ensilagem e da abertura dos silos e seus

respectivos teores de MS, segundo a seguinte equacéo:
RMS = (MFf X MSf) / ( MFi X MSi) X 100, onde:

RMS: taxa de recuperacao de matéria seca (%);

MFi: massa de forragem no fechamento (kg);
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MSi: teor de matéria seca da forragem no fechamento (%);
MFf: massa de forragem na abertura (kg);

MST: teor de matéria seca da forragem na abertura (%).

2.7. Analises de pH e N-NHj3

Na abertura dos silos, 25 g de silagem de cada balde foram homogeneizados em
225 mL de &gua destilada, utilizando-se liquidificador por 1 minuto. Em seguida,
efetuou-se a leitura do pH no extrato aquoso, utilizando-se potencidometro. Em 200 mL de
solugéo de H,SO4, 2 N, foram colocados 25 g de silagem, permanecendo em repouso na
geladeira por 48 h; apos filtragem em papel de filtro, foi feita a determinacdo do

nitrogénio amoniacal, segundo procedimentos descritos por Bolsen et al. (1992).

2.8. Andlises laboratoriais

Foram colhidos, aproximadamente, 300 g de amostra de silagem de cada silo
experimental e das plantas antes da ensilagem. Essas amostras foram pré-secas em estufa
de ventilacdo forcada, a 60°C, durante 72 horas, moidas em moinho de faca tipo
“Willey”, com peneira de 1 mm e armazenadas em recipientes de vidro, devidamente
vedados, para determinacdo de matéria seca (MS); cinzas por diferenca do contetdo de
matéria organica; proteina bruta (PB), obtida pela determinacdo do N total, utilizando a
técnica de micro-Kjedhal e um fator de converséo igual a 6,25, segundo técnicas descritas
por Silva & Queirdz (2002). A fibra em detergente neutro (FDN) e a fibra em detergente

acido (FDA) foram determinadas segundo metodologia descrita por Van Soest (1985).
2.9. Analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, a 5% de significancia,

utilizando-se o programa SISVAR (Ferreira, 2000). Para o fator qualitativo (inoculante
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microbiano), utilizou-se o teste “F” e para o fator quantitativo (niveis de estilosantes) foi

realizada andlise de regressao.

3. Resultados e Discussao

3.1. Composicédo bromatoldgica das plantas antes da ensilagem

Os resultados referentes a composicdo bromatolégica das forragens antes da
ensilagem encontram-se na Tabela 1. Verifica-se aumento nos teores de MS e PB com o
incremento na proporcdo de estilosantes. Em relacdo aos teores de FDN e FDA,

observou-se tendéncia de diminuicao destes com o aumento do nivel de estilosantes.

Tabelal — Teores de matéria seca (MS), cinzas, proteina bruta (PB), fibra em detergente
neutro (FDN) e fibra em detergente acido nas diferentes proporcdes de
estilosantes com capim-marandu

MS(%) Cinza PB FDN FDA
Niveis de estilosantes (%) (%MS)
0 22,83 8,72 6,93 74,42 42,81
10 22,37 7,02 7,92 71,12 40,43
20 23,14 7,24 8,20 72,07 41,60
30 24,08 7,42 10,76 63,70 39,15

O aumento do teor de matéria seca e proteina bruta com o incremento na
proporcdo de estilosantes se devem aos maiores teores desses constituintes na
leguminosa. Leonel et al. (2008) avaliaram a producao de silagem consorciada de capim-
braquiaria e soja em diferentes estadios de colheita da leguminosa e observaram aumento
nos teores de MS e PB no consorcio. O teor de MS de 25%, preconizado por McDonald
et al. (1991), como condicdo necessaria para que as perdas por efluente no silo sejam
minimizadas ndo foram obtidas em nenhuma das propor¢des avaliadas. Entretanto,
observa-se que com 20 e 30% de estilosantes, os teores de MS foram muito proximos ao

recomendado.
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O teor de MS desempenha papel fundamental na producéo de silagem, quer seja
aumentando a proporgédo de nutrientes e facilitando os processos fermentativos, quer seja
diminuindo a acdo de microrganismos indesejaveis no processo fermentativo. O excesso
de umidade implica em riscos de fermentacdes indesejaveis, ja que a menor pressao
osmatica favorece o desenvolvimento de bactérias do género Clostridium. O crescimento
clostridiano é estimulado por baixos teores de carboidratos sollveis e de MS, tipicos em
silagens de gramineas.

O menor teor de FDN e FDA observado com 0 aumento na proporcdo de
estilosantes se devem ao menor teor desses constituintes na leguminosa em relagdo a

graminea.

3.2. Composicao bromatologica das silagens

Na Tabela 2, sdo apresentados os dados da composi¢do bromatologica das
silagens de capim-marandu com diferentes proporcées de estilosantes em funcéo do uso
de inoculante, as equacdes de regressdo e seus respectivos coeficientes de variacao.
Observou-se efeito da interacdo inoculante x nivel de estilosantes sobre o teor de MS.
Avaliando-se o efeito de inoculante dentro de niveis de estilosantes, verificaram-se
valores superiores (P<0,05) de MS nas silagens inoculadas, contendo 10 e 20% de
estilosantes. A variacao nos teores de MS com a utilizacdo de inoculante microbiano se
deve, possivelmente, as diferencas nas populacGes microbianas predominantes, uma vez
que as fermentacdes realizadas por fungos e leveduras tendem a produzir mais agua em
relacdo as fermentacdes por BAL. Os principais produtos finais da fermentacéo realizada
por bactérias do género Clostridium sdo o &cido butirico, agua e o didxido de carbono
(CO,) que, em conjunto, podem assinalar elevadas perdas (McDonald et al., 1991). O
aumento linear nos teores de MS com o incremento da propor¢édo de estilosantes se deve
aos menores teores de matéria seca da braquiaria em relacdo ao estilosantes.
Comportamento semelhante foi observado por Ribeiro et al. (2011a) ao avaliarem a
composi¢cdo bromatologica de silagens mistas de estilosantes Campo Grande e capim-

elefante.
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Os teores de PB foram afetados apenas pelos niveis de estilosantes, que
aumentaram linearmente (P<0,05) com o incremento da proporcdo de estilosantes nas
silagens. Isso se deve a maior concentracdo de N na leguminosa em relacéo a braquiéria.
Porém, o aumento nos teores de PB pode prejudicar o perfil fermentativo das silagens, ja
que leguminosas apresentam maiores taxas de protedlises quando comparadas as
gramineas (Pereira et al., 2009), elevando o poder tampao, principalmente pela producéao
de amonia, dificultando a queda do pH e favorecendo o crescimento de microrganismos
indesejaveis.

A exemplo da PB, os constituintes da fracdo fibrosa das silagens foram afetados
apenas pelos niveis de estilosantes. Os teores de FDN e FDA foram influenciados de
forma linear e quadratica, respectivamente, pelos niveis de estilosantes. Observou-se teor
de FDA méximo de 41,38% no nivel de 10,24 % de estilosantes. Os menores teores de
fibra em leguminosas em relagdo as gramineas tropicais sdo explicados, principalmente,
pelas diferencas fisioldgicas entre elas, sendo a braquiaria uma espécie C, e a leguminosa
Cs. Diferencas nos teores de fibras entre silagens de gramineas e leguminosas também
foram observadas por Leonel et al. (2008) e Ribeiro et al. (2011a), sendo este indicativo

de maior digestibilidade e, consequentemente, melhor valor nutritivo das silagens.
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Tabela 2 — Teores de matéria seca (MS), cinzas, proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em
detergente &cido (FDA) das silagens de capim-marandu com diferentes proporcdes de Stylosanthes

Niveis de estilosantes (%) CV (%) Equaces de regressao R®
Inoculante 0 10 20 30
MS (%) 1,06
Sem 21,58a 21,51b 21,95b 23,46a ¥=21,2115 + 0,0609X 0,74
Com 21,51a 21,89a 22,4l1a 22,96b ¥Y=21,4615 + 0,048525X 0,99
Cinzas (% MS) 5,06
Sem 6,44 7,33 7,12 7,72 3
Y= 6,841625 + 0,02785X 0,71
Com 6,82 7,52 7,74 7,39
PB (%MS) 7,56
Sem 7,88 7,20 8,31 9,32 A 0,87
Y=7,376 + 0,0551X
Com 7,37 8,01 8,44 9,09
FDN (%MS) 2,34
Sem 70,71 70,26 66,00 62,40 A 0,93
Y=71,62025 - 0,265163X
Com 70,87 69,51 67,92 63,46
FDA (%MS) 3,11
Sem 40,62 42,36 40,34 39,48
Com 40,92 40,94 40,91 39,60 ¥=40,859563 + 0,101019X — 0,004934X? 0,92

o1



3.3. Populagdes microbianas e perfil fermentativo das silagens

Na Tabela 3, encontram-se os valores de pH, N-amoniacal (N-NH3) e a
quantificacdo das populaces microbianas nas silagens com diferentes proporcoes de
estilosantes com e sem inoculante microbiano.

Observou-se efeito (P<0,05) apenas de nivel de estilosantes sobre o pH das
silagens, cujos dados ajustaram-se a um modelo quadratico, estimando-se valor
méaximo de 4,16 para o nivel de 12,25% da leguminosa na massa ensilada. Destaca-
se que, independente do nivel de estilosantes, os valores de pH registrados sdo
indicadores de boa fermentacdo para silagens de gramineas e leguminosas, segundo
critérios estabelecidos por Mahanna (1993), uma vez que leguminosas apresentam
maior poder tampdo em relacdo as gramineas, tendendo a manter o pH em valores
mais elevados. Valor de pH abaixo de 4,5 é o ideal para silagens de leguminosas
(Ward e Ondarza, 2008). Para Kung Jr e Shaver (2001), o pH de silagens de
leguminosas com 30% de MS e silagens de gramineas perenes de clima temperado
varia de 4,3 a 4,7. Outros estudos (Leibensperger e Pitt., 1987; Leonel et al., 2008;
Ribeiro, 2011b) mostraram comportamento semelhante ao verificado no presente
trabalho para essa caracteristica.

A exemplo do observado para o pH, o teor de N-NH; foi afetado apenas pelos
niveis de estilosantes, estimando-se decréscimos de 0,11 unidades por unidade de
estilosantes adicionada a massa ensilada. A reducdo da concentracdo de nitrogénio
amoniacal com adi¢do de estilosantes no consorcio pode ser atribuida a queda no pH,
favorecido pelo maior desenvolvimento de BAL. Segundo McDonald et al. (1991),
os valores de pH estdo relacionados diretamente com a concentracdo de N-NHj3
porgue microrganismos proteoliticos como enterobactérias e bactérias clostridicas se
desenvolvem melhor em pH elevados.

Observou-se efeito (P<0,05) de inoculante e nivel de estilosantes sobre a
populagéo de BAL. A populacdo de BAL foi superior (P<0,05) na silagem inoculada
apenas na silagem controle, ndo sendo observada diferenga entre silagens inoculadas

ou ndo, na presenca de estilosantes. Observou-se aumento linear na populacdo de
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BAL com incremento da proporcao de estilosantes. Isso se deve, possivelmente, ao
maior teor de PB do estilosantes, aumentando assim a disponibilidade de aminoacidos

essenciais para o crescimento das bactérias do acido latico, conforme verificado por

Brady (1966).
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Tabela 3 — Valores médios de pH, nitrogénio amoniacal, populacdo microbiana de bactérias do acido latico (BAL), fungos
e leveduras (F/L) e enterobactérias (ENT) em silagens de capim-maranducom diferentes proporcfes de

estilosantes

Inoculante Niveis de estilosantes (%) Médias CV (%) Equacdes de regressao R?
0 10 20 30
pH 2,78
sem 407 405 411 390 ¥=4,058375 + 0,017150X —
2 0,98
com 4,05 424 416 398 0,0007X
N-NH; 14,20
sem 12,26 15,21 12,89 10,14 A
Y=14,594875 — 0,116638X 0,82
com 15,60 13,24 12,44 10,99
BAL 2,05
sem 7,42b 7,58a 7,82a 7,96a 7,69b .
Y=7,543 + 0,01455X 0,94
com 7,75a 7,66a 7,90a 8,01a 7,83a
Fungo / Levedura 25,84
sem 3,57a 2,66a 3,21a 3,30a ¥=3,4755 - 0,0782X + 0,002525X* 0,58
com 2,04b 2,30a 3,27a 4,39 ¥Y=1,7905 + 0,08055X 0,94
Enterobactérias
sem 0,56 ND ND ND
com ND ND ND ND
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Observou-se efeito da interacdo (P<0,05) inoculante x niveis de estilosantes
sobre a populacdo de fungos e leveduras. A populacdo de fungos e leveduras foi
superior (P<0,05) na silagem sem inoculante apenas no tratamento controle, ndo
sendo observada diferenca entre silagens inoculadas ou ndo, na presenca de
estilosantes. Observou-se aumento linear na populacdo de fungos e leveduras com
incremento dos niveis de estilosantes nas silagens inoculadas. Para as silagens sem
inoculante, observou-se efeito quadratico, estimando-se a populacdo minima de
fungos e leveduras de 2,87 log UFC g com 15,48% de estilosantes na massa
ensilada.

A populagdo de enterobactérias foi observada somente no tratamento controle

sem inoculante.

3.4. Perdas e recuperacdo de matéria seca das silagens

Na Tabela 4, encontram-se os valores médios das perdas por gases e efluentes
e da recuperacdo de matéria seca das silagens, em funcdo de inoculante e de niveis de
estilosantes.

A produgdo de gases ndo foi afetada pelos fatores inoculante, nivel de
estilosantes, nem pela interacdo destes, registrando-se valor médio de 2,91 (%MS).
Esse comportamento se deve, possivelmente, aos valores proximos de MS e
populacdes microbianas das silagens. A producdo de gas na silagem é resultante de
fermentacdes secundarias, realizadas por enterobactérias, bactérias clostridicas e
microrganismos aerobios, que se desenvolvem melhor em meios com baixo teor de
matéria seca (Muck, 1996). Zopollatto et al. (2009), em artigo de revisdo sobre 0 uso
de aditivos microbianos e dos aspectos da ensilagem no Brasil, encontraram valores
de perdas por gases em gramineas variando de 2,4 a 8,5% MS, com média de 4,7%
MS.

Observou-se efeito da interacdo (P<0,05) inoculante x niveis de estilosantes
sobre as perdas por efluente e recuperacdo de matéria seca. Avaliando-se o efeito de

nivel de estilosantes dentro de inoculante, observou-se maior perda por efluente na
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silagem sem inoculante no nivel de 10% de estilosantes. A producdo de efluente é
uma das formas de perda no valor nutritivo das silagens, sendo influenciada pelos
teores de matéria seca da planta, tipo e dimensdo do silo e grau de compactacédo
(Pereira et al., 2004). A producdo de efluente decresceu linearmente (P<0,05) na

silagem sem aditivo com o incremento dos niveis de estilosantes.
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Tabela 4 — Valores médios da recuperagdo de matéria seca (RMS), perdas por efluente (PE) e perdas por gases (PG) das

silagens de capim-marandu com diferentes niveis de estilosantes

Inoculante Niveis de estilosantes (%) CV (%) Equacdes de regressao R®
0 10 20 30
Perdas por gases (%MS) 45,57
Sem 3,96 2,74 2,26 2,57
Com 3,60 3,12 2,45 2,58
Perdas por efluente (kg/ ton MN) 23,29
Sem 25,84a 20,94a 12,44a  10,85a Y= 25,53725 — 0,534525X 0,94
Com 29,64a 13,05b  14,38a  14,08a V= 28,66225 — 1,675775X + 0,040738X? 0,90
Recuperacdo de MS (%) 1,20
Sem 93,58a 96,35a 95,5la 97,43a Y=94,10675 + 0,107175X 0,72
Com 92,81a 97,49a 97,0la  95,15b ¥=92,998625 + 0,555738X — 0,016344X> 0,95
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Na presenca de inoculante, estimou-se valor minimo de perda por efluente
igual a 11,43 kg t* MN para o nivel de 20,5% de estilosantes. Esse efeito apresenta
relacdo direta com os teores de matéria seca, havendo diminuicdo das perdas com
aumento nos teores de MS. Os valores encontrados situam-se dentro da faixa de 11,5
a 68,5 kg t* MN, registrados por Zapollatto et al. (2009), para silagens de gramineas
tropicais.

Observou-se efeito da interacdo (P<0,05) inoculante x niveis de estilosantes
sobre a recuperacdo de matéria seca (RMS). Verificou-se maior RMS (P<0,05) na
silagem ndo inoculada com 30% de estilosantes. A recuperacdo de matéria seca
aumentou linearmente com os niveis de estilosantes na auséncia de inoculante. No
entanto, na presenca de inoculante, estimou-se maxima recuperacdo de matéria seca
de 97,72% para o nivel de 17% de estilosantes na massa ensilada. Isso se deve,
possivelmente, ao aumento nos teores de MS, proporcionando melhor perfil
fermentativo e diminuicdo das perdas por gases e efluentes. Os valores encontrados
neste trabalho para as silagens contendo estilosantes séo superiores ao valor médio de
92% registrados por Zapollatto et al. (2009) para silagens de gramineas. Isso indica
que a ensilagem de leguminosas em associa¢do com gramineas é uma alternativa para

reducdo de perdas e melhor recuperacéo da matéria seca ensilada.
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4. Concluséao

O estilosante melhora a qualidade nutricional, o perfil fermentativo e diminui
as perdas de silagens com capim-marandu.

O uso de 20 a 30% de estilosantes na matéria natural para producdo de
silagens mistas de capim-marandu e estilosantes proporciona maior recuperacdo de
matéria seca da massa ensilada.

O uso de inoculante microbiano ndo apresenta beneficios em relacdo a
composicdo bramatogica, ao perfil fermentativo e nas perdas de matéria seca em

silagens mistas de capim-marandu e estilosantes.
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ARTIGO 3 - POPULACOES MICROBIANAS, PERFIL FERMENTATIVO E
COMPOSICAO BROMATOLOGICA DE SILAGENS DE CAPIM-MARANDU
TRATADAS COM INOCULANTES MICROBIANO COMERCIAL E
ISOLADO DE GRAMINEAS TROPICAIS

Resumo

Avaliou-se a populagdo microbiana, o perfil fermentativo e a composicao
bromatoldgica de silagens de capim-marandu tratadas com inoculantes microbiano
comercial e isolado de graminea tropical. Utilizou-se um esquema fatorial 6 x 3, com
seis periodos de fermentacdo e trés inoculantes, incluindo o controle, em um
delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes. Os periodos de
fermentacdo foram 1, 3, 7, 14, 28 e 56 dias. Os inoculantes foram o Sil All C4
(Alltech do Brasil) e uma cepa de Lactobacillus plantarum isolada do capim-
mombaga (M17). O capim-marandu foi colhido aos 70 dias de rebrotacéo e ensilado
em sacos plasticos medindo 25 cm x 35 cm e selados a vacuo com auxilio de uma
maquina seladora. A composicdo bromatologica das silagens foi analisada apenas no
ultimo periodo de fermentagdo. Observou-se menor (P<0,05) teor de matéria seca na
silagem controle, em relacdo a inoculada com Sil All. Observou-se menor (P<0,05)
teor de fibra em detergente neutro na silagem inoculada com a cepa M17. Os teores
de proteina bruta e fibra em detergente acido ndo foram influenciados pelos
inoculantes, registrando-se valores médios de 6,28% e 75,55%, respectivamente.
Observou-se efeito da interacdo inoculante x periodos de fermentagcdo sobre a
populacdo de bactérias do &cido latico (BAL) e pH das silagens, cujos dados
ajustaram-se a modelos quadraticos. No Gltimo periodo de fermentacdo, registrou-se
menor (P<0,05) pH nas silagens controle e inoculada com M17. Para amdnia,
observou-se efeito de inoculante e de periodo de fermentacdo. Observou-se efeito da
interacdo inoculante x periodo de fermentacdo sobre a populacdo de BAL. A
populacdo de fungos e leveduras foi influenciada de forma quadratica pelo periodo de
fermentacdo, sendo registrada menor (P<0,05) populagdo desses microrganismos na
silagem inoculada com M17. As silagens avaliadas podem ser consideradas de boa
qualidade com base nos valores de pH e N-NHs;, independentemente do uso de
inoculante microbiano.

Palavras chave: Amonia, bactéria do &cido latico, enterobactérias, proteina bruta
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Abstract

In this experiment evaluated the microbial population, the fermentation and chemical
composition of marandu grass silages treated with commercial microbial inoculantes
or isolated from tropical grass. Was used a 6 x 3 factorial arrangement with six
fermentation periods and three inoculants, including the control, in a completely
randomized design with three replications. The fermentation periods were 1, 3, 7, 14,
28 and 56 days. The inoculants were used were Sil All C4 (Alltech of Brazil) and a
strain of Lactobacillus plantarum isolated from tropical grass (M17). The marandu
grass was harvested at 70 days of regrowth and ensiled in plastic bags measuring 25
cm x 35 cm vacuum sealed with the aid of a vacuum sealing machine. The
compositions of the silages were analyzed only in the latter period of fermentation.
There was less (P<0.05) dry matter content in the control silage, compared to
inoculated with Sil All. There was less (P<0.05) content of neutral detergent fiber in
silage inoculated with the strain M17. The crude protein and acid detergent fiber were
not influenced by inoculants, registering average of 6.28% and 75.55% respectively.
Was observed interaction effect of inoculants x fermentation period on the population
of lactic acid bacteria (LAB) and pH of the silage, whose dada adjusted to quadractic
models. In the last period of fermentation, there was lower (P<0.05) silage pH in
control treatment and inoculated with M17. For ammonia, observed an effect of
inoculant and fermentation period. Was observed interaction effect between
inoculants x fermentation period on the lactic acid bacteria population. The
population of fungi and yeast was influenced quadratically by fermentation period,
being recorded lower (P<0.05) population of these microorganisms in silage
inoculated with M17. The silages assessed can be considered of good quality based

on pH and NHs-N values, regardless of the use of microbial inoculants.

Keywords: Ammonia, lactic acid bacteria, enterobacteria, crude protein
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1. Introducéo

A estacionalidade de producdo de forragens € reconhecida como um dos
principais fatores responsaveis pelos baixos indices de produtividade da pecuaria
nacional, havendo a necessidade de planejamento para suplementacdo no periodo da
seca, quando ocorre reducdo na qualidade e na producdo de matéria seca das
forrageiras. Em muitas partes do mundo, a conservacdo de forragem é fator-chave
para incrementar a produtividade de ruminantes, pois permite adequada
suplementacdo de alimento quando a taxa de crescimento das forrageiras é baixa.
Desta forma, a conservacdo pode prover oferta uniforme de forragens de boa
qualidade ao longo do ano (Muck e Shinners, 2001).

Dentre as varias opg¢des de suplementacdo volumosa, a silagem de capim
tem-se apresentado como boa alternativa, sendo utilizada em 18% dos 50 maiores
confinamentos do Brasil, no ano de 2006 (Agripoint, 2007). O interesse na utilizacao
de silagem de capim se deve as vantagens como elevada producdo anual por area,
perenidade das pastagens, baixo risco de perdas e maior flexibilidade de colheita
(Corréa et al., 2001). Porém, a ensilagem de gramineas tropicais também apresenta
algumas limitacbes, como baixo teor de carboidratos solUveis, necessarios para uma
fermentacdo adequada, baixo teor de matéria seca no momento do corte, alto poder
tampdo, baixa populacdo autdctone de bactérias produtoras de acido latico e menor
teor energético em comparagdo com o milho e sorgo (Pereira et al., 2008).

Atualmente, uma grande variedade de aditivos esta sendo recomendada para
melhorar o perfil fermentativo das silagens, diminuindo assim as perdas de matéria
seca. Dentre os aditivos utilizados, os inoculantes microbianos tem se destacado em
relacdo aos quimicos por serem seguros, faceis de usar, ndo corrosivos a0 maquinario,
por ndo poluirem o meio ambiente e por serem considerados produtos naturais
(Weinberg e Muck, 1996). O uso de inoculantes microbianos abrange a classe de
aditivos com mais rapido crescimento em todo mundo. A composicdo destes difere
muito em sua capacidade de fermentar os varios substratos e na sua capacidade de
crescer em meios com diferentes umidades e temperaturas (Muck e Kung, 1997).

Diversos estudos tém avaliado o efeito dos inoculantes sobre a fermentacéo

de varias forrageiras e, na maioria deles, notou-se queda do pH e aumento nos niveis
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de &cido latico (Bolsen et al. 1995). A eficiéncia do uso de inoculantes em silagens
depende da populacdo de bactérias existente na cultura, do poder tampdo e da
quantidade e qualidade dos microrganismos adicionados a cultura (Vilela, 1997),
sendo a populagdo minima recomendada igual a 100.000 UFC por grama de
forragem, segundo Muck (1996).

Os inoculantes comerciais apresentam grande variacdo quanto as especies e
estirpes de BAL, sendo predominantes BAL homofermentativas como o L.
plantarum. A preferéncia por homofermentativas é devida & producdo quase
exclusiva de &cido latico (>85%), sendo este o principal responsavel pela reducdo do
pH nas silagens. As bactérias heterofermentativas, além da producéo de acido latico,
produzem &cido acético, etanol e CO,, sendo o L. buchneri a espécie com maior
interesse comercial. Muck (2008) avaliou os possiveis fatores para a falta de efeito de
inoculantes em silagens e destacou que algumas estirpes apresentam preferéncia para
crescerem em certos tipos de forragem. 1sso pode ser comprovado no trabalho de Hill
et al. (1989), que isolaram trés cepas de L. plantarum, uma da alfafa e outras do
milho e sorgo. As mesmas foram co-inoculadas nessas trés forrageiras, e a cepa
dominante em cada silagem foi aquela isolada da propria planta. 1sso sugere que um
inoculante desenvolvido para alfafa pode ndo ser eficiente para milho ou sorgo,
dificultando sobremaneira uma resposta padrdo do uso de inoculantes. Tem-se obtido
maior sucesso com inoculantes aplicados na ensilagem de capins e leguminosas do
que na ensilagem de milho (Muck, 1993) e do sorgo (Rodriguez et al., 2001),
possivelmente pela maior populacdo de microrganismos presentes nestas Glltimas.

Considerando que as principais empresas produtoras de inoculantes
microbianos sdo estrangeiras, e que as cepas presentes nesses produtos foram isoladas
de espécies forrageiras e condic¢des climaticas diferentes das encontradas no Brasil,
buscou-se com este experimento avaliar as populagcbes microbianas, o perfil
fermentativo e a composic¢ao bromatoldgica de silagens de capim-marandu inoculadas

com estirpes isoladas de graminea tropical e inoculante comercial.
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2. Material e Métodos

2.1. Local e condigdes climaticas

O experimento foi realizado em area do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Vigosa, localizada no municipio de Vicosa-MG. A cidade de
Vigosa esta situada a 20° e 45’ de latitude sul, 42° e 51° de longitude oeste e 657 m
de altitude, apresentando precipitacdo média anual de 1341 mm, dos quais cerca de
86% ocorrem nos meses de outubro a marco. O solo local é classificado como

Argissolo Vermelho-Amarelo, com textura franco-argilosa.

2.2. Delineamento experimental

Utilizou-se um esquema fatorial 3 x 6 (trés inoculantes x seis periodos de
fermentagdo), em um delineamento experimental inteiramente casualizado, com trés
repeticdes. Os inoculantes utilizados foram controle (sem inoculante), Sil All C4
(Alltech do Brasil) e L. plantarum isolado do capim-mombaca. Os periodos de

fermentacdo avaliados foram: 1, 3, 7, 14, 28 e 56 dias ap06s o fechamento dos silos.

2.3. Manejo e ensilagem do Capim-marandu

Em outubro de 2010 ,foi feito um corte de uniformizacdo do pasto de marandu
estabelecido em 2005, utilizando-se uma rogadeira costal. Logo apds o corte, aplicou-
se em cobertura 250 kg ha™* do adubo 20-0-20.

O capim foi cortado a 10 cm do solo, aos 70 dias de rebrotacdo. Logo apds,
procedeu-se a picagem com auxilio de uma maquina ensiladora estacionaria. Em
seguida, procedeu-se a ensilagem em sacos plasticos de 25 cm x 35 cm (Doug Care
equipament, Inc., Spring Ville, CA), colocando-se 400 gramas de forragem por saco
(Figura 1). Os sacos foram selados depois da retirada do oxigénio usando uma

maquina seladora a vacuo.
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Figura 1- Detalhe do silo experimental com o material ensilado.
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2.5. Aplicagéo de inoculantes

O inoculante M17 foi previamente preparado no Laboratorio de Forragicultura
do Departamento de Zootecnia da UFV, sendo constituido pela bactéria Lactobacillus
plantarum (M17), isolada da planta de Panicum maximum cv. Mombaga, citada no
experimento 1 desta tese. Inicialmente, o microrganismo isolado foi cultivado em
tubos contendo 2 mL de caldo MRS (De Man Rogosa Sharpe, Difco) por 24 h; depois
foi transferido para tubos contendo 10 mL de caldo MRS, por mais 24 h e,
finalmente, transferido para erlenmeyer estéril com 250 mL de caldo MRS e
cultivado por 24 h. Apos esse periodo, realizou-se a contagem do nimero de células
através do plagueamento da mistura em diluicdes decimais, obtendo-se uma
concentracdo de 108 UFC mL™. Apés o conhecimento da concentracdo de BAL,
foram feitas trés centrifugacGes da solugdo com &gua destilada para retirada do meio
de cultura, pois como este € rico em agUcares, sua adi¢do na silagem poderia alterar o
teor de CHO’s soluveis e, assim, gerar efeito de confundimento. Foi utilizado 1 mL
da solucdo 10®° UFC mL™, sendo esta diluida em 9 mL de 4gua destilada, obtendo
uma concentragdo de 10" UFC mL™. Os 10 mL da solugdo foram aplicados em 3 kg
de capim picado com auxilio de um pulverizador manual com capacidade de 250 mL,
obtendo-se uma concentracio final de 10° UFC de L. plantarum g de forragem
fresca. O inoculante microbiano comercial Sil All C4 (Alltech do Brasil) foi aplicado
segundo as recomendacédo do fabricante na seguinte proporcao: 250 g diluidos em 50
L de agua para 50 t de forragem. Apds a diluicdo, ele foi aplicado em 3 kg de
forragem, com auxilio de um pulverizador manual, com capacidade de 250 mL. O
inoculante Sil All C4 contém os seguintes niveis de garantia: Lactobacillus
plantarum (10 bilhdes UFC g*), Pediococcus acidilactici (1 bilhdo UFC g-1),
Enterococcus faecium (10 bilhdes de UFC g), uma composicéo bésica de enzimas

celuloliticas, hemiceluloliticas e dextrose.

2.6. Andlises laboratoriais

A pré-secagem da forragem e das silagens foi realizada por meio de secagem
em estufa de ventilagdo forcada a 60° C, por 72 h. Essas amostras foram moidas em
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moinho tipo “Willey”, com peneira de 1 mm e armazenadas em potes plasticos de
polietileno para posteriores analises laboratoriais. Nas amostras moidas, foram
efetuadas determinagdes de FDN e FDA, segundo Van Soest e Robertson (1985). A
matéria seca e 0 nitrogénio total foram determinados segundo técnicas descritas por
Silva & Queir6z (2002), sendo o teor de N multiplicado pelo fator 6,25, considerando

que a proteina possui 16% de N.

2.6.1. Analises de pH e N-NH;3

Na abertura dos silos, foram pesadas 25 g de silagem, as quais foram
homogeneizadas por 1 minuto em 225 mL de agua destilada, utilizando
liquidificador. Em seguida, foi realizada a leitura do pH, utilizando-se potenciémetro.
Em 200 mL de solucdo de H,SO4 2 N, foram colocados 25 g de silagem,
permanecendo em repouso na geladeira por 48 h; apos filtragem em papel de filtro,
foi feita a determinacdo do nitrogénio amoniacal, segundo procedimentos descritos
por Bolsen et al. (1992).

2.6.2. Quantificacéo das populacdes microbianas

As populacbes microbianas foram quantificadas utilizando-se meios de
culturas seletivos para cada grupo microbiano: Agar Rogosa (Difco), para
enumeracao das bactérias do &cido lactico; Violet Red Bile (Difco) em sobrecamada,
para enumeracdo de enterobactérias e Potato Dextrose Agar (BDA), para enumeracéo

de fungos e leveduras.

2.7. Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, utilizando-se o
programa SISVAR. Para os fatores qualitativos realizou-se o teste de Tukey e para 0s
fatores quantitativos analises de regressdo. Para testar o efeito do inoculante nos
diferentes periodos de abertura, utilizou-se o teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia. O desdobramento dos fatores foi realizado quando a interacao entre eles

foi significativa ao nivel de 5% de probabilidade.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Composicé@o bromatoldgica das plantas antes da ensilagem

Na Tabela 1, observa-se a composicdo bromatoldgica das plantas antes da
ensilagem. Os teores de MS, PB, FDN e FDA foram semelhantes aos encontrados na
literatura para graminea do género Brachiaria com 70 dias de rebrotacdo. Destaca-se,
que os teores de MS da planta no momento da ensilagem proporcionam condigdes
adequadas para fermentacao de boa qualidade, sequndo McDonald et al (1991). Esses
autores preconizaram que a planta no momento da ensilagem deve apresentar teor
minimo de 25% de MS para que as perdas por efluente no silo sejam minimizadas e,

portanto, ocorra a manuteng@o dos nutrientes nas suas silagens.

Tabela 1- Teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), fibra em detergente
neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) de plantas de capim-
marandu antes da ensilagem

Forragem
Item Controle Sil All M17
MS (%) 26,90 26,66 26,70
PB (%MS) 6,77 6,57 6,61
FDN (%MS) 76,64 75,43 76,66
FDA (%MS) 43,28 42,14 43,00

Na Tabela 2, encontram-se os valores médios dos teores de MS, PB, FDN e
FDA das silagens analisadas apds 56 dias de ensilagem em funcdo de inoculantes
microbianos. Foi observado menor (P<0,05) teor de MS na silagem controle em
relacdo aquela com inoculante microbiano Sil All C4. A diminuicéo no teor de MS se
deve, possivelmente, pela formacdo da denominada “agua de metabolismo”,
produzida durante a fermentacdo por microrganismos deterioradores por meio da
oxidacgéo de nutrientes soltveis (Woolford, 1984).

N&o foi observado efeito (P>0,05) de inoculante sobre os teores de PB das
silagens. Porém, observa-se que nas silagens inoculadas os teores de PB ficaram

proximos aos das respectivas plantas in natura. Isso sugere adequada fermentagé&o,
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com pouca perda de N através da protedlise. Avila et al. (2009) avaliaram a
composicdo bromatologica de silagens de capim-mombaca inoculadas com
inoculante comercial e cepas de L. buchneri isoladas de cana-de-aglcar e também néo
observaram diferencas nos teores de PB das silagens.

Com relagéo aos teores de FDN, estes foram menores (P<0,05) nas silagens
inoculadas com a cepa M17 isolada de capim-mombaca. A reducdo no teor de FDN
em silagens se deve, provavelmente, a hidrolise acida de enzimas da planta ou dos
microrganismos presentes no processo de ensilagem (McDonald et al. 1991). Outra
possivel explicacdo seria a maior populagdo de L. plantarum inoculadas no momento
da ensilagem nesse tratamento. Reducdo nos teores de FDN, durante o periodo de
fermentagdo, também foram observados por Pereira et al. (2007) e Santos et al.
(2007). Por outro lado, os teores de FDA néo diferiram entre os inoculantes usados.
Isso se deve ao fato dos microrganismos ndo digerirem a lignina e a celulose,

componentes da FDA.

Tabela 2 - Teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), fibra em detergente
neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) das silagens de capim-
marandu apds 56 dias de fermentacao

Inoculantes
Item Controle Sil All M17 CV (%)
MS (%) 24,00b 25,33a 24,66ab 1,91
PB (%MS) 6,02a 6,34a 6,47a 4,80
FDN (%MS) 75,77a 76,33a 74,57b 0,61
FDA (%MS) 44,45a 45,27a 43,81a 1,66

Médias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de significancia.

Na Tabela 3, encontram-se as varia¢des de pH e N-NHj; durante o periodo de
fermentacdo das silagens inoculadas ou ndo e as respectivas equacfes de regressao.
Observou-se efeito (P<0,05) da interacdo inoculante x periodo de fermentagéo sobre
0 pH das silagens. Observa-se maior valor (P<0,05) de pH para a silagem inoculada
com a cepa M17 em relagdo ao inoculante comercial no primeiro dia, enquanto que
do 3° ao 14° dia ndo foi observada nenhuma diferenca entre o pH das silagens. Essa

diferenca foi, possivelmente, causada pela presenca de um meio rico em substratos no
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inoculante comercial, que quando diluido em agua, favorece o rapido crescimento das
BAL e consequente queda do pH. Aos 56 dias de fermentacdo foram registrados
menores (P<0,05) valores de pH nas silagens tratadas com M17 e no controle, que
néo diferiram entre si (P>0,05).

No entanto, todas as silagens apresentaram valores de pH, dentro do
preconizado por McDonald et al. (1991), como sendo ideal para uma boa
fermentagdo. Observou-se efeito (P<0,05) quadratico de periodo de fermentacdo
sobre o pH estimando-se valores de pH minimos de 3,60; 3,76 e 3,59 aos 34,51;
24,43 e 30,54 dias para as silagens controle, Sil All C4 e M17, respectivamente. Os
valores de pH encontrados nesse experimento sdo inferiores aos observados por
Pereira et al. (2005); Mari et al. (2005); Santos (2007); Bernardes et al. (2009) e
Avila et al. (2009), em silagens de gramineas tropicais. Essa variacdo se deve as
diferentes condicdes de ensilagem entre os experimentos. Considera-se que a
ensilagem em bags simula as condicdes ideais do processo, uma vez que ocorre
completa exclusdo de oxigénio, diferentemente do que acontece em experimentos em
baldes ou silos de grande porte, por exemplo.

N&o houve efeito (P>0,05) da interacdo inoculante x periodo de fermentagédo
sobre o teor de N-NH3 No entanto, observou-se efeito (P<0,05) de inoculante e
periodo de fermentacdo. Observou-se menor teor de N-NHjz (%NT) na silagem
controle em relacdo aquela inoculada com a cepa M17. Esse comportamento, de certa
forma, ndo era esperado. No entanto, isso pode ser reflexo do pH muito préximo entre
as silagens. Além disso, a populacdo autoctone de BAL na silagem controle
apresentou valores superiores a 5 log UFC g™ , preconizados por Muck (1996) como
minimo necessario para assegurar uma boa fermentacdo e evitar a producdo de N-
NH; pela protedlise.

As concentracOes de N-NH3 variando de 4,21(Sil All, 1 dia de fermentacéo) a
7,10 (M17, 56 dias de fermentacdo), sdo inferiores aquelas encontradas na literatura
em silagens de gramineas tropicais (Pereira et al., 2007; Santos, 2007; Bernardes et
al., 2009; Cezario, 2011). Segundo critérios estabelecidos por McDonald et al. (1991)
e Henderson (1993), silagens sdo consideradas satisfatdrias, aceitaveis ou de baixa
qualidade, quando os teores de N-NH3 s&o menores que 10%, entre 10 e 15% e acima

de 20%, respectivamente. Considerando-se os teores de MS, pH e N-NH3;, observa-se
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que todas as silagens sofreram adequado perfil fermentativo resultando, assim, em
silagem de boa qualidade.

Tabela 3- Perfil fermentativo de silagens de capim-marandu tratadas com inoculante

microbiano nos diferentes periodos de fermentacdo e suas respectivas
equacOes de regressao

pH
Inoculante 1dia 3dias 7 dias 14 28 56 Média CVv
Controle 4,28ab  3,96a 3,77a 3,75a 3,78ab 3,98b
Sill-All 421b  3,90a 3,76a 3,74a 3,88a 4,2la 1,66

M17 4,37a  3,95a 3,78a 3,72a 3,70b  3,98b
N-NH;3 (% N total)
Controle 4,21 5,06 5,06 5,90 6,15 6,40 5,46b
Sil-All 4,42 5,38 5,20 6,16 6,59 6,86 577ab 6,70
M17 4,41 5,27 5,53 6,05 6,83 7,10 5,86a

Equacao de regressao R’
pH
Controle Y=4,115451 — 0,029609X + 0,000429X" 0,60
Sil-All Y= 4,043303 — 0,023261X + 0,000476X* 0,63
M17 Y=14,175672 — 0,038361X + 0,000628%> 0,66
N-NH3 (% N total)
Y=5,011118 + 0,037869X 0,75

Na Tabela 4, encontram-se as variagdes nas populacdes de bactérias do &cido

latico (BAL), enterobactérias (ENT), fungos e leveduras (F/L) nas silagens, nos
diferentes periodos de fermentacao.
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Tabela 4 - Populacdo de bactérias do &cido latico (BAL), enterobactérias (ENT),
fungos e levedura em silagem de capim-marandu tratadas com
inoculante microbiano nos diferentes periodos de fermentacdo e suas
respectivas equacgoes de regressao

BAL (log UFC g-)

Inoculante 0 ldia 3dias 7 dias 14 28 56 Média CV

Controle 6,15 8,30a 8,43a 8,45a 8,86a 7,82a 8,78a
Sill-All 8,40a 8,68a 8,49a 8,96a 8,13a 8,92a 2,05
M17 8,74a 8,06b 8,45a 8,89a 8,03a 8,85a

Enterobactérias (log UFC g™)

Controle 6,84 7,98 3,74 ND ND ND ND
Sil-All 7,85 311 ND ND ND ND
M17 7,87 3,19 ND ND ND ND

Fungos e Leveduras (log UFC g™)

Controle 3,28 4,07 4,28 3,52 353 333 440 391la

Sil-All 384 380 28 286 343 295 335b 11,35

M17 375 368 256 256 290 339 3,19

Equacdo de regressao R?
BAL
Controle Y= 8,765254 — 0,042506X + 0,000747X" 0,37
Sil-All Y= 8,662980 — 0,018325X + 0,000391X? 0,22
M17 ¥Y=8,570739 — 0,02065X + 0,000444X? 0,19
Fungo e Leveduras

Y= 3,879787 — 0,059544X + 0,000982X° 0,68

Ao avaliar o efeito de periodo de fermentacdo dentro de inoculante,
constataram-se diferencas (P<0,05) entre os inoculantes somente no terceiro dia de
fermentacdo, registrando-se menor populacdo de BAL na silagem inoculada com a
cepa M17. Observa-se aumento de 2 log UFC g*, nas primeiras 24 horas de
ensilagem, em todas as silagens. Esse aumento na populagdo de BAL se deve,
provavelmente, a reativacdo de células dormentes e ndo culturdveis durante o
processo de picagem, e ndo pela inoculagédo continua por equipamentos de colheita ou
crescimento da populacéo epifitica de BAL, como assumido em pesquisas iniciais
(Woolford, 1984; McDonald et al., 1991). Observou-se efeito (P<0,05) do periodo de
fermentagdo na populacdo de bactérias do acido latico, cujos dados se ajustaram ao

modelo quadratico com pontos de maximo de 8,16; 8,45 e 8,79 log UFC, nos
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periodos de 28; 23; e 23 dias para as silagens controle, Sill All e M17,
respectivamente. Observa-se que as silagens inoculadas alcancaram maior populagédo
de BAL em menor tempo, porém essa maior populacdo de BAL ndo refletiu em
menor pH das silagens inoculadas.

A diminuicdo da populacdo de enterobactérias a partir do 3° dia de
fermentacdo e a ndo quantificacdo desse grupo microbiano a partir do 7° dia, nas
diferentes silagens reflete, provavelmente, o baixo pH das silgens. Segundo Pahlow et
al. (2003), a rapida acidificacdo inicial € a chave para o controle do crescimento de
enterobactérias e costridios, 0s quais podem crescer até gque uma concentracao
inibitéria de acidos ndo dissociados e, ou, um pH suficientemente baixo, sejam
atingidos. A populagdo de enterobactérias e sua taxa de declinio podem ser utilizadas
como bons indicadores da qualidade da silagem. Melhor do que qualquer outro
parametro, sua reducdo na silagem reflete a presenca combinada de boas condicdes de
ensilabilidade, incluindo disponibilidade de nutrientes e agua, eficiente conversdo
desses nutrientes em produtos da fermentacdo e baixo pH pelas BAL (Pahlow et al.,
2003). As enterobactérias competem com as BAL por carboidratos disponiveis,
principalmente durante a fase inicial de fermentacdo. De acordo com Seale (1986), as
enterobactérias iniciam a producdo de amodnia através de variadas reacdes de
deaminacdo e comprometem severamente a reducdo do pH.

Comportamento semelhante foi verificado por Meeske et al. (1999) em
silagem de graminea, cuja populacdo de enterobactérias atingiu valor maximo nas
primeiras 24 horas de fermentacdo (7,1 log UFC g™). No entanto, na literatura,
registra-se a presenca desses microrganismos até os 28 dias de fermentacao (Oliveira
et al., 2007; Souza et al., 2006). Além da competicdo por substratos com as BAL,
algumas espécies de ENT sdo potencialmente patogénicas, como a Escherichia coli e
Listeria monocytogenes que provocam desarranjos intestinais, mastites e aborto
espontaneo (Brenner, 1984; McDonald et al., 1991).

N&o se observou efeito da interacdo inoculante x periodo de fermentacédo
sobre a populacdo de fungos e leveduras. No entanto, detectou-se efeito de inoculante
e de periodo sobre a populacéo desses microrganismos. Observou-se efeito quadratico
(P<0,05) sobre a populacdo desses microrganismos, estimando-se populagdo maxima
de 2,98 log UFC g , aos 30 dias de ensilagem. Segundo Pahlow et al. (2003), o
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desenvolvimento das populacdes desses microrganismos esta, principalmente,
associado com a presenca de oxigénio, de modo que na auséncia deste a populacéo se
manteve praticamente inalterada. Observou-se maior (P<0,05) populagdo de fungos e
leveduras na silagem controle em relacdo as silagens inoculadas com BAL. Porém,
essa diferenca na populacdo de F/L ndo foi suficiente para comprometer a qualidade
da silagem, podendo ser comprovado pelos baixos valores de pH e N-NHsz. Os
valores encontrados neste experimento estdo préximos da média (3.3 log UFC g™?)
encontrada por Zopollato et al. (2009), ao compararem as populagdes de fungos e
leveduras encontradas em silagem de gramineas. Penteado et al. (2007) encontraram
em silagem de capim-mombaca inoculado com L. plantarum populacdes de fungo e
leveduras de 5,3 log UFC g™ na planta, que se manteveram até os 28 dias de
fermentacéo (3,3 log UFC g%).
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4. Concluséao

As silagens avaliadas podem ser consideradas de boa qualidade, com base nas
caracteristicas avaliadas.

A populacdo autdctone de BAL foi suficiente para suportar rapida reducdo do
pH e estabilizacdo da massa ensilada comprometendo, assim, a acdo dos inoculantes

microbianos.
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Anexo 1 — Capim (1-Mombaca; 2- Braquiéria), Dose (0,30,60,90 kg N ha™),
repeticdo (Rep), matéria seca (MS), proteina bruta (PB), carboidratos
soliveis (CHO), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente acido (FDA), perdas por efluente (Efluente), perdas por
gases (gases), amonia (N-NH3), pH por mini silo (Capitulo 1)

Capim Dose Rep MS PB CHO FDN FDA Efluente gases N-NH; pH

1 0 1 21,40 514 0,80 68,94 38,26 19,61 4,65 8,05 4,78
1 0 2 21,77 4,46 1,32 70,23 38,24 19,83 431 10,77 4,81
1 0 3 22,03 518 1,35 64,86 33,80 11,08 4,88 10,69 4,80
1 0 4 20,52 4,81 1,12 68,84 37,83 12,27 4,73 10,40 4,70
1 30 1 21,87 5,07 1,17 69,95 36,12 21,51 3,67 9,55 4,88
1 30 2 21,65 513 1,00 69,24 35,93 18,50 3,34 10,39 4,75
1 30 3 2190 4,98 1,57 71,20 37,22 19,54 421 13,16 4,94
1 30 4 21,65 594 1,53 69,97 36,87 18,82 0,85 10,74 4,88
1 60 1 18,90 6,15 1,58 72,83 41,20 80,35 462 10,98 5,00
1 60 2 18,58 6,25 1,99 73,70 42,68 77,09 493 22,01 4,86
1 60 3 18,13 5,97 1,62 72,13 41,39 75,58 566 30,56 4,87
1 60 4 18,29 6,23 221 73,60 42,71 80,52 3,85 19,45 5,04
1 90 1 18,80 6,38 1,33 70,73 39,13 47,01 3,86 18,52 5,05
1 90 2 19,63 5,77 1,07 73,55 41,23 43,89 3,87 14,88 4,94
1 90 3 18,77 6,04 1,40 72,68 4151 44,78 3,57 16,44 5,01
1 90 4 18,73 5,99 1,28 69,99 39,31 3571 13,73 17,03 4,92
2 0 1 22,02 518 1,75 68,82 36,21 15,56 3,24 12,60 4,72
2 0 2 21,89 514 1,47 70,87 37,74 1491 329 13,25 4,66
2 0 3 21,81 511 184 69,24 36,35 16,22 2,68 10,67 4,43
2 0 4 2241 523 1,70 71,04 38,62 1598 2,64 10,77 4,51
2 30 1 21,36 513 1,59 69,84 36,94 5,61 442 1112 4,37
2 30 2 22,66 456 1,83 68,46 38,01 15,92 352 11,12 4,42
2 30 3 22,97 4,65 1,93 70,28 36,79 13,63 322 11,32 4,46
2 30 4 21,22 480 1,66 71,41 38,67 18,66 2,60 9,92 4,28
2 60 1 21,11 5,38 1,03 69,11 37,51 16,36 2,84 11,68 4,57
2 60 2 21,27 491 0,98 69,06 37,03 17,00 3,71 12,43 4,40
2 60 3 21,18 459 0,94 68,88 36,70 16,10 3,26 14,47 5,10
2 60 4 20,20 4,52 0,99 70,31 38,17 13,70 4,63 10,64 4,41
2 90 1 1991 4,49 1,64 69,07 37,30 19,57 3,01 10,54 4,51
2 90 2 19,98 4,74 2,38 70,31 39,35 20,87 2,55 12,00 4,53
2 90 3 19,96 491 161 69,11 37,59 20,92 2,55 11,46 4,44
2 90 4 20,03 4,90 1,13 70,06 37,82 18,38 297 11,89 4,43
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Anexo 2- Doses de estilosantes (Sty), inoculante (1-sem; 2-com), repeticdo (rep),
cinza, proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente &cido (FDA), matéria seca (MS) por mini silo (capitulo 2)

Sty Inoc rep Cinza PB FDN FDA MS
0 1 1 6,23 7,25 70,47 40,20 21,13
0 1 2 6,59 7,68 69,62 40,24 21,56
0 1 3 6,46 9,81 70,78 40,08 21,88
0 1 4 6,47 6,80 71,98 41,95 21,75
0 2 1 6,75 7,34 70,85 41,15 21,53
0 2 2 7,47 7,32 70,99 42,31 21,69
0 2 3 6,88 7,13 72,26 41,48 21,10
0 2 4 6,16 7,67 69,39 38,73 21,72
10 1 1 7,08 7,62 68,83 41,58 21,58
10 1 2 7,54 6,37 70,37 42,20 21,74
10 1 3 7,16 7,14 71,73 43,56 21,22
10 1 4 7,55 7,66 70,12 42,11 21,50
10 2 1 7,15 7,97 70,02 41,65 21,86
10 2 2 7,50 8,41 69,26 41,18 22,10
10 2 3 7,53 7,82 70,71 41,02 21,71
10 2 4 7,90 7,85 68,06 39,92 21,87
20 1 1 6,50 8,73 63,90 40,03 22,24
20 1 2 6,86 7,84 68,27 41,11 21,83
20 1 3 7,53 8,28 66,31 40,22 21,62
20 1 4 7,59 8,39 65,55 40,02 22,09
20 2 1 7,74 8,35 65,67 38,37 22,41
20 2 2 7,52 8,26 66,94 40,30 22,41
20 2 3 7,88 8,84 70,14 42,00 22,29
20 2 4 7,84 8,31 68,92 42,99 22,53
30 1 1 7,68 9,47 62,97 39,75 23,77
30 1 2 7,94 9,28 60,47 39,72 23,40
30 1 3 7,61 10,07 61,64 38,66 23,26
30 1 4 7,63 8,46 64,52 39,78 23,43
30 2 1 7,03 9,61 63,70 42,47 23,12
30 2 2 7,98 8,94 64,98 38,86 22,81
30 2 3 6,86 9,16 60,31 38,59 22,72
30 2 4 7,69 8,65 64,84 38,50 23,16
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Anexo 3- Doses de estilosantes (Sty), inoculante (1-sem; 2-com), repeticéo (rep),
recuperacdo de matéria seca (RMS), perdas por efluente (PE), perdas por
gases (PG), populacdo de bactéria do acido latico (BAL), populacdo de
fungos e leveduras (FUNGO), ambnia (Amonia), pH por mini silo (cap. 2)

Sty Inoc Rep RMS PE PG BAL FUNGO Amonia pH
0 1 1 93,00 23,14 194 7,58 3,78 8,05 4,20
0 1 2 9435 2515 231 7,18 3,95 13,44 391
0 1 3 94,70 27,24 313 7,34 3,85 10,05 3,94
0 1 4 92,25 2782 845 7,56 2,71 17,50 4,24
0 2 1 9321 2594 394 7171 2,18 15,20 4,00
0 2 2 9387 26551 460 7,65 1,85 15,62 4,00
0 2 3 90,25 3387 403 7,92 2,11 17,15 4,20
0 2 4 9391 3223 184 7,72 2,00 14,43 4,02
10 1 1 97,34 21,15 240 7,79 2,11 14,40 4,04
10 1 2 97,06 2402 239 7,38 4,18 17,24 4,02
10 1 3 9398 19,73 3,02 7,62 2,15 1592 4,15
10 1 4 97,02 1887 3,13 7,53 2,18 13,39 4,00
10 2 1 98,53 4,72 250 7,56 2,11 1432 4,33
10 2 2 9756 2054 251 7,61 2,38 11,23 4,03
10 2 3 97,42 6,15 428 7,73 2,26 12,72 4,29
10 2 4 9,44 2080 3,18 7,72 2,43 14,58 4,29
20 1 1 96,36 1595 2,47 745 2,20 12,40 3,99
20 1 2 94,67 7,75 1,80 7,86 2,26 13,72 4,06
20 1 3 95,54 7,73 239 781 4,28 13,77 4,22
20 1 4 9546 1835 236 814 4,11 11,66 4,19
20 2 1 97,41 1431 246 7,85 2,26 11,53 4,08
20 2 2 96,91 1520 196 7,93 4,32 13,51 4,19
20 2 3 96,02 1413 425 8,03 4,18 12,69 4,29
20 2 4 97,70 1383 1,12 7,79 2,32 12,03 4,08
30 1 1 98,37 10,75 225 8,14 4,11 10,70 4,00
30 1 2 97,75 1158 265 7,84 2,30 9,45 3,85
30 1 3 96,69 1136 1,79 7,91 2,49 9,53 3,86
30 1 4 96,90 9,72 357 7,96 4,32 10,87 3,89
30 2 1 9586 13,35 2,72 8,06 4,43 10,77 3,96
30 2 2 9361 1431 292 7,90 4,40 11,02 4,03
30 2 3 9489 1413 230 8,12 4,45 10,24 3,82
30 2 4 96,24 1452 237 7,97 4,30 11,92 4,09
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Anexo 4 — Inoculante (1-controle; 2-Sil All C4; 3-M17), repeticdo (rep), tempo de
fermentacdo (tempo), pH, amonia (amonia), populacdo de bactéria do
acido latico (bal), populacdo de fungo e levedura (fungo) por bag

(Capitulo 3)

Inoc Rep tempo pH amonia bal fungo
1 1 1 4,26 4,04 8,73 4,08
1 2 1 4,30 4,04 8,72 4,08
1 3 1 4,27 4,55 8,75 4,04
2 1 1 4,21 4,42 8,72 3,90
2 2 1 4,21 4,42 7,79 3,85
2 3 1 4,22 4,42 8,82 3,78
3 1 1 4,32 4,15 8,73 3,60
3 2 1 4,38 4,67 8,75 3,60
3 3 1 4,40 4,41 8,76 4,04
1 1 3 3,94 4,80 8,43 4,34
1 2 3 4,00 531 8,53 4,30
1 3 3 3,95 5,06 8,34 4,20
2 1 3 3,91 5,47 8,70 4,04
2 2 3 3,89 5,20 8,64 3,78
2 3 3 3,91 5,47 8,69 3,60
3 1 3 3,96 5,18 7,85 3,00
3 2 3 3,95 5,44 8,15 3,85
3 3 3 3,94 5,18 8,18 4,20
1 1 7 3,76 5,06 8,53 4,30
1 2 7 3,77 5,06 8,53 3,53
1 3 7 3,78 5,06 8,30 3,70
2 1 7 3,76 5,47 8,49 3,00
2 2 7 3,75 5,20 8,43 2,85
2 3 7 3,77 4,94 8,54 3,70
3 1 7 3,76 5,18 8,49 2,78
3 2 7 3,83 5,44 8,43 2,85
3 3 7 3,76 5,96 8,43 2,90
1 1 14 3,71 5,81 8,83 2,95
1 2 14 3,70 5,81 8,78 4,15
1 3 14 3,85 6,07 8,96 3,48
2 1 14 3,75 6,51 9,04 2,86
2 2 14 3,76 5,73 8,94 2,85
2 3 14 3,72 6,25 8,91 2,86
3 1 14 3,71 5,96 8,99 2,81
3 2 14 3,71 6,22 8,87 2,77
3 3 14 3,73 5,96 8,81 2,11

89



Anexo 4 — Inoculante (1-controle; 2-Sil All C4; 3-M17), repeticdo (rep), tempo de
fermentacdo (tempo), pH, aménia (amonia), populacdo de bactéria do &cido
latico (bal), populacdo de fungo e levedura (fungo) por bag (Capitulo 3)

oc Rep tempo pH amonia bal Fungo
1 1 28 3,92 5,56 7,83 3,95
1 2 28 3,69 6,32 7,91 3,20
1 3 28 3,72 6,57 7,72 2,85
2 1 28 3,91 6,77 8,13 3,08
2 2 28 3,84 7,03 8,08 4,08
2 3 28 3,89 5,99 8,17 3,15
3 1 28 3,70 6,48 7,94 2,85
3 2 28 3,67 6,48 8,05 3,00
3 3 28 3,74 7,52 8,09 2,85
1 1 56 3,98 5,79 8,98 3,67
1 2 56 3,90 6,58 8,68 4,54
1 3 56 4,06 6,84 8,68 5,00
2 1 56 4,00 7,04 8,86 2,85
2 2 56 4,34 7,31 9,24 2,85
2 3 56 4,29 6,23 8,65 3,15
3 1 56 4,06 6,75 8,88 4,00
3 2 56 3,93 6,75 8,89 3,23
3 3 56 3,94 7,82 8,79 2,95
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