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RESUMO

SANTOS, Vinicius da Silva, M.Sc, Universidade federal de Vicosa, fevereiro de 2019.

Perfil fermentativo e estabilidade aerébia de silagens de cana-de-aciicar inoculadas com
cepas autdctones de bactérias laticas heterofermentativas. Orientador: Odilon Gomes
Pereira. Coorientador (a): Karina Guimaries Ribeiro

Objetivou-se avaliar os efeitos da aplicacio de cepas selvagens de bactérias laticas
heterofermentativas sobre popula¢do microbiana, composi¢do quimica, perfil fermentativo e
estabilidade aerdbia apds 90 dias fermentacdo. Foram avaliados os seguintes tratamentos: T1:
Controle (sem inoculante), T2: Inoculante comercial LalSil Cana (Lactobacillus buchneri
NCIMB 40788; Lallemand); T3: Lactobacillus buchneri 50.4; T4: Leuconostoc 7.10; T5:
Leuconostoc 7.19; T6: Lactobacillus buchneri 50.4 + Leuconostoc 7.10, T7: Lactobacillus
buchneri 50.4 + Leuconostoc 7.19. As cepas utilizadas nos tratamentos T3 a T7, pertencem ao
banco de microrganismos do Laboratério de Microbiologia da Silagem do Departamento de
Zootecnia UFV. A taxa de inoculacfo utilizada foi de 1x10°° UFCg! de matéria natural. Apés
aplicacdo dos inoculantes, o material foi ensilado em baldes de 12 litros de capacidade. A
estabilidade aerdbia foi avaliada com o auxilio de data loggers inseridos no centro geométrico
de uma massa de 2kg de silagem armazenada em baldes e expostas ao ar por sete dias em
ambiente com temperatura controlada (25°C). As andlises de perfil fermentativo e populacdes
microbianas, foram realizadas em amostras colhidas ap6s 90 dias de fermentagdo e apds sete
dias de exposi¢do ao ar, sendo avaliadas a populacdes de bactérias laticas, fungos, leveduras e
enterobactérias, bem como o pH. Em todas as amostras foram realizadas avaliacdes dos teores
de matéria seca, proteina bruta, fibra em detergente neutro, carboidratos soliveis e amonia. Os
dados foram analisados em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com sete tratamentos
e quatro repeti¢des. Foi utilizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade na comparagdo das
médias. Houve efeito (P<0,05) de inoculantes sobre os teores de MS, FDNcp e FDA das
silagens. Por outro lado, ndo foi observado efeito (P>0,05) de inoculantes sobre os teores de
PB, CHOs, NIDA e MM. Para a MS, foi observado maior valor na silagem Leuc 1 comparada
a controle. Foi observado menor valor de FDNcp e FDA na silagem com Lb 50.4 + Leuc 1, em
relagcdo a controle. Foi observado menor pH (P<0,05) na silagem Leuc 2 em comparacio as
silagens controle, Lb 50.4, Lb 50.4 + Leuc 1. Foi observado menor (P<0,05) populacdo de BAL
na silagem Leuc 2 (5,86 UFC gsilagem™') comparada a silagem Leuc 1 e controle. Maiores
contagens de fungos (4,46 UFC gsilagem™) e leveduras (4,37 UFC gsilagem™) foram

observadas para as silagens controle comparada as silagens Lb 50.4 (exceto para fungos), Leuc
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1 e os combos. Nao houve efeito (P>0,05) de tratamentos sobre o teor de MS e o pH das silagens
apo6s 7 dias de exposi¢do ao ar. No entanto, foi observado efeito (P<0,05) de tratamentos sobre
as populagdes de leveduras e fungos. No entanto, foi observado efeito (P<0,05) de tratamentos
sobre a estabilidade aerdbia e o tempo até atingir a temperatura maxima. Foi observada maior
estabilidade aerdbia na silagem Lb 50.4 + Leuc 1 em relacdo as silagens controle e Leuc 1 e
Leuc 2. A silagem tratada com o combo Lb 50.4 + Leuc 1 também foi a que demandou maior
ndmero de horas para atingir a temperatura mdxima quando comparada Leuc 2. O Combo Lb
50.4 + Leuc 1, reduziu a populacio de fungos e leveduras e melhorou o processo fermentativo
da silagem de cana de agtcar ap6s 90 dias de fermentacdo, e proporcionou maior estabilidade,
podendo ser considerado como potencial

inoculante para ensilagem desta cultura.

Palavras chaves: 4cido latico, carboidratos soliveis, isolados, leveduras, etanol



ABSTRACT

SANTOS, Vinicius da Silva, M.Sc, Universidade federal de Vigosa, february, 2019.
Profile fermentative and aerobic stability of sugarcane silages inoculated with wild strains
of heterofermentative lactic acid bacteria Adviser: Odilon Gomes Pereira. Co-Advisers:
Karina Guimaries Ribeiro.

The objective was to evaluate the species of wild strains of heterofermentative lactic species
such as microbial, chemical composition, fermentative profile and aerobic stability after 90
days of fermentation. The following treatments were considered: T1: Control (without
inoculant), T2: Commercial inoculant LalSil Cana (Lactobacillus buchneri NCIMB 40788;
Lallemand), T3: Lactobacillus buchneri 50.4, T4: Leuconostoc 7.10, T5: Leuconostoc 7.19, T6:
Lactobacillus buchneri 50.4 + Leuconostoc 7.10, T7: Lactobacillus buchneri 50.4 +
Leuconostoc 7.19. As strains used in treatments T3 to T7, belonging to the microorganism bank
of the Laboratory of Microbiology of Silage of the Department of Animal Science of the UFV.
Inoculation rate used was 1x10°® UFC / g forage. After application of the inoculants, the
material was ensiled in buckets of 12 liters capacity. The aerobic stability was evaluated with
the aid of data loggers inserted in the geometric center of a mass of 2 kg of silage stored in pails
and exposed to air at room temperature (25°C). Fermentation and expansion microcatchers were
evaluated in samples harvested after 90 days of fermentation and after seven days of exposure
to air, being evaluated by a set of variable phases, fungi, yeasts and enterobacteria, as well as
pH. The dry matter, crude protein, neutral detergent fiber, soluble carbohydrate and ammonia
contents were evaluated in all samples. Data were excluded in a completely randomized design,
with seven treatments and four replications. The Tukey test was used at 5% of one possibility
in the media. There was an effect (P <0.05) of inoculants on the contents of DM, NDF and ADF
of the silages. On the other hand, no effect (P> 0.05) of inoculants was observed on the levels
of CP, WSC, NIDA and MM. For DM, higher values were observed in Leuc 1 silage compared
to control. It was observed lower value of NDF and ADF in the silage Lb 50.4 + Leuc 1, in
relation to the control. Leuc 2 silage was observed lower in the Leuc 2 silage compared to the
control silages, Lb 50.4, Lb 50.4 + Leuc 1. A lower (P <0.05) BAL population was observed in
Leuc 2 silage (5, 86 UFCg silage-1) compared to Leuc 1 silage and control. Higher counts of
fungi (moulds) (4.46 CFU silage-1) and yeasts (4.37 CFU silage-1) were observed for the
control silages compared to silages Lb 50.4 (except for fungi), Leuc 1 and combos. There was
no effect (P> 0.05) of treatments on the DM content and the pH of the silages after 7 days of
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exposure to air. However, treatments (P <0.05) on yeast and fungal populations were observed.
However, treatments (P <0.05) on aerobic stability and time to peak temperature were observed.
Greater aerobic stability was observed in the silage Lb 50.4 + Leuc 1 in relation to the control
and Leuc 1 and Leuc 2 silages. The silage treated with the combo Lb 50.4 + Leuc 1 was also
the one that demanded the greatest number of hours to reach the maximum temperature when
Compared to Leuc 2, the Combo Lb 50.4 + Leuc 1 provided a reduction in the fungi and yeast
populations and, after 90 days of fermentation, promoted better aerobic stability, presenting

improvements in the fermentation process of sugarcane silage.

Keywords: ethanol, insolates, lactic acid, soluble carbohydrates, yeast
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INTRODUCAO

Dentre as forrageiras mais utilizadas no processo de conservacdo na forma de silagem
destacam-se gramineas como o milho, sorgo e cana-de-actcar. O interesse da ensilagem de
cana-de-actcar, pelos produtores deve-se principalmente a sua elevada produtividade, com
producdes de 80-120t de matéria verde por ano (Nussio et al., 2003)

A cana-de-actcar € tradicionalmente utilizada na forma in natura desintegrada, sendo
fornecida diariamente para os animais, no periodo de escassez de alimentos. Porém, em escala
de alta producdo, a logistica operacional com colheita didria torna-se grande entrave para o
setor, devido a necessidade de mao-de-obra didria para a realizagdo de cortes, picagem e
transporte. Assim, a possibilidade de conservagdo deste material na forma de silagem,
permitiria uma melhor logistica para a utilizagdo, além de oferecer flexibilidade quanto ao
periodo de utilizacdo da mesma (Reis et al., 2013).

Além dos fatores supracitados que justifiquem a utilizacdo da cana em variados
sistemas de producdo, outros fatores que sdo considerados importantes para producio de
silagens de boa qualidade, podem ser observados na cana de agucar, como por exemplo, o teor
adequado de matéria seca (MS) (préximo a 30%), carboidratos soliveis (superior a 23%) e
populagiio de bactérias ldticas (>1x10° UFC/g de forragem) que garantem o rapido declinio do
pH a valores préximos de 4,0 até dois dias de fermentacdo (Pedroso et al 2005).

Entretanto, apesar da cana-de-acucar apresentar algumas condi¢Oes favoraveis a
utilizacdo como forragem, podendo também ser ensilada, o seu alto teor de carboidratos
soliiveis em 4gua e a elevada populagio de leveduras epifiticas (em torno de 1x10° UFC/g de
forragem), levam a fermentagdo alcodlica e perdas no seu valor nutritivo, com aumento nos
teores de componentes fibrosos nas silagens, perdas essas que podem ser superiores a 60% no
processo de ensilagem (Daniel, et al., 2015)

De acordo com Woolford (1990), quando a contagem de leveduras aumenta para mais
de 5,00 log UFCg™!, a silagem torna-se propensa a deterioraco aerébia, principalmente quando
as espécies de leveduras que usam lactato estdo em maior niimero. Estas leveduras possuem a
capacidade de metabolizar o dcido latico, que € o principal dcido e de maior quantidade presente
no meio além de outros substratos remanescentes da fermentagdo. Este fato estd associado ao
aumento do pH da silagem, pela reducdo da concentracdo de 4cidos no meio (Borreani;

Tabacco, 2010).



Devido as perdas decorrentes do processo fermentativo e apds abertura da silagem, os
inoculantes microbianos tornaram-se os principais aditivos utilizados na silagem, tendo a sua
utilizacdo sido difundida na maior parte do mundo. Os inoculantes contendo BAL segundo Reis
et al. (2017) sdo classificados em trés grupos de acordo com o metabolismo de carboidratos:
homofermentativo obrigatério, heterofermentativo obrigatério e heterofermentativo
facultativo. O primeiro grupo metaboliza hexoses pela via da glicélise, produzindo apenas acido
lactico. O segundo grupo metaboliza hexoses e pentoses pela via da fosfocetolase e forma
lactato e etanol ou acetato. O terceiro grupo metaboliza hexoses via glicélise e pentoses através
da via da fosfocetolase.

Com relacdo aos aditivos microbianos, sdao utilizadas cepas de bactérias laticas
objetivando favorecer a fermentacdo latica no inicio ou pensando em otimizar a conservacao
desse material apds abertura. Destas cepas podemos destacar dois grupos principais, as
homofermentativas e as heterofermentativas. Este ultimo, apesar de apresentar menor
recuperagdo de MS quando comparado ao primeiro, devido produzir além do 4cido ldtico
também o acido acético, pode se constituir em potencial inibidor de fermentagdes indesejdveis
na fase de exposicdo ao ar. (McDonald et al., 1991)

De acordo com Warth, (1977) ocorre uma perda na eficiéncia celular de leveduras na
presenca de dcidos inibidores como o acético e propidnico, devido a necessidade de excrecao
desses 4cidos apds serem assimilados para o interior da membrana plasmatica. Este
comportamento também foi observado por Moon et al., (1983) que estudando o efeito da
concentracdo do &dcido acético, latico propidnico e suas misturas, sobre o crescimento de
leveduras dcido tolerantes observou reducdo na taxa de crescimento em fun¢do da utilizacdo do
acido acético. Além do 4cido acético, outros 4dcidos e/ou metabdlitos também podem atuar de
forma similar inibindo atuacdo de leveduras, como o dcido propidnico considerado mais forte
que o acético na inibi¢cdo desses microrganismos (Freese et al.,1973)

A adicdo de diferentes cepas de microrganismos pode ter um foco especifico na
estabilidade aerdébia, como o caso do Lactobacillus buchneri que apresenta uma rota metabdlica
para degradar o dcido latico em condi¢des dcidas e anaerdbias, onde aproximadamente 1 mol
de acido latico pode ser convertido a dcido acético, 1,2propanodiol e tracos de etanol (Oude
Elferink et al., 2001). Tal fato foi observado por Nishino et al., (2003) que avaliando a adi¢ao
de Lactobacillus buchneri em silagens de milho, observaram presenca de 1,2 propanodiol
apenas nas silagens inoculadas, bem como maiores concentracdes de acido acético aos 60 e 120

dias de fermentacao para as silagens inoculadas em relag@o a controle.



O processo de conservacdo na forma de silagem é um ambiente complexo onde
diferentes grupos microbianos atuam, de forma simultanea ou ndo, e os diferentes produtos
formados podem apresentar efeito inibitério ou benéfico para utilizacdo de outros grupos
microbianos. Muck, (2018) em sua revisao relata a importancia da utilizacdo de combos de
inoculantes microbianos que atuam em diferentes etapas do processo fermentativo,
proporcionando melhorias inclusive na estabilidade aerdbia.

De acordo com Adesogan et al. (2003) Leuconostoc spp. sd0 microrganismos
importantes na fase inicial de fermentag¢do, sendo consideravelmente menos acidoéfilos que
outros microrganismos como por exemplo o L buchneri que atua principalmente na fase
anaerdbia terminal do processo fermentativo, tolerando um pH mais dcido. Portanto, a interagdao
entre microrganismos atuando em diferentes etapas do processo pode auxiliar no processo de
conservagao, inibindo possiveis fermentacdes indesejaveis.

Kang et al. (2009) avaliaram a combinacdo de inoculantes contendo Lactobacillus
buchneri e Lactobacillus casei observaram melhoria na estabilidade aerébia para uma das
cultivares de milho avaliadas. Segundo Muck (2008) as falhas na utilizagdo de combos de
inoculantes a base de Lactobacillus buchneri podem ser atribuidas a aplicacdo de cepas de
atividade similar a populagdo natural existente na forragem ou falhas em dominar os estigios
posteriores da fermentagdo. A aplicacdo de cepas isoladas da prépria cultura pode ser uma
forma de se obter sucesso, devido reduzir os efeitos restritivos da populacdo de bactérias ao
inoculante.

Desta forma, estudos tém sido realizados na busca por aditivos que inibam a
fermentacdo alcodlica e reduzam as perdas durante o periodo de ensilagem, com destaque para
os aditivos microbioldgicos. Alguns estudos tém relatado resultados positivos com cepas
isoladas em ambiente tropical, indicando especificidade entre ambiente e cultura (Carvalho et
al., 2014; Avila et al., 2014). Avila et al., (2009) isolaram cepas de Lactobacillus. buchneri em
cana-de-actcar e verificaram que a adicdo da cepa Lactobacillus buchneri UFLA SIL 72
reduziu a populacdo de fungos e a concentracdo de etanol nas silagens.

Silva et al, (2017), Daniel et al., (2015) e Pedroso et al. (2008) em estudos com silagens
de cana-de-acgucar, observaram menor populacio de leveduras e reducdo em torno de 50% na
producdo de etanol para as silagens tratadas com L. buchneri.

Carvalho et al., (2014) avaliaram a estabilidade aerébia da cana-de-acticar inoculada
com sete cepas de L. plantarum e duas cepas de L. hilgardii isoladas de silagem de cana-de-

acucar. As cepas de L. hilgardii UFLA SIL51 e UFLA SIL52 estavam mais relacionadas a



estabilidade aerébia do que as outras cepas de L. brevis (heterofermentativas obrigatérias) e
produziram maiores concentragdes de 1,2-propanodiol e dcido acético. As silagens tratadas com
as cepas de L. plantarum UFLA SILA1, L. brevis UFLA SIL33, UFLA SIL25 e UFLA SIL27,
e L. hilgardii UFLA SIL51 e UFLA SIL52 apresentaram populacdes de leveduras inferiores a
5 log UFCg™! na abertura dos silos, e apds a exposi¢io aerdbia as silagens diferiram em relacdo
a reducdo da populacdo de leveduras e aumento da temperatura, sendo as cepas de L. hilgardii
as que apresentaram as melhores estabilidades aerdbia, fato relacionado pelos autores aos
maiores teores de acido acético e 1,2-propanodiol.

A maior parte dos estudos realizados com combinagdes de inoculantes, envolvem cepas
de inoculantes de outras culturas, a utilizacdo de cepas heterofermentativas isoladas da propria
cana-de-acticar em combinagdo ao Lactobacillus buchneri pode além de auxiliar no aumento
da concentracdo de potenciais dcidos inibidores, minimizar os efeitos de competicdo com a
microbiota autdctone na silagem.

Com base nessas informacdes, a hipdtese do presente trabalho é de que cepas de
bactérias heterofermentativas isoladas de silagens produzidas em condigdes tropicais,
favorecem a estabilidade aerdbia de silagens de cana-de-agucar. Portanto, objetivou-se avaliar
o efeito da aplicacdo de cepas selvagens de bactérias laticas heterofermentativas sobre as
populacdes microbianas, composi¢ao quimica, perfil fermentativo, recuperacao de matéria seca

e estabilidade aerdbia de silagens de cana-de-agucar.



MATERIAL E METODOS

2.1 Local e Delineamento Experimental

O experimento foi realizado no Departamento de Zootecnia (DZO) da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), no municipio de Vicosa-MG, situada a 20° e 45°de latitude sul, 42°
e 52’ de longitude oeste e 648 m de altitude.

A ensilagem foi realizada nas dependéncias da unidade de ensino pesquisa e extensiao
em gado de corte e as andlises foram realizadas no laboratério de forragicultura e laboratério
de nutricdo animal da UFV.

O delineamento foi inteiramente casualizado, com sete tratamentos (inoculantes) e
quatro repeticoes. Os inoculantes avaliados foram: Leuconostoc mesenteroides 7.10tl e
Leuconostoc mesenteroides 7.19t3, Lactobacillus buchneri (Lb) 50.4 e o inoculante comercial
LalSil Cana (Lactobacillus buchneri NCIMB 40788; Lallemand, Goids). Os isolados 7.10tl e
7.19t3 foram isolados de silagens de cana e o Lb 50.4 de silagem de sorgo em estudos prévios,
e, todos pertencem ao banco de microrganismos do Laboratdrio de Microbiologia da Silagem
do DZO, UFV. Os tratamentos foram: Tratamento 1 - Controle (sem inoculante); Tratamento 2
- inoculante comercial LalSil Cana; Tratamento 3 - Lb 50.4 - (Lactobacillus buchneri 50.4);
Tratamento 4 - Leuc 1 (Leuconostoc mesenteroides 7.10tl); Tratamento 5 - Leuc 2 -
(Leuconostoc mesenteroides 7.19t3); Tratamento 6 — Combo 1 (Lb 50.4 + Leuc 1); Tratamento

7 — Combo 2 (Lb 50.4 + Leuc 2)

2.2 Preparo dos inoculantes

O preparo dos inoculantes a principio foi composto pela realizacdo de duas ativacdes
prévias antes do cultivo final, os microrganismos utilizados foram provenientes do banco de
dados do laboratério de microbiologia da silagem - UFV foram retirados do estoque do
ultrafreezer (-80°C), cuidadosamente descongelados na presenca de gelo, e ativados
inicialmente em 3ml de caldo MRS broth esterilizado (121°C 15 minutos) por 24 horas e,
posteriormente, foram cultivados em uma maior quantidade de caldo MRS a uma curva de
crescimento de 16 horas, afim de se obter quantidade suficiente para extracao de 1% do in6culo
para cultivo final. A determina¢do da quantidade de caldo utilizada no cultivo final, foi baseada
no plaqueamento prévio do indéculo apds a segunda ativag@o, considerando dessa forma o
numero de células presente ap0s a curva de crescimento de 16 horas. Ap6s a ativacdo final, o

total do in6culo foi acondicionado em tubos de falcon e centrifugados por 6000g x 10min, sendo



o sobrenadante descartado e as células ressuspensas em 70ml de &4gua destilada.

e calculados para atingir o niimero de células desejado de 1,0 x 10® UFCg™! de matéria natural.

2.3 Ensilagem

A cana-de-agucar foi colhida manualmente com idade de 12 meses e picada em um
tamanho médio de particula de 2 cm usando uma maquina colhedora de forragem JF-92 Z10
(JF Maquindrio da agricultura, SP, Brasil) devidamente regulada. Apds a picagem foram
formadas 28 pilhas de 10 kg do material para aplicacdo imediata dos inoculantes a uma taxa de
1,0 x 10°® unidades formadores de coldnias (UFC) por g de forragem fresca.

Os inoculantes foram diluidos em 70 ml de dgua destilada, utilizando-se um aspersor de
500 ml de capacidade para aplicacdo. Para o tratamento controle foi aplicado a mesma
quantidade de dgua usada nos tratamentos com inoculante.

O material foi ensilado em 28 baldes com capacidade de 12 litros com uma densidade
média de 650kg/dm?. Os pesos dos baldes foram registrados para ajuste da densidade.

AvaliacOes foram realizadas no periodo de abertura apos 90 dias de ensilagem e apds

sete dias de exposi¢do do material ao ar para avaliagdo da estabilidade aerdbia.

2.4 Amostragem do material

Foram retiradas amostras de cada pilha para caracterizacio do material antes da
ensilagem e apds 90 dias na abertura dos silos experimentais. Parte do material foi destinado a
realizacdo da pré-secagem, em estufa de ventilacdo forcada a 55°C por 72 horas. Apds a
secagem, as amostras foram moidas em moinho tipo Wiley com peneira de malha 1 mm para
avaliagdo da composi¢do quimica e determinacdo de MS segundo Detmann et al. (2012).

Para a preparacio do extrato aquoso, foram pesadas 25¢g as quais foram adicionadas 225
ml de solucdo estéril (Ring Solution®, Oxoid, England, Hampshire), sendo processado e
homogeneizado com auxilio de um liquidificador industrial, por 1 minuto, e, posteriormente,
filtrado em gaze. Este extrato foi dividido em duas por¢des, a primeira, utilizada para as analises
microbioldgicas e para avaliagdes da concentracdo de &4cidos organicos (latico, acético,
propiodnico, butirico, além da concentracdo de etanol e 1,2 propanodiol), pH e amonia.

Na abertura dos baldes apds 90 dias de fermentagao, foi efetuada a pesagem dos baldes,
e a homogeneizacdo material, em seguida foi retirada uma amostra de 0,25kg de cada balde

para pré secagem, € uma subamostra de 25 gramas de diferentes locais foram retiradas para



preparo do extrato aquoso como descrito anteriormente. Outra amostra (0,25 kg) foi retirada
para congelamento (-20°C) e foram coletadas amostras de cada balde (2,0 kg) para avaliacdo

da estabilidade aerdbia durante o periodo de sete dias.

2.5 Quantificag¢ao das popula¢des microbianas

A partir do extrato aquoso foram realizadas uma serie de dilui¢des de 10 'até 10 tubos
de falcon estéril. As contagens de microrganismos foram desenvolvidas em unicata de cada
repeticdo, constando assim 4 médias por tratamento, usando plaqueamento em Pour Plate em
meio de cultura MRS édgar (De Man, Rogosa and Sharpe Oxoid CM361, Oxoid Ltd.) para
bactéria acido latica (48h de incubagdo a 37° C), BDA (Batata Dextrose Agar® com 1,5% de
acido tartarico 10% (pH 3,5%) para leveduras e fungos (120h de incubacgdo a 24°C). As
diluicdes foram ajustadas de acordo com as observacdes de aberturas anteriores e tendéncia de
contagem para cada microrganismo. A contagem foi realizada nas placas considerando entre 25
e 250 unidades formadoras de colOnia.

ApO6s pesagem dos baldes, o material foi homogeneizado em sacos plésticos, em seguida
uma amostra (0,25 kg) foi retirada de cada balde para pré secagem, e uma subamostra de 25
gramas de diferentes locais foram retiradas para andlise microbioldgica, como descrito
anteriormente. Outra amostra (0,25 kg) foi retirada para congelamento (-20°C) e, apenas 2 kg
do material homogeneizado voltou para o balde para determinacdo da estabilidade aerdbia do

material.

2.6 Avaliagdo da silagem

Apo6s a abertura dos silos, foram avaliados: composi¢dao quimica, perfil fermentativo,
contagens de microrganismos (fungos, leveduras, bactérias laticas e enterobactérias). Aos 90
dias de fermentacdo foi realizado avaliacdo de estabilidade aerdbia de modo que a silagem apods
aberta foi alocada em sacos plasticos, homogeneizadas e foi pesado 2 kg de material das
repeticoes de cada tratamento e retornado ao balde para monitoramento da temperatura em
ambiente controlado com temperatura fixa de 25°C. A temperatura dos silos foi monitorada
utilizando data loggers com capacidade para verificagdo de mudangas de temperatura de até
0,5°C, a temperatura foi mensurada automaticamente a cada 10 minutos durante 7 dias de
avaliacdo. Como parametro para perda de estabilidade aerdbia foi considerado o parametro

minimo de 2°C em cada silo superior a temperatura ambiente. Também foram utilizados dois



data loggers para medi¢do da temperatura ambiente. Foram determinados os teores de matéria
seca, acidos organicos e carboidratos soliveis.

Os teores de matéria seca (MS) foram determinados pelo método 934,01 como descrito
pela AOAC (1990). Enquanto que os teores de proteina bruta (PB), nitrogénio amoniacal N-
NH3) e fibra indigestivel em detergente neutro corrigida para cinza e proteina (FDN¢p) foram

realizados conforme método descrito por Detmann et al., (2012).

2.7 Perfil fermentativo

A partir do extrato aquoso, foram tomadas amostras de 20 ml e transferidas para tubos
de vidro adicionadas de trés gotas de 4cido sulfurico 1:1 e congeladas a -20°C para andlises de
acidos organicos, nitrogénio amoniacal (N-NH3) e carboidratos soluveis.

Os acidos organicos foram determinados utilizando-se um cromatégrafo liquido de alta
performance (HPLC; SPD-10 AVP, Shimadzu,OR, USA) conforme Siegrifield et al., (1984), a
concentracdo de nitrogénio amoniacal foi avaliada segundo a metodologia de Chaney e
Marbach (1962) descrita por Detmann (2012) e a concentracdo de carboidratos soluveis foi
determinada utilizando um espectrofotdmetro de acordo com a metodologia descrita por Nelson

(1944).

2.8 Estabilidade aerdbia

Amostras de 2 kg do material foram retiradas apds homogeneizagao das silagens dos
respectivos tratamentos e colocados no mesmo balde. As temperaturas dos silos foram obtidas
com o auxilio de data loggers que foram colocados no interior, centro geométrico da massa de
cada um dos baldes de seus respectivos tratamentos e dois baldes vazios para registro da
temperatura ambiente, sendo mantidos por sete dias em sala de ambiente controlado (25°C). A
estabilidade aerébia foi definida como o periodo (h) em que a silagem permaneceu estavel antes

de atingir ou ultrapassar 2°C em relacdo a temperatura ambiente.

2.9 Andlises estatisticas
Os dados referentes a pH, nitrogénio amoniacal, popula¢des microbianas, estabilidade

aerdbia e composicao quimica das silagens apos 90 dias de fermentacdo e estabilidade foram



analisados por intermédio do procedimento MIXED do SAS (versdo 9.1). Os dados foram
analisados segundo um delineamento inteiramente casualizado com sete tratamentos e quatro
repeti¢des. Os resultados referentes a contagem dos microrganismos foram convertidos para a
base logaritmica (logioUFC). Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e as médias
foram comparadas por meio do teste de Tukey-Kramer pelo LSMEANS statement (o = 0,05).
Todos os procedimentos estatisticos foram conduzidos utilizando 0,05 como nivel critico de

probabilidade para o erro tipo L.



RESULTADOS

3.1 Caracterizagao dos isolados, composi¢do quimica e populacdo microbianas dos

tratamentos antes da ensilagem

A caracterizagdo dos isolados de silagens de cana-de-aguicar utilizados no experimento

podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizacdo dos isolados de silagens de cana-de-agicar quanto ao pH, producio de
acidos organicos e etanol (mmol/l).

Itens!
Estirpe AA AL AP Etanol pH/48h
Leuconostoc mesenteroides 7.19t3 20,563 0,463 0,864 1,053 391
Leuconostoc mesenteroides subsp dextranicum 7.10T1 20,132 0,229 0,276 - 3,88

'AA = Acido acético; AL = Acido ldtico; AP = Acido Propidnico

A composi¢do quimica da cana-de-acucar nos diferentes tratamentos antes da

ensilagem € mostrada na Tabela 2.

Tabela 2 - Composi¢do quimica (g kg™" e populagdo microbiana (log UFCg') da cana-de-agucar.

Tratamentos'
Itens Controle LalSil Lb504 Leucl Leuc2 Lb504+Leucl Lb50.4+ Leuc?2
cana

MS 215,0 2112 2127 212,9  208,8 206,3 206,4
PB 32,9 25,59 26,03 24,42 34,64 33,35 27,58
CHOs 450,4 4145 4080 3706 4018 433,6 4253
FDNcp 555,2 538,1 567,3 511,2  556,3 520,9 569,1
FDA 3329 300,7  310,7 284,2 3228 302,00 301,6

NIDA%N 216,14 225,99 252,55 210,70 182,26 159,35 273,44
MM 45,8 45,8 48,8 454 427 51,5 49,4
pH 5,75 5,75 591 5,9 5,88 5,9 5,84
ENT 6,12 6,13 622 532 526 533 5,52
BAL 5,40 6,15 7,22 7,00 7,27 7,07 7,09
FUN 4,60 4,66 4,63 4,96 4,88 5,06 5,03
LEV 5,53 5,75 5,63 5,35 5,46 5,63 5,59

'MS = Matéria seca; PB = Protefna bruta; NIDA = Nitrogénio insolivel em detergente dcido; FDNcp = Fibra
insolivel em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina; FDA= Fibra insolivel em detergente 4dcido;
CHOs = carboidratos soliiveis; MM = Matéria mineral; ENT = populagio de enterobactérias UFCg! BAL =
populacdo de bactérias laticas UFCg™'; FUN = populacdo de fungos UFCg™'; LEV = populagio de leveduras
UFCg'.
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3.2 Composi¢ao quimica e populagcdes microbianas de silagens de cana de agicar apds 90 dias

de ensilagem.

Houve efeito (P<0,05) de inoculantes sobre os teores de MS, FDNcp e FDA das
silagens. Por outro lado, ndo foi observado efeito (P>0,05) de inoculantes sobre os teores de
PB, CHOs, NIDA e MM (Tabela 3). Para a MS, foi observado maior valor na silagem Leuc 1
em relacdo a controle. Foi observado menor valor de FDNcp e FDA na silagem Lb 50.4 + Leuc

1, comparada a controle.

Tabela 3 - Composi¢do quimica (gkg') de silagens de cana-de-agucar tratadas com cepas selvagens de
bactérias laticas.

Tratamentos
Itens' Controle Lalsil Lb504 Leucl Leuc?2 Lb Lb EPM  P-valor
Cana 50.4+ 50.4+
Leucl Leuc?2
MS 186,1b 196,6ab  211,6ab 226,1a 200,8ab 217,3ab 212ab 0,809 0,0366
PB 39,2 34,5 35,5 38,2 37,9 37,2 38,3 0,2 0,6562
CHOs 33,1 26,97 26,17 23,92 10,65 22,35 24772 0,479 0,8171

FDNcp 631,2a  597,9ab  607,2ab 589,9ab 585,8ab 580,3b 606,9ab 1,044  0,0501
FDA 373,9a  348,55ab 358,35ab 344,2ab 346,6ab 330,72b 349,2ab 0,744  0,0218
NIDA%N 10,75 11,28 15,93 10,55 10,22 11,55 12,76 ~ 1,534 0,1818
MM 57,3 51,95 50,75 50,2 48,22 50,2 50,95 0,318 0,5792

Meédias seguidas por letras diferentes diferem entre si pela Diferenca de minimos quadrados predita ao nivel de
5% de probabilidade.

'MS = Matéria seca; PB = Proteina bruta; NIDA = Nitrogénio insolivel em detergente dcido; FDNcp = Fibra
insoldvel em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina; FDA= Fibra insolivel em detergente acido;
CHOs = carboidratos soliveis; MM = Matéria mineral.

As caracteristicas fermentativas e as populacdes microbianas das silagens sio
apresentadas na Tabela 4. Foi observado menor pH (P<0,05) na silagem Leuc 2 em comparagdo
as silagens controle, Lb 50.4, Lb 50.4 + Leuc 1. A maior concentracdo de N-NH3%Ntotal foi

observada na silagem LalSil Cana quando comparada as silagens Leuc 1 e Lb 50.4 + Leuc 1.
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Tabela 4 — pH, N-NHj3 e populacdes microbianas de silagens de cana-de-agicar tratadas com cepas autoctones

de bactérias ldticas UFCgsilagem™.

Tratamentos EPM
Lb50.4+ Lb504+

Itens! Controle LalsilCana Lb50.4 Leucl Leuc2 Leucl Leuc 1
pH 3,43a 3,30bc 346a 34ab  3,16d 3.47a 3,24cd 0,023
N-NH3%Ntotal ~ 2,45ab 2,81a 2,02ab 1,83b 2,19ab  1,86b 1,98ab 0,189
BAL 8,15a 7,04ab 8,13a 6,51ab 5,86b 6,92ab 6,58ab 0,417
FUN 4,46a 3,35ab 2,83b  3,00b 3,44ab 2,18b 2,98b 0,257
LEV 4,37d 3,45ab 3,33ab  3,23b 3,82ab 2,98b 3,21b 0,235

P-valor

0,0001
0,0144
0,0068
0,0011
0,0085

Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pela Diferenca de minimos quadrados predita ao nivel de 5% de

probabilidade.
'BAL = bactérias laticas; FUN = Fungos filamentosos; LEV = Leveduras

Foi observado menor (P<0,05) populacdo de BAL na silagem Leuc 2 (5,86 UFC
gsilagem™) comparada a silagem LB 50.4 e controle (Tabela 4). Maiores contagens de fungos
(4,46 UFC gsilagem™) e leveduras (4,37 UFC gsilagem™!) foram observadas para as silagens

controle comparada as silagens Lb 50.4 (exceto para fungos), Leuc 1 e os combos.

3.3 Composicao quimica, populagcdes microbianas e estabilidade aerdbia de silagens de cana-

de-agucar, apds 7 dias de exposicdo ao ar.

Nao houve efeito (P>0,05) de tratamentos sobre o teor de MS das silagens apos 7 dias
de exposi¢do ao ar. Foi observado maior teor de carboidratos soliveis em dgua na silagem Lb
50.4 + Leuc 1 em relacgdo “a maioria das silagens excetuando-se Lb 50.4 e Lb 50.4 + Leuc 2
(Tabela 5). O pH das silagens ndo variou (P>0,05) apds setes dias de exposicao aerdbia, cujo
valor médio foi 5,08. No entanto, foi observado efeito (P<0,05) de tratamentos sobre as

populacdes de leveduras e fungos.
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Tabela 5 — Teores de matéria seca (gkg™!), carboidratos soldveis (gkg'), pH e popula¢des microbianas (UFC grama de
silagem™) na estabilidade aerdbia de silagens de cana-de-agucar.

Tratamentos EPM
Itens! Controle LalSilCana Lb50.4 Leuc 1 Leuc2 Lb50.4+Leuc1 Lb 50.4+ Leuc 2
MS 190,9 177,8 187,6  182,6 184,8 188,6 187,9 0,4594
CHOs 14,92b 19,2b 439ab 24,25b  16,97b 81,32a 54,45ab  0,6694
pH 5,45 5,45 5,27 4,89 4,88 4,84 4,83 0,1850
LEV  7,57ab 7,6lab 7,52ab 7,57ab  7,81a 7,11b 7,79a 0,1410
FUN  3,66ab 5,10a 5,04a  2,93b 2,53b 4,10ab 2,47b 0,3798

P-Valor

0,4953
0,0003
0,0624
0,0437
0,0001

Meédias seguidas por letras diferentes diferem entre si pela Diferenca de minimos quadrados
predita ao nivel de 5% de probabilidade.
'MS = Matéria seca; CHOs = Carboidratos soliiveis. FUN = Fungos filamentosos; LEV = Leveduras

Nao houve efeito (P>0,05) de tratamentos sobre a Temperatura Maxima °C, cujos
valores variaram de 39,4 a 44,8°C (Tabela 6). No entanto, foi observado efeito (P<0,05) de
tratamentos sobre a estabilidade aerébia e o tempo até atingir a temperatura maxima. Foi
observada maior estabilidade aerdbia na silagem Lb 50.4 + Leuc 1 em relagdo as silagens
controle, Leuc 1 e Leuc 2. A silagem tratada com o combo Lb 50.4 + Leuc 1 também resultou

em maior nimero de horas para atingir a temperatura maxima quando comparada Leuc 2.

Tabela 6 - Estabilidade aerdébia de silagens de cana-de-acticar apds 7 dias de exposic¢do ao ar.

EPM  P-
Tratamentos valor
Lb504+ Lb504+
Itens! Controle LalSil Cana Lb50.4 Leucl Leuc 2 Leuc 1 Leuc 1
46,2b 38.,8b 53,2ab  49,0b 34,9b 73,1a 56,0ab 0,023 0,0001
Estabilidade aerdbia
(h)
39,4 414 40,5 39,1 448 40,3 1,98ab 0,189 0,0144
Temperatura méxima
°C
Tempo até atingir 60,4bc  62,6bc 87,62ab 68,83bc 46,58¢c 110,7a 6,58ab 0,417 0,0068

temperatura maxima

(h)

Meédias seguidas por letras diferentes diferem entre si pela Diferenca de minimos quadrados predita ao nivel de 5% de
probabilidade.
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DISCUSSAO

4.1 Composicdo quimica das silagens de cana-de-agucar apds 90 dias de fermentagcdo

O teor médio de carboidratos soldveis da cana-de-agticar de 414,89 gkg'! antes da
ensilagem encontra-se dentro da faixa normalmente registrada para essa cultura (Silva et al.,
2018; Daniel et al., 2015). O aumento nas fracdes fibrosas das silagens ndo inoculadas em
comparacgdo as silagens tratadas pode estar relacionado ao consumo de carboidratos soldveis
por microrganismos indesejdveis no processo fermentativo, além da perda de constituintes nao
fibrosos. Tais fatores pode contribuir para o aumento dos valores de FDNcp e FDA como
observado por Daniel et al, (2015) e Santos et al, (2015).

O aumento no teor de FDN das silagens em relacdo ao material original se deve a um
efeito de diluicdo em decorréncia do consumo de carboidratos soliveis em dgua durante a
fermentagdo. Segundo Avilla et al., (2014) é comum ocorrer aumento na fracdo fibrosa em
silagens de cana-de-agucar devido a fermentacdo de acucares e sintese de etanol pelas
leveduras, podendo resultar em elevadas perdas de MS. A elevacdo do teor de FDNcp de 555.2
gkg'antes da ensilagem para 631,2 gkg'ap6s 90 dias de fermentacdo observada no tratamento

controle demonstra que esta perda ocorreu.

4.2 pH, N-NHj3 e Populacdes Microbianas das silagens de cana-de-agucar apos 90 dias de

fermentacdo

Baseado nos valores de pH das silagens apds 90 dias de fermentacdo, que variaram de
3,16 (Leuc 1) a 3,47 (Lb 50.4 + Leuc 2) podemos considerar que as silagens foram bem
fermentadas, tomando como referéncia a faixa ideal de pH de 3,8 a 4,2 sugerida por McDonald
et al. (1991). Os valores encontrados no nosso estudo para todas as silagens sao préximos aos
observados por Silva et al. (2018), Moraes et al. (2017), Santos et al. (2015) e Avilla et al.
(2009). Silagens de cana-de-agucar apresentam uma alta quantidade de carboidratos soluveis
principalmente sacarose que pode ser hidrolisado prontamente a mondmeros como glicose e
frutose e apresentar um rapido declinio de pH através da producdo de 4dcidos, com valor final
proximo de 3,5 (Kung Jr. & Stanley,1982).

A populacio de BAL de 6,74 log UFCg' observada na cana-de-agtcar antes da

ensilagem € elevada, tendo como base a populagio de 5 log UFCg ™! considerada adequada para
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assegurar boa fermentacdo segundo Muck (1991). Esse valor € superior aquele registrados por
Cardoso et al. (2018) e Cavali et al. (2010) e em cana-de-agicar in natura. Nas silagens, apos
90 dias de fermentagdo, a populacio média de BAL observada de 7,03 do nosso estudo
assemelha-se aquelas reportadas por Avilla et al. (2014) e Avilla et al (2009) em estudos com
silagens de cana-de-agucar. Os elevados valores na populagado final de BAL nas silagens podem
indicar uma extensao da fermentacdo, sendo que mesmo apds 90 dias de ensilagem a populagdo
observada foi superior a 7,00 log UFCg™!, 0 que pode indicar a presenca de cepas de BAL mais
tolerantes ao ambiente dcido. Algumas cepas de BAL heterofermentativas podem até mesmo
produzir mais 4cido acético que o principal produto da fermentacido o acido latico como as
cepas usadas no nosso estudo (Tabela 1).

Populacdes médias de 4,83 e 5,56 log UFCg! registradas para fungos e leveduras,
respectivamente, na cana-de-agucar antes da ensilagem, tem sido normalmente registrado para
essa cultura (Silva et al., 2018; Moraes et al., 2017; Santos et al., 2015). Menores populacdes
desses grupos microbianos apds 90 dias de fermentacdo nas silagens Lb 50.4 (exceto para
leveduras), Leuc 1 e nos combos, comparadas as silagens controle e LalSil cana sugerem maior
capacidade de controle desses microrganismos o que poderia resultar em maior estabilidade
aerdbia das silagens apds exposi¢do ao ar. Contudo, essa hipdtese parece ndo se aplicar a0 nosso
estudo, conforme serd discutido depois.

As populagdes de leveduras registradas no nosso estudo sdo inferiores aquelas
reportadas por Avila et al. (2010) de 7,17 e 6,57 log UFCg™' para silagens controle e tratadas
com a cepa de L. plantarum UFLA-1-SIL. Os autores reportaram que essas populacdes elevadas
de leveduras se devem a baixa concentragdo de 4cido acético dessas silagens quando comparado
aos outros tratamentos.

Os acidos acético e propidnico sdo reconhecidamente potentes inibidores de fungos e
leveduras. Entao, podemos inferir, que as silagens Lb 50.4 + Leuc 1 e Lb 50.4 + Leuc 2 e Leuc
2 resultaram em maiores quantidades desses dcidos, resultando assim na redugdo da taxa de
crescimento desses grupos microbianos (Freese et al., 1973, (Moon et al., 1983).

Além das concentragdes de dcido acético e propidnico, a sintese de 1,2 propanodiol é
um parametro interessante para reducdo das perdas decorrentes de fermentagdes indesejaveis.
Cepas de L. buchneri apresentam a rota metabdlica de formagao do 1,2 propanodiol através do
lactato, sendo convertido a lactoaldeido pela acdo da lactoaldeido desidrogenase, sendo o

lactoaldeido posteriormente convertido a 1,2 propanodiol pela lactoaldeido redutase (Heinl et
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al., 2012). Desta forma, a producao de 1,2 propanodiol, além de reduzir a concentragdo de acido
latico presente, pode ser um importante precursor para sintese de dcido acético e propionico.

Cepas de bactérias do gé€nero Leuconostoc sdo importantes nas fases iniciais da
fermentagdo e sdo menos acidéfilos que Lactobacillus buchneri (Adesogan et al., 2003).
Portanto, a associacao de diferentes cepas de bactérias que atuem em distintas fases do processo
fermentativo pode ser uma forma de obter melhorias no processo fermentativo (Much et al.,
2018). Os resultados observados no nosso estudo sugerem que a presenca do Leuconostoc
mesenteroides em associacdo ao Lactobacillus buchneri foi importante na inibicao de fungos e
leveduras logo nas primeiras fases do processo de fermentacao, tendo em vista que podem atuar
em diferentes fases do processo de fermentacdo (Hammes e Hertel, 2003).

Todos os valores de amodnia se se encontram abaixo nivel critico de 15%, proposto por

(Mahanna, 1994) para silagens de boa qualidade, indicando minima protedlise.

4.3 Composi¢do quimica, populacdes microbianas e estabilidade aerdbia de silagens de cana

de acucar apds 7 dias de exposi¢do ao ar.

A maior estabilidade aerdbia na silagem Lb 50.4 + Leuc 1 em relacdo as silagens
controle, Leuc 1 e Leuc 2 pode estar associada a um efeito sinergético da cepa de Lactobacillus
buchneri 50. 4, na presenga da cepa Leuconostoc mesenteroides 7,10t], podendo ter resultado
numa maior producao de dcido acético e, portanto, maior estabilidade aerdbia.

A auséncia de efeito de inoculag@o apenas com Lactobacillus buchneri na estabilidade
aerdbia da silagem de cana-de-acticar ndo € surpreendente. Recentemente, Rabelo et al. (2019)
fizeram uma meta-andlise para avaliar os efeitos de Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
buchneri na fermentacdo e estabilidade aerdbia de silagem de cana-de-agucar e ndo verificaram
efeito de Lactobacillus buchneri sobre a estabilidade aerdbia das silagens. Os autores atribuiram
essa auséncia de efeito provavelmente a maior preservacao de carboidratos soliveis em dgua
nas silagens tratadas com L. buchneri.

A persisténcia de bactérias lacticas em condi¢des de aerobiose pode ser dificultada em
virtude da presenca do oxigénio. Algumas cepas de bactérias laticas como Leuconostoc
mesenteroides podem apresentar a habilidade de acumular manganés dentro da célula e reduzir
os efeitos de toxidez do oxigénio presente na silagem, produzindo H>O: (Archibald &

Fridovich., 1981). De acordo com Condon, (1987) o oxigénio e substratos exdgenos como
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piruvato ou acetaldeido componentes da rota metabdlica do lactato e etanol, respectivamente,
podem servir de ativacio para crescimento de Leuconostoc mesenteroides, o que pode justificar
a maior estabilidade aerébia no combo Lb 50.4 + Leuc 1.

A alta populagdo de microrganismos indesejdveis, principalmente leveduras como
observado nas silagens ap6s 7 dias de estabilidade aerébia, € comum em silagens onde existe
uma alta concentracdo de carboidratos soldveis residuais. Phalow et al. (2003) descreveram
duas formas de deterioracdo aerébia em silagens. Na primeira, as leveduras, que apresentam
uma faixa de crescimento ampla na fase de exposicdo ao ar como no caso do presente estudo
podem causar a perda de grandes quantidades de CHOs com conversdao a etanol. A outra,
através da assimilacdo do préprio acido latico da fermentacdo, resulta no aumento do pH e
favorece aparecimento de fungos filamentosos na silagem, com consequente perdas de MS.

A auséncia de efeito de tratamento sobre o pH das silagens apds 7 dias de exposicao
aerdbia, cujo valor médio foi 5,08, pode estar associado a maior produgdo de 4cido acético nas
silagens. A silagem tratada com Lb 50.4 + Leuc 1 foi a que apresentou menor populacdo de
leveduras (7,11 log UFC'g) comparada com Leuc 2 e Lb 50.4 + Leuc 2. E importante destacar,
que todas as silagens apresentaram populagdes de leveduras da magnitude de 7 log UFCg™!, o
que representa um incremento médio de aproximadamente 2 log de UFC na populacio desse
grupo microbiano em relacio “a silagem antes da exposicao aerdbia, o que pode acarretar em

severas perdas na silagem.
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CONCLUSAO

O Combo Lb 50.4 + Leuc 1, reduziu a populagdo de fungos e leveduras e melhorou o
processo fermentativo da silagem de cana de agicar apés 90 dias de fermentagdo, e
proporcionou maior estabilidade, podendo ser considerado como potencial inoculante para

ensilagem desta cultura.
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